Kombinierte Rasterkraft-, Zugkraft-
und Fluoreszenzmikroskopie zur Analyse
der Mechanotransduktion

in Knochenzellen

Dissertation
zur Erlangung des

Doktorgrades der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

dem

Fachbereich Physik
der Philipps-Universitidt Marburg

vorgelegt von

Erk Mennenga-Klopp

aus

Bremen

Marburg/Lahn, 2005



Vom Fachbereich Physik der Philipps-Universitat als Dissertation angenommen am
01/12/2005

Erstgutachter: Prof. Dr. Martin Hofmann
Zweitgutachter: Prof. Dr. Wolfgang Riihle

Tag der miindlichen Priifung: 22/12/2005



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 Einleitung

2 Knochen, Zellen und Mechanotransduktion

2.1 Der Knochen . . . . . . . . . . ..
2.1.1 Aufbau und Struktur des Knochens . . . . . . ... ... ... ...
2.1.2  Umbauprozesse im Knochen . . . . . . . ... ... .. ... ....

2.2 Die Knochenzellen . . . . . . . . . . . ...
2.2.1 Der generelle Aufbau einer Zelle . . . . . . . . ... ... ... ...
2.2.2 Die Knochenzellen . . . . . ... ... ... ... .. ........

2.3 Die Mechanotransduktion . . . . . . . .. ... ... ... ... ...,
2.3.1 Intrazelluldre Signaltransduktion . . . .. ... ... ... ... ..
2.3.2 Die Mechanotransduktion . . . ... ... ... ... ... .....
2.3.3 Die Relevanz der Mechanotransduktion . . . . . . .. ... .. ...
2.3.4 Die Physik der Mechanotransduktion in Zellen . . . . . . . . . . ..
2.3.5  Modellierung der Zellmechanik . . . . . ... ... ... .. ....
2.3.6  Die Mechanismen der Mechanorezeption . . . . .. .. ... .. ..
2.3.7 Physiologische Reize auf Knochenzellen . . . . . . . . ... ... ..
2.3.8 Molekulare Prozesse der Mechanotransduktion und Calcium . . . .

2.4 Motivation dieser Arbeit . . . . . . .. ...

Fluoreszenzmikroskopie und Zellbiologie
3.1 Einleitung . . . . . . ..
3.2 Zellkultur . . . ...
3.2.1 Zellprdparation . . . . . . . . .. ...
3.2.2 Kryokonservierung . . . . . ... ..o
3.2.3 Phénotypisierung . . . . . .. ..o
3.2.4  Aussaat und Farbung der Zellen . . . . . . ... ... ... ... ..
3.3 Fluoreszenzfarbstoffe . . . . . . .. .. ..o
3.3.1 Die Eigenschaften des Farbstoffs Fura-2 . . . . .. ... ... .. ..
3.3.2 Die Kalibrierung von Fura-2 . . . . . .. .. ... ...
3.4 GFP-Transfektionen . . . . . . . .. ... ... ...
3.4.1 Das ,Green-Fluorescent-Protein® . . . . . . . . .. ... .. ....
3.4.2 Transiente Transfektion mit dem GFP-Vinculin-Vektor . . . . . . .
3.5 Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . ...
3.5.1 Die Detektionseinheit . . . . . . . ... o000
3.5.2 Die Lichtquelle . . . . . ... ... o
3.6 Entwicklung einer Lichtquelle . . . . . .. .. ... ..o 0.
3.6.1 Wahl einer geeigneten Lichtquelle . . . . . . .. ... .. ... ...
3.6.2 Dynamischer Wechsel des Spektralbereichs . . . . . . .. ... ...
3.6.3 Aufbau der Lichtquelle zur Quotientenmessung . . . . . . . . . ..
3.7 Die ACLAR-Dehnungsapparatur . . . . . . . ... .. ... ... .....
3.8 Die parallele Scherflusskammer . . . . . . . .. ..o
3.8.1 Laminare Stromungen in abgegrenzten Volumina . . . . . . . . ..
3.8.2 Design der Scherflusskammer . . . . . ... ...
3.9 Molekular- und Zellbiologische Methoden . . . . . . . . .. .. . ... ...

il



Inhaltsverzeichnis

3.9.1 Thapsigargin . . . . ...
3.9.2 Parathormon (PTH) . . . ... ... ... ... ... ... .....
3.9.3 Manganionen . . . . ... ..o
3.94 Cadmium und Lanthan . . . . . . .. ... ... ... ...
3.9.5 EGTA . . . .
3.9.6 ML-7. . . . . .
3.10 Zellmedien . . . . . . . ..

4 Das Kraftmikroskop
4.1 Einleitung . . . . . . . .
4.2 Das eindimensionale Kraftmikroskop . . . . . . . .. ... ... .. ...
4.2.1 Die Detektionseinheit . . . . . . . .. ..o
4.2.2 Positionierung des Detektors . . . . . . . . .. ...,
4.2.3  Ansteuerung des Kraftmikroskops . . . . . . .. ... ... ... ..
4.2.4 Der Cantilever . . . . . . . . . ...
4.3 Das dreidimensionale Kraftmikroskop . . . . . . . . ... ... ... .. ..
4.3.1 Prinzip der Detektionseinheit . . . . . . ... ... ...
4.3.2 Positionierung des Detektors . . . . . . ... ...
4.3.3 Ansteuerung des Kraftmikroskops . . . . . . . ... ... ... ...
4.4 Kalibrierung und Federkonstante . . . . . . ... .. .. ... ... ....
4.4.1 Kraft-Abstands-Kurven und Kalibrierung . . . . . . .. ... .. ..
4.4.2 Die Bestimmung vertikaler Federkonstanten . . . . . . . .. .. ..
4.4.3 Die Bestimmung lateraler Federkonstanten . . . . . . .. .. .. ..
4.5 Externe Frequenzgenerierung . . . . . . . . . . . ...

5 Zugkraft-Mikroskopie
5.1 Einleitung . . . . . .. .o
5.1.1 Silikon-Substrate . . . . . ... oL oo
5.1.2 Mikrofabrizierte Cantilever . . . . . . . . . . ... ... ... ....
5.1.3 Polyacrylamid-Substrate . . . . . .. ... ... ... ..
5.2 Die Traction-Force-Methode . . . . . . .. .. ... .. ... .. ... ...
5.2.1 Herstellung von Polyacrylamid-Gelen . . . . . ... ... ... ...
5.2.2  Bestimmung der physikalischen Eigenschaften . . . . . . .. .. ..
5.2.3 Analyse der zellularen Zugkrafte . . . . . . . . . ... ... ...
5.3 Traction-Force-Messungen . . . . . . . . .. . ... ... ..
5.3.1 Die Dehnungsmaschine . . . . . . .. ... ... 0oL
5.3.2 Das Kraftmikroskop und die Scherflusskammer . . . . . . . . .. ..
5.3.3 Zugkraftmessungen mit externen Kréften . . . . . . .. .. ... ..
5.3.4 Quantenpunkte . . . . . .. ..o

6 Experimente und Ergebnisse
6.1 Einleitung . . . . . . . ..
6.2 Vertikale Stimulation und Calcium . . . . . . . . ... ... ... .. ...
6.2.1 Kraftschwelle und Dynamik der Calciumantwort . . . . . . . . . ..
6.2.2 Die interzelluldre Signalweiterleitung . . . . . .. .. .. ... ...
6.2.3 Die intrazelluldre Signalweiterleitung . . . . . .. . .. .. ... ..
6.2.4 Mikroporation der Zellen . . . . . . . . .. ... L.

v



Inhaltsverzeichnis

6.2.5 Der Einfluss physiologischer Parameter auf die scheinbare Calcium-

konzentration . . . . . . . . ... 84

6.2.6 Die Osteosarkom-Stammzelllinie MG63 . . . . . . . ... ... ... 88

6.2.7 Zusammenfassung . . . . .. ... 88

6.3 Laterale Stimulation und Calcium . . . . . . . . .. .. .. ... .. ... 90

6.3.1 Einfluss der Stimulationsrichtung auf die Mechanotransduktion. . . 90

6.3.2 Experimente mit Calcium . . . . ... ... ... ... . ...... 90
6.3.3 Vertikale und laterale Stimulationen 16sen keine Mechanotransduk-

tion unter der Beteiligung von Calcium aus . . . . . . . . . . .. .. 91

6.4 Dehnungsmessungen mit dem Kraftmikroskop . . . .. ... ... ... .. 93

6.4.1 Applikation lokaler Dehnungsreize mit dem Kraftmikroskop . . . . . 94

6.4.2 Lokale Dehnungsreize 16sen verzogerte Calciumantworten aus . . . . 95

6.5 Mechanische Stimulation und Zugkraftmessungen . . . . . . . . .. .. .. 96

6.5.1 Dehnungsmaschine und Zugkraftmessungen . . . . .. ... .. .. 97

6.5.2 Kraftmikroskop und Zugkraftmessungen . . . ... .. ... .. .. 98

6.6 Krafttransmission bei vertikaler Stimulation . . . . . ... .. ... .. .. 106

6.6.1 Experimenteller Aufbau . . . ... ... ... ... L. 106

6.6.2 Krafttransmission durch externe Krafte . . . . . . ... ... .. .. 107

6.6.3 Interpretation der Ergebnisse . . . . .. .. ... .. ... 112

6.7 Krafttransmission bei Scherflissen . . . . . . . . . .. ... 115

6.7.1 Applikation von Scherkraften . . . . . . . ... ... ... ... .. 115

6.7.2 Die Krafttransmission zeigt keine Vorzugsrichtung . . . . . . . . .. 117

6.8 Vertikale Stimulation und Vinculin-Konzentration . . . . . . . . .. .. .. 118

6.8.1 Aktivitat der fokalen Adhésionen unter mechanischer Belastung . . 118
6.8.2 Die Dynamik der fokalen Adhésionen steigt nach mechanischer Be-

lastung . . . . . .. 120

7 Diskussion 122

7.1 Die Notwendigkeit der Modellierung der Zellmechanik . . . . . . . . . . .. 122

7.2 Modelle der Zellmechanik . . . . . . .. ... .. ... .. .. ... . ... 122

7.2.1 Das Tensegrity-Modell . . . . . ... ... ... ... ... ... 122

7.2.2 Das Percolation-Modell . . . . . . ... ... ... ... ... .... 123

7.2.3 Kortikale Membranmodelle / Kontinuumsansétze . . . . . ... .. 124

7.3 Die Ergebnisse im Rahmen der Zellmodelle . . . . . . ... .. ... .. .. 124

7.3.1 Lokale Stimulation und Calciumantworten . . . . .. . .. ... .. 124

7.3.2 Kraft-Weiterleitung . . . . . .. . . ... 126

7.3.3 Aktive Zellantworten unter mechanischer Stimulation . . . . . . . . 127

7.4 Vorschlag eines Mischmodells . . . . . . ... ... ... ... ... .... 129

7.4.1 Kein Modell beschreibt das zellmechanische Verhalten vollsténdig . 129

7.4.2 Das Mischmodell . . . . . ... ... ... .. ... ... ... 129

8 Zusammenfassung und Ausblick 131

Literatur 133

A.2 Publikationsliste . . . . . . . .. ... 142



Inhaltsverzeichnis

vi



1 Einleitung

Das Skelett von Saugetieren iibernimmt zahlreiche biologische, biomechanische sowie bio-
chemische Aufgaben. Neben seiner Funktion als wichtigster Mineralienspeicher dient es
der Fortbewegung und als Halteapparat. Dabei unterscheiden sich die einzelnen Knochen
des Skeletts in Form und Gréfe, so dass eine differenzierte Funktionsausprigung einzel-
ner Skelettteile méglich ist. Die spezifische Struktur und Grofle eines Knochens ist zwar
genetisch festgelegt, die Steifigkeit wird jedoch durch einen stetigen Umbauprozess, vermit-
telt iiber Hormone und physikalische Reize, reguliert. Schon vor iiber einhundert Jahren
postulierte Julius Wolff, dass der Knochen in der Lage ist, seine Struktur den dufleren
mechanischen Umgebungsbedingungen anzupassen. So kann beispielsweise nach einer ho-
hen mechanischen Belastung die Zunahme der Steifigkeit, welche auf einen strukturellen
Umbau zuriickgeht, beobachtet werden. Im Gegensatz hierzu fiihrt lange Bettlagerigkeit
zur Schwichung des Knochens durch den Abbau von Knochenmaterial.

Ist der physiologische Umbauprozess gestort, so kann ein {iberméfliger Knochenabbau
(Knochenschwund) auftreten, der zur so genannten Osteoporose fithrt. Osteoporose kann,
da die Bruchfestigkeit des Knochens verringert ist, fiir den Menschen zu einer lebens-
gefahrlichen Erkrankung werden. Dass allein in den USA schétzungsweise zehn Millionen
Menschen an Osteoporose leiden, zeigt die klinische Relevanz der Erkrankung. Dieser pa-
thologische Knochenabbau macht deutlich, wie wichtig das Verstdndnis der Physik des
mechanisch induzierten Knochenumbaus fiir die Medizin ist. Hier stellt sich vor allem die
Frage, wie die einzelnen Knochen in der Lage sind, die mechanischen Reize aufzunehmen
und so zu verarbeiten, dass eine verdnderte Knochensynthese resultiert.

Der Auf- und Abbau des Knochens wird im Prinzip durch Knochenzellen reguliert. Die-
se sind in der Lage, die auf den Knochen wirkenden mechanischen Belastungen in ein
biologisches Signal umzusetzen. Dieser Prozess wird Mechanotransduktion genannt. Trotz
zahlreicher Untersuchungen konnte der mikroskopisch-physikalische Ablauf der Mecha-
notransduktion bislang nicht gekldrt werden. Man geht davon aus, dass eine bestimmte
Zellstruktur - der Mechanosensor - den mechanischen Reiz wahrnimmt und in eine zellin-
terne Signalkaskade umsetzt. Hierbei spielt die intrazelluldre Calciumkonzentration eine
wichtige Rolle. Uber den Mechanosensor und dessen Aktivierung ist jedoch nur wenig
bekannt. Aber gerade die physikalische Funktionsweise dieser die Mechanotransduktion
einleitenden Struktur konnte helfen, das Wissen iiber die Reizaufnahme und -vermittlung,
auch im Hinblick auf den ganzheitlichen Knochen, wesentlich zu vertiefen. Dabei stellt sich
vor allem die Frage nach der Lokalisierung des Mechanosensors innerhalb der Zelle sowie
nach dessen Molekiilstruktur und mechanischen Eigenschaften; das heiffit welche mechani-
schen Reize von Knochenzellen wahrgenommen und in ein biologisches Signal umgesetzt
werden. Hierbei sind die mechanischen Eigenschaften der Zelle, die bislang nicht eindeutig
beschrieben werden konnten, von grofler Bedeutung.

Um physikalische und molekulare Prozesse, wie sie oben beschrieben sind, untersuchen
zu konnen, sind die bekannten biologischen Methoden nur bedingt geeignet. Deshalb ka-
men in den letzten zehn Jahren mehr und mehr physikalische Prinzipien zur Anwendung.
Gerade zur Analyse des zellbiologischen Kontextes hat sich die Rasterkraftmikroskopie als
ein niitzliches Werkzeug herausgestellt. Sie erméglicht neben der Manipulation einzelner
Strukturen auf molekularer Ebene die Bestimmung von physikalischen Bindungskriften,
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die zwischen einzelnen Molekiilen vorliegen. Auch zur Untersuchung der mechanischen Ei-
genschaften biologischer Gewebe wird die Rasterkraftmikroskopie verwendet. Hierbei ist
vor allem von entscheidender Bedeutung, dass sie die Moglichkeit bietet, sehr kleine Kréfte
bis in den Piko-Newton-Bereich hinein zu bestimmen.

Im Laufe dieser interdisziplindren Arbeit wird die Entwicklung und Weiterentwicklung
eines Kraftmikroskops, das nach den Prinzipien der Rasterkraftmikroskopie funktioniert
und fiir biologische Anwendungen adaptiert wurde, dargestellt. Das Kraftmikroskop diente
der Untersuchung physikalischer Aspekte der Mechanotransduktion von Osteoblasten. Da-
bei handelt es sich um spezielle Knochenzellen, die fiir den Knochenaufbau verantwortlich
sind. Im Gegensatz zu der im Allgemeinen iiblichen mechanischen Stimulation von Zel-
len durch Scherfliisse und Dehnungsreize ermoglicht dieses Kraftmikroskop nicht nur die
Quantifizierung der applizierten Kraft und die Bestimmung der verursachten Deformation,
sondern auch die freie Wahl der Stimulationsparameter wie der Frequenz, der Amplitude
und der Zyklenzahl innerhalb einer groflen Bandbreite. Damit konnen die Mechanik des
Mechanosensors und Analogien zwischen den makroskopischen Vorgéingen im ganzheit-
lichen Knochen und mikroskopischen Abldufen auf zellulirer Ebene untersucht werden.
Durch die Kombination mit einem Echtzeit-Fluoreszenzmikroskopie-System war es erst-
mals moglich, die Zelle mechanisch definiert zu stimulieren und gleichzeitig die auftreten-
den intrazelluldren Vorgénge zu beobachten. Neben der Kraftmikroskopie kommen auch
physikalisch-mathematische Techniken wie die Zugkraftmessung (engl. ,Traction Force
Microscopy“ - TFM) zum Einsatz. Diese Methode erlaubt die Beobachtung der zelluldren
Anhaftkrifte, die auf das Substrat, an der die Zellen anhaften, wirken. Man vermutet,
dass die Adhésionskrifte durch die Aktivierung des Mechanosensors variieren und in der
Folge die mechanischen Eigenschaften der Zelle verdindern kénnen. Damit wiirden sie eine
wichtige Rolle in der Mechanotransduktion spielen. Mit der oben beschriebenen Messtech-
nik konnen des Weiteren die mechanisch-physikalischen Eigenschaften der Zellen durch die
Messung der intrazelluldren Kraftweiterleitung nach Applikation d&uflerer Kréafte untersucht
werden. Um eine Einfithrung in das Thema der Mechanotransduktion zu geben, bietet Ka-
pitel 2.3 zunéchst einen Uberblick iiber den aktuellen Stand der Forschung beziiglich der
physikalischen und biologischen Aspekte der Mechanotransduktion. Dieser Uberblick wird
die Notwendigkeit der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten Experimente und Ergeb-
nisse vermitteln. Er soll auflerdem aufzeigen, dass viele Aspekte der Mechanotransduktion
nur mit Hilfe physikalischer Methoden, die im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz kommen,
gezielt untersucht werden konnen. Der letzte Abschnitt des Kapitels legt die Motivation
dieser Arbeit mit dem bis dorthin beschriebenen zellbiologischen Kontext dar.

Das sich an die Mechanotransduktion anschlieSende Kapitel 3 beschéftigt sich vor allem
mit den in dieser Arbeit verwendeten biologischen Methoden und der Fluoreszenzmikro-
skopie. Die Entwicklung eines neuen Beleuchtungssystems fiir Verhéltnismessungen wird
ebenfalls beschrieben. Des Weiteren werden die Funktionsweise und die Weiterentwick-
lung der Dehnungsapparatur und der Scherflusskammer besprochen, die die Applikation
duBerer mechanischer Reize auf Zellen ermoglichen. In Kapitel 4 wird die Entwicklung
und die Weiterentwicklung des Kraftmikroskops beschrieben. Neben der Funktionsweise
wird auch die Kalibrierung dieser Apparatur sowie die Analyse der erhobenen Messdaten
dargelegt.

Die Technik, mittels derer die Messung zelluldrer Zugkrifte erfolgte und deren Adap-



tion auf die fiir die Arbeit erforderlichen experimentellen Parameter, werden in Kapitel
5 erklart. Das sich anschliefende Kapitel 6 enthélt die Beschreibung aller in dieser Ar-
beit durchgefiihrten Experimente und die Darstellung der erhaltenen Ergebnisse. Da die
Experimente in starker Abhéngigkeit zueinander stehen, werden direkt nach der Présen-
tation der Einzelergebnisse diese diskutiert und eine Interpretation im Hinblick auf die
Mechanotransduktion gegeben.

Die bereits in Kapitel 6 dargestellten Interpretationen und Diskussionen werden in Ka-
pitel 7 beziiglich verschiedener Zellmodelle diskutiert. Dazu wird am Anfang des Kapitels
zuniichst ein Uberblick iiber die derzeit gingigen Modelle gegeben und am Ende ein eigenes
Zellmodell vorgeschlagen.

Schliefflich wird die vorliegende Arbeit mit einer Zusammenfassung in Kapitel 8 enden.
Diese zeigt kurz die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit auf.
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2 Knochen, Zellen und Mechanotransduktion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit physikalischen Techniken die biologische Fragestellung
untersucht, wie Knochenzellen mechanische Reize wahrnehmen koénnen. Kernstiick stellt
das in Kapitel 4 beschriebene Kraftmikroskop dar, mit dem einzelne Zellen mechanisch
stimuliert werden konnen und gleichzeitig die Reaktion der Zellen auf den Reiz beobach-
tet werden kann. Damit die Ergebnisse in einem verniinftigen Kontext diskutierbar sind,
wird zunéchst ein Einblick in den biologischen Hintergrund und die Relevanz der durch-
gefithrten Messungen gegeben. Dabei werden als erstes der Knochenaufbau und dessen
Funktionsweise sowie die Eigenschaften der Knochenzellen beschrieben. In der anschlie-
Benden Betrachtung steht die Aufnahme mechanischer Reize und deren Umwandlung in
biologische Signale im Vordergrund. Wie sich im Laufe dieser Arbeit zeigen wird, spielen
die mechanischen Figenschaften der Zellen hierbei eine wichtige Rolle. Deshalb besteht die
Notwendigkeit, physikalische Methoden fiir die Biologie zu adaptieren und zu nutzen, da
die aufgeworfenen Fragestellungen nicht mit den Methoden der Biologie allein beantwortet
werden kénnen. Am Ende des Kapitels wird in Bezug auf den biologischen Kontext die
Motivation dieser physikalischen Arbeit aufgezeigt.

2.1 Der Knochen

Ziel dieser Arbeit ist, ein tieferes Verstdndnis davon zu erlangen, wie der Knochen in
der Lage ist, sich duleren mechanischen Bedingungen anzupassen. Hierfiir wird zunéchst
ein Uberblick iiber die Bauweise und die Funktionen beziehungsweise Fehlfunktionen des
Knochens gegeben.

2.1.1 Aufbau und Struktur des Knochens

Das Skelett ermoglicht durch seine Eigenschaften vielfdltige Funktionen: es bildet zusam-
men mit der Muskulatur den Stiitz- und Halteapparat und dient, neben dem Schutz der
inneren Organe, der Speicherung von Mineralsalzen. Dabei gehort der Knochen trotz sei-
ner geringen Dichte zu den stabilsten Geweben des Korpers. Gegeniiber dufleren Kréften
wie Dehnung, Druck oder Biegung weist er eine relativ hohe Festigkeit auf. Diese Stabilitét
beruht im Wesentlichen auf seiner biochemischen Zusammensetzung sowie der besonderen
Architektur. Der Knochen besteht in erster Linie aus Knochenhartsubstanz (Interzellular-
substanz) und Knochenzellen und speichert grofie Mengen an Calciumverbindungen. Er
erfiillt somit eine metabolische Funktion, indem er hilft, die Calcium-Homdoostase im Blut
konstant zu halten.

Knochen lassen sich anhand ihrer Struktur in Geflecht- und Lamellenknochen unter-
teilen. Beide haben einen &@hnlichen Aufbau, bestehend aus einer kompakten Substanz
(Substantia Compacta (Kortikalis)), die den Knochen umgibt und einer schwammarti-
gen Struktur (Substantia Spongiosa) im Innern des Knochens. Der Geflechtknochen zeigt
jedoch im Gegensatz zum Lamellenknochen eine unregelméflige Anordnung der Struktu-
ren (Kollagenfasern). Die typische Struktur eines Lamellenknochens ist in Abbildung 1
dargestellt. Die regelméBige, zirkuldre Anordnung seiner Lamellen ist fiir diesen Knochen
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Abbildung 1: Die Abbildung zeigt schematisch den Aufbau eines Lamellenknochens [Junquei-
ra 1996].

charakteristisch. Die Lamellen bestehen aus Kollagenfasern und Knochenzellen, den so
genannten Osteozyten. Grofle Knochenkanéle dienen der Versorgung der in die Knochen-
matrix eingelagerten Knochenzellen (in Abbildung 1 dunkel dargestellt). Des Weiteren
steht ein Netz aus weit verzweigten kleinen Knochenkanélchen (Canaliculi) den Zellen zur
gemeinsamen Kommunikation zur Verfiigung.

Die hohe Stabilitidt des Knochens gegeniiber &ufleren Kréften wird durch die Ausbildung
einer schwammartigen Struktur, den Spongiosabélkchen, entlang der Hauptspannungslini-
en des Knochens (Trajektorienbauweise) erreicht (siche Abbildung 2). Dabei ist die Dichte
der Spongiosabélkchen am Ort der grofiten mechanischen Belastung am hochsten. Im Mi-
kroskop betrachtet weist der Knochen aber auch eine groffe Anzahl an Hohlrdumen auf, die
seine Leichtbauweise bedingen. Dass trotzdem - auf Grund der trajektoriellen Bauweise -
eine hohe Stabilitdt des Knochens gewihrleistet ist, kann mit dem strukturellen Aufbau
eines Krans erkliart werden [126]. Auch dieser besteht - wie der Knochen - aus Bereichen,
in denen wenig Material verbaut worden ist und grofe ,, Hohlrdume* zu finden sind. Jedoch
sorgt die strukturelle Anordnung der vielen kleinen Verstrebungen dafiir, dass die Kréne
trotz der geringen Materialdichte stabil gegeniiber dufleren Kriften sind und damit hohe
Lasten tragen konnen.

2.1.2 Umbauprozesse im Knochen

Die trajektoriellen Eigenschaften des Skeletts haben sich iiber die Jahrtausende entwickelt
(siehe Abbildung 2). Die Adaption des Knochens an seine Umwelt ist dabei von essentieller
Bedeutung. Wére die Erzeugung von Knochen kein dynamischer Prozess, so wire es physi-
kalisch nicht mdéglich, eine strukturelle Integritét unter allen physiologischen Bedingungen
zu bewahren und dabei eine mdoglichst leichte Bauweise zu verfolgen. Erst die Fahigkeit
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Abbildung 2: Die Abbildung zeigt schematisch die Hauptspannungslinien (Trajektorien), an
denen sich die Anordnung der Spongiosabélkchen orientiert. R stellt die resultierende Druckkraft,
M die Zugrichtung durch die Muskeln dar (aus [172]).

des Knochens, sich den mechanischen Gegebenheiten der Umgebung anzupassen, befiahigt
ihn zur Ausbildung einer Architektur, die auf eine moglichst geringe Dichte ausgelegt ist.
Wire dies nicht der Fall, miisste das Skelett und die Muskelmasse des Menschen auf des-
sen maximale Belastungskapazitidt angepasst sein. Konkret hiele das, dass Menschen mit
wenig Muskelmasse nur geringe Kriéfte generieren konnten und trotzdem ein Skelett wie
ein Bodybuilder hiatten. Damit ldge ein ineffizientes System vor, da die Natur bei der ge-
netischen Vorgabe des Skeletts von der maximal moglichen Erzeugung von Muskelmasse
ausgehen miisste.

Um diesem Problem zu begegnen, hat sich evolutionér ein Knochen entwickelt, der in der
Lage ist, sich den dufleren mechanischen Umgebungsbedingungen anzupassen. Die resul-
tierende Knochenstéirke wird der physiologischen Krafteinwirkung gerecht. Dieses Prinzip
wurde schon vor mehr als einhundert Jahren von Julius Wolff erkannt. Er beschrieb in
seinem Buch ,,Das Gesetz der Transformation der Knochen* die Anpassungsfahigkeit des
Knochens in Folge von &dufieren mechanischen Belastungen [247]. In der von ihm aufgestell-
ten Hypothese beschreibt Wolff den mathematischen Zusammenhang zwischen der Form
eines Knochens und der mechanischen Krafteinwirkung und damit seiner Deformation.
Zwar sind viele Folgerungen inzwischen als falsch anerkannt [99], jedoch die Hypothese,
dass der Knochen seine Architektur den dufleren mechanischen Bedingungen anpasst, ist
allgemein bestétigt.

Eine Deformation des Knochens wird zum einen durch eine direkte Krafteinwirkung auf
das Skelett, zum Anderen durch eine muskuldre Kraftiibertragung generiert, da die Kno-
chen den Ansatzpunkt und den Ursprung fiir die Muskulatur bilden. Nach dem Abschluss
der Wachstumsphase befindet sich der Knochen fortwahrend in einem Umbauprozess. Die-
ser stiandige Auf- und Abbau wird als ,, Bone-remodelling“ bezeichnet. Wahrend eine hohe
physikalische Aktivitidt eine starke Belastung des Knochens hervorruft und die Bildung
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von Knochenmasse induziert [135, 182], 16st der Aufenthalt in Schwerelosigkeit Knochen-
schwund aus [159], der die Abnahme der mechanischen Stabilitét verursacht [232]. Wird
ein bestimmtes Mafi an Knochenschwund iiberschritten, spricht man von Osteoporose.
Dieser krankhafte Prozess tritt vor allem bei Frauen mit zunehmendem Lebensalter auf.
Der Verlauf der Osteoporose kann bis heute kaum durch duflere Mafinahmen beeinflusst
werden. Eine mechanische Belastung der Knochen osteoporotischer Patienten fiithrt zwar
zu einer Verlangsamung der Krankheit, eine Heilung ist aber nicht méglich [136, 209).

Eine zentrale Frage hierbei ist die nach dem mechanischen Reiz, der das ,Bone-
remodelling“ induziert. Durch eine duflere Krafteinwirkung auf das Skelett wird an jedem
Knochen eine physikalische Grofle messbar: die durch die Belastung induzierte relative
Langendnderung des Knochens. Frost zog diese Grofle heran und erweiterte damit das
Wolff “sche Gesetz [66]. Die von ihn umschriebene ,, Mechanostat-Hypothese* gibt an, ab
welcher Langendnderung eine signifikant verédnderte Knochensynthese initiiert wird [67].
Hierfiir unterteilte er die relative Langenénderung (engl. ,strain“) des Knochens und des-
sen physiologische Antworten auf einen entsprechenden mechanischen Reiz in vier Ka-
tegorien (siehe Abbildung 3). Die relative Langenénderung des Knochens wird dabei in

Disuse |Physiological Overuse Pathological
Window Window Window Overload
Window
Resorption>Formation | Resorption=Formation Resorption<Formation Woven bone
formation
Increased remodeling Homeostasis Increased modeling
>
50-200 pstr 1500-2500 pstr 4000-5000 pstr

Abbildung 3: Die Abbildung zeigt die Differenzierung der physiologischen Antworten auf un-
terschiedliche mechanische Reize. Diese erfolgt nach der Mechanostat-Theorie in vier Belastungs-
bereiche. Die relative Lingenédnderung wird in p-strain (ustr) angegeben (1.000ustr entsprechen
einer relativen Ldngenédnderung von 0,1%). Die Schwelle zum jeweils néchsten Fenster wird als
minimale effektive Belastung (MES: minimal effective strain) bezeichnet.

»Microstrain“ (ustr oder pe) angegeben. Dabei bedeuten 1.000u€ eine relative Langeninde-
rung des Knochens von 0,1%. Die Schwellen zu dem jeweils nichsten Fenster werden durch
die Anderung des physiologischen Verhaltens des Knochens auf den mechanischen Reiz
charakterisiert.

Die Mechanostat-Theorie besagt, dass sich der Knochen durch eine Anderung seiner Ar-
chitektur dem mechanischen Reiz derart anpasst, dass die innerhalb des Knochens entste-
hende lokale Belastung in einem physiologischen Bereich bleibt (,,Physiological Window*).
Uberschreitet der Reiz eine bestimmte physiologische Schwelle (,, Minimum effective strain*
[MES]), so dass relative Langenénderungen im Bereich des ,Overuse Windows* auftre-
ten, dann wird zur Erhchung der Steifigkeit in verstirktem Mafle Knochenhartsubstanz
produziert. Diese erhchte Syntheseleistung kann so lange beobachtet werden, bis die lokale
Belastung in den physiologischen Bereich zuriickkehrt. Liegen die Deformationen des Kno-
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chens jedoch in einem pathologischen Fenster (,,Pathologic Overload Window*), kann eine
krankhafte Verdnderung der Knochenstruktur resultieren (,, Woven Bone“). Im Gegensatz
hierzu fithren geringe Deformationen im Bereich des ,Disuse Window® zu einer erhohten
Resorption von Knochenmaterial und in der Folge zu einem Verlust an Knochendichte und
Steifigkeit.

Beziiglich der Wahrnehmung mechanischer Reize postulierte Frost, dass der Knochen
iiber einen Léngensensor verfiigt, der die in Abbildung 3 dargestellten Belastungsberei-
che definiert. Unter dieser Annahme kénnten Hormone die Grenzen des physiologischen
Fensters verschieben, so dass beispielsweise die Osteoporose durch eine hormonell bedingte
Fehlfunktion des Léngensensor erklart werden konnte. Dabei wiirden relative Langenénde-
rungen, die eigentlich im physiologischen Fenster liegen, zu einem verstiarkten Abbau von
Knochenmaterial fithren. Allerdings ist zu bedenken, dass die Mechanostat-Theorie im
Hinblick auf einen Léngensensor und dessen Auswirkung auf die Nettoknochenbilanz stark
vereinfacht ist und damit den komplexen Abldufen des menschlichen Organismus nicht ge-
recht wird.

Tatséchlich wird das ,Bone-remodelling” des Knochens generell durch die Knochen-
zellen geregelt (siehe Kapitel 2.2.2). Dieser induzierte Auf- beziehungsweise Abbau der
Knochensubstanz muss durch eine duflere mechanische Aktivierung der Zellen erfolgen.
Letztere findet in Folge einer Deformation des Knochens statt. Die von Frost postulierte
Funktionsweise eines Léngensensors miisste also in die Knochenzellen integriert sein.

Mittels der ,, Mechanostat-Hypothese konnen zwar die makroskopischen Prozesse im ge-
sunden Knochen einigermaflen gezielt vorhergesagt werden, die mikroskopischen Vorgénge
sind jedoch mit dieser Theorie nicht beschreibbar. Allerdings wird anhand der oben ge-
nannten Griinde deutlich, wie wichtig das Verstdndnis der Vorgénge innerhalb des Kno-
chens und seines fortwéhrenden Umbauprozesses fiir die Medizin ist. Daher wurden die
zelluldren Prozesse zur Wahrnehmung mechanischer Reize im Rahmen dieser Arbeit mit
physikalischen Methoden untersucht, um so beispielsweise Krankheiten wie Osteoporose
verstehen zu kénnen.

2.2 Die Knochenzellen

Fiir das Verstandnis zelluldrer Prozesse ist es wichtig, den generellen Aufbau und die
Funktionsweise von Knochenzellen zu kennen. Diese besitzen, wie fiir Eukaryonten cha-
rakteristisch, einen Zellkern und ein so genanntes intrazelluldres Zytoskelett, in das die
Strukturen der Zellen, die so genannten Organellen, eingebettet sind. Der generelle Auf-
bau einer Eukaryontenzelle wird im Folgenden beschrieben.

2.2.1 Der generelle Aufbau einer Zelle

Die Zellmembran und der lonenaustausch Die Zellmembran ist als duflere, physikali-
sche Abgrenzung der Zelle gegeniiber ihrer Umgebung (Extrazelluldrraum) definiert und
besteht bei den Eukaryonten aus einer Lipiddoppelschicht. Auf Grund ihrer hydropho-
ben, nach auflen gerichteten Grenzschicht ist sie fiir grofie und hydrophile Molekiile wie
zum Beispiel Zucker nicht permeabel. Nur kleine, ungeladene Molekiile sind in der Lage,
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die Zellmembran mittels Diffusion zu passieren. Um in Folge dieser Eigenschaften den
Austausch geladener Ionen wie Calcium oder Kalium zu gewéhren, ist die Zellmembran
mit so genannten spezifischen und unspezifischen Ionenkanélen (Poren) versehen. Diese
andern auf Grund eines Stimulus ihre Konformation und ermoéglichen so die Diffusion
bestimmter Molekiile entlang eines Konzentrationsgradienten, der durch unterschiedliche
Ionenkonzentrationen im Intra- und Extrazellularraum der Zelle existiert. Im Gegenzug
konnen Ionen-Pumpen (Membrantransportproteine) unter dem Verbrauch von Energie, die
in Form von Adenosin-Triphosphat (ATP) bereitgestellt wird, die Ionen gegen das Kon-
zentrationsgefille (Antiport), das heifit gegen die elektromotorische Kraft (EMK), aus der
Zelle heraus befordern. Eines der wichtigsten Mineralien, das auf diese Art der Zelle zur
Verfiigung gestellt wird, ist Calcium. Die intrazelluldre Konzentration an Calciumionen be-
trigt circa 100nM (das entspricht einer Konzentration von 100*10~2 Mol pro Liter; 1 Mol
entspricht 6,022*¥10%3 Teilchen), die extrazelluldre liegt bei einem zehntausendfach hher-
en Wert. In der Folge kann Calcium durch gedffnete Calcium-spezifische Ionenkanile in
das eingeschlossene Volumen der Zelle, das Zytosol, einstromen und dort die intrazellulére
Calciumkonzentration erhohen (siche Kapitel 2.3).

Die Ionenkanéle der Zellmembran kénnten also eine wichtige Rolle in der Rezeption und
Umwandlung mechanischer Reize spielen. Eine genauere Beschreibung ihrer Funktionswei-
se im Rahmen der Wahrnehmung mechanischer Reize erfolgt in einem spéteren Abschnitt
(siche Kapitel 2.3.6).

Zellorganellen und Zytosol Die Zellmembran grenzt den Zellinnenraum (Intrazellular-
raum) ab. Dieser enthélt neben dem Zellkern, der die genetische Information in Form der
DNA trigt, die Zellorganellen. Hierzu zéhlen unter anderem die Mitochondrien und das
Endoplasmatische Retikulum (ER). Beide tibernehmen in der Zelle spezifische Funktio-
nen. So dienen die Mitochondrien als Kraftwerk, indem sie Energie in Form von ATP
(Adenosin-Triphosphat) bereitstellen. Das Endoplasmatische Retikulum seinerseits ist in
der Niahe des Zellkerns lokalisiert und bildet den wichtigsten Calciumspeicher der Zel-
le. Alle drei, der Zellkern, die Mitochondrien und das ER, sind von einer eigensténdigen
Membran umgeben und liegen im Zytosol (Zellplasma). Das Zytosol weist einen fluiden
Charakter auf. Es enthélt eine Vielzahl verschiedener Mineralstoffe, Proteine und anderer
Botenstoffe. Seine Zusammensetzung dndert sich auf Grund &duflerer biologischer Signale
standig. Die Zelle ist also fortwéhrend aktiv und passt die Konzentration der Proteine und
Ionen an den aktuellen Bedarf an.

Das Zytoskelett Das Zytoskelett ist - vergleichbar dem Skelett des Menschen - das tra-
gende Geriist der Zelle. Hierfiir ist es im Wesentlichen aus den drei Strukturproteinen
Aktin, Tubulin und Vimentin aufgebaut. Diese ordnen sich jeweils zu Filamenten (Mi-
krofilamenten) an und bilden in der Zelle ein Netzwerk aus. Da ihr Durchmesser und
ihre physikalischen Eigenschaften variieren, kommen diesen Filamenten unterschiedliche
Aufgaben zu.

Die Aktinfilamente durchspannen den gesamten Zellkérper und bilden direkt unter der
Zellmembran ein mantelartiges, so genanntes , kortikales* Netzwerk. Durch den An- oder
Abbau einzelner Aktin-Bausteine (Monomere) ist eine Anpassung des Zytoskeletts an die
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jeweiligen physiologischen Erfordernisse moglich. Aktinfilamente weisen einen Durchmes-
ser von wenigen Nanometern auf und sind in der Lage, durch so genannte ,Crosslinker®
Querverbindungen zu etablieren. Das entstehende Netzwerk aus Aktinfasern gleicht in
seinen physikalischen Eigenschaften einem Polymer. Daneben kann durch die Zusammen-
lagerung mehrerer parallel verlaufender Aktinfilamente die Bildung von Aktin-Biindeln
beobachtet werden. Tritt Aktin in Verbindung mit dem Motorprotein Myosin auf, konnen
unter dem Verbrauch von ATP Krifte auf die Aktinfilamente {ibertragen werden. Diese
Funktionsweise ist der Kontraktion von Muskelfasern dhnlich: das Myosin-Kopfchen lagert
sich an das Aktinfilament an und vollzieht - mit konstanter Schrittweite - eine definier-
te Bewegung in eine bestimmte Richtung. So kann eine Zugkraft auf das Aktinfilament
ausgeiibt und dieses unter eine Zugspannung gesetzt werden.

Das Strukturprotein Tubulin lagert sich wie Aktin in langen Ketten zu Mikrotubuli an.
Diese bilden ein komplexes, zelldurchspannendes Netzwerk aus und dienen in erster Linie
dem intrazelluldren Transport. Beispielsweise konnen iiber die Motorproteine verschiedene
Molekiile entlang der Mikrotubulifasern transportiert werden. In ihrer Struktur gleichen
letztere einer Rohre, die einen Durchmesser von circa 24nm aufweist. Dieser Bau verleiht
ihnen im Vergleich zu Aktinfasern eine relative Stabilitdt gegeniiber kompressiven Kréften.
Es ist anzunehmen, dass es in der Zelle Proteine gibt, die eine Verbindung zwischen den Tu-
bulinfasern und den Aktinfilamenten erlauben und damit die Ausbildung eines komplexen
Netzwerkes verschiedener Filamente mit charakteristischen physikalischen Eigenschaften
ermoglichen.

Die dritte Struktur stellen die so genannten Intermediérfilamente dar. Sie werden in den
meisten Zellen aus Vimentin generiert, weisen einen sehr geringen Durchmesser auf und
sind iiberwiegend in der Néahe des Zellkerns lokalisiert. Dort bilden sie ein engmaschiges
Netz aus, das aus zahlreichen Querverbindungen besteht und hochelastische Eigenschaften
hat. Dieses Netz dient der stabilen Einbettung des Zellkerns in die Zelle.

Die beschriebenen Filamente werden zusammengefasst als Zytoskelett bezeichnet, das
fiir die Strukturerhaltung der Zelle, fiir die intrazellulire Krafterzeugung sowie fiir intra-
zelluldre Transportvorgéinge verantwortlich ist. Des Weiteren determiniert das Zytoskelett
grofitenteils die mechanischen Eigenschaften der Zelle (siehe Kapitel 2.3.5).

Physikalische Zellkontakte Zellen sind mittels membrandurchspannender Proteine in
der Lage, eine Verbindung zu anderen Zellen oder einem Substrat einzugehen. Hierbei
wird zwischen einer festen Zell-Zell-(interzelluldren)-Verbindung (der so genannten Desmo-
some) und einer ,molekularen“ Verbindung unterschieden. Letztere kann iiber so genannte
Lgap-junctions“ realisiert werden. An diesen Stellen liegen die Membranen benachbarter
Zellen nur circa 2nm auseinander und spezifische Membranproteine stellen kanalformige
Verbindungen (Konnexone) her. Diese verbinden die Zellen durch den Interzellularraum
hindurch miteinander und dienen zur interzellularen Kommunikation, da kleine Molekiile
die ,gap-junctions® leicht passieren kénnen.

Um im Verband wachsen zu kénnen, miissen die Zellen eine Verbindung mit einem festen
Untergrund (Substrat) eingehen. Dieser Kontakt wird wie oben erwéhnt in der Regel iiber
Proteine realisiert, die die Zellmembran durchspannen. Hierzu gehoren die Integrine, die
auf der Zellinnenseite iiber Adapterproteine mit dem Zytoskelett verbunden sind [252].
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Ihre physikalische Bindung zur Auflenseite (Extrazellularmatrix = ECM) erfolgt durch
Proteindoménen (Bindungsstellen), die auf der Zelloberfliche im extrazelluliren Raum
vorliegen. Auch Knochenzellen kénnen wie oben beschrieben iiber solche Anhaftpunkte
(Adhésionspunkte) eine feste Bindung mit der Knochensubstanz eingehen. Diese Verbin-
dung ermoglicht, dass die durch eine mechanische Belastung hervorgerufene Deformation
des Knochens direkt an die Zellen weitergegeben wird und diese damit beeinflusst werden
konnen. Erst die Ausbildung solcher Adh#sionspunkte erméglicht den Zellen das Anhaf-
ten auf einer Oberfliche (Adhésion). Durch die hierbei entstehende physikalische Bindung
konnen Kréfte, die innerhalb des Zytoskeletts erzeugt wurden, auf das Substrat iibertragen
werden. Diese Kraftiibertragung ermoglicht es der Zelle, aus ihrer energetisch giinstigen
Kugelform in eine flache, adhérente Zelle iiberzugehen.

Sowohl das Zytoskelett als auch die Adhésionspunkte scheinen an der Umwandlung me-
chanischer Reize beteiligt zu sein. Die Relevanz dieser Zellstrukturen fiir die Mechanotrans-
duktion wurde im Rahmen dieser Arbeit mit physikalischen Methoden untersucht.

2.2.2 Die Knochenzellen

Bis heute sind vier verschiedene Arten von Knochenzellen bekannt: Osteoblasten, Osteo-
zyten, Osteoklasten und Bone-Lining-Cells.

Die Osteoblasten Die Osteoblasten stellen die priméren, undifferenzierten Zellen des
Knochens dar. Sie sind fiir den Aufbau des Knochenmaterials, insbesondere fiir die Syn-
these von speziellen Knochenstrukturproteinen verantwortlich und stehen iiber ,gap-
gunctions“ untereinander in Kontakt [52]. Die Osteoblasten differenzieren sich im Laufe
der Zeit zu den anderen Zellen des Knochens. Da sie fiir den Knochenaufbau verantwort-
lich sind und gerade bei Osteoporosepatienten der Knochenaubau gestort zu sein scheint,
wurden in dieser Arbeit vor allem Osteoblasten verwendet.

Die Osteozyten Osteozyten sind ausgewachsene Osteoblasten, die keine Proteine und
Knochenmatrix mehr synthetisieren. Sie bilden den grofiten Teil der Zellen des Knochens
[171] und stehen wie die Osteoblasten iiber ,gap-junctions“ untereinander in Kontakt.

Die Bone-Lining-Cells Die Bone-Lining-Cells gehen ebenfalls aus den Osteoblasten her-
vor. Diese Differenzierung ist allerdings nicht von Dauer, und die Zellen kénnen unter
bestimmten Umsténden wieder in Osteoblasten zuriickgefithrt werden [47]. Thre Haupt-
funktion stellt vermutlich die interzellulare Signaliibertragung im Knochen dar.

Die Osteoklasten Bei Osteoklasten handelt es sich um hochspezialisierte Riesen-Zellen,
die fiir den Abbau des Knochens verantwortlich sind. Sie sind relativ grofi und weisen
zwischen 10 und 100 Zellkerne auf. Diese grofle Anzahl an Kernen lédsst darauf schlie-
Ben, dass die Osteoklasten eine hohe Stoffwechselaktivitdt besitzen, die zum Abbau von
Knochenmaterial notwendig ist.

11
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2.3 Die Mechanotransduktion

Die Regulation der Knochensynthese erfolgt, wie im vorangegangenen Abschnitt beschrie-
ben, durch die Knochenzellen. Um diese Syntheseleistung erbringen zu kénnen, miissen
die Zellen in der Lage sein, mechanische Signale aufzunehmen und zu verarbeiten (,Me-
chanotransduktion*).

Dieses Kapitel dient dazu, die Sensitivitdt insbesondere der Knochenzellen gegeniiber
duferen mechanischen Reizen darzustellen und die intrazelluldren Signalwege zu erldautern.
Damit wird der biologische Hintergrund dieser Arbeit auf zelluldrer Ebene beschrieben
und die Notwendigkeit der Entwicklung und Anwendung des Kraftmikroskops zur mecha-
nischen Stimulation von Zellen aufgezeigt.

2.3.1 Intrazellulare Signaltransduktion

Zur Aufrechterhaltung der normalen Kérperfunktionen miissen von der Zelle fortwahrend
viele verschiedene Botenstoffe generiert werden. Zu diesen Botenstoffen gehéren beispiels-
weise Hormone. Sie kénnen an Zellen, die iiber den passenden Rezeptor (Bindemolekiil)
verfiigen, binden. Diese Bindung entspricht einem ,,Schliissel-Schloss-Prinzip“: durch das
Andocken an den transmembranen Rezeptor dndert dieser seine Konformation (Struktur),
so dass in der Folge beispielsweise die intrazelluldr lokalisierte Rezeptordoméne (Bindungs-
stelle) andere Botenstoffe beeinflussen kann. Es kommt zu einer intrazelluldren Signalkas-
kade (Signaltransduktion), an deren Ende eine zellulédre Antwort steht (sieche Abbildung 4).
Bei dieser Art der Signalweitergabe spielen zellinterne Stoffe und Strukturen eine wichtige
Rolle und vor allem Calciumionen sind daran beteiligt (siehe Kapitel 2.3.8 und [14]). Calci-
um agiert hier als so genannter , second-messenger®, indem es die Antwort der Zelle auf den
ankommenden Reiz beeinflusst. Uber solche Signalkaskaden werden beispielsweise ande-
re Hormone produziert, die ihrerseits in den Extrazellularraum sezerniert (ausgeschiittet)
werden und den Organismus beeinflussen kénnen.

Extracellular
Fluid Cytoplasm

Receptor 2 Transduction

1 Reception

O Activation of cellular

Signal molecule / responses

Plasma membrane 3 Response

Abbildung 4: Die Abbildung zeigt in schematisierter Weise eine mogliche intrazellulire Signal-
transduktion, die aus der Bindung eines Botenstoffes an seinen Rezeptor resultiert. Dargestellt
ist der Ablauf einer zelluldren Signaltransduktion. Sie setzt sich aus drei Schritten zusammen:
der Rezeption des Signalmolekiils (Reception), der Signalweiterleitung (Transduction) und der
zellulédren Reizantwort (Response).
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2.3.2 Die Mechanotransduktion

Handelt es sich bei dem Ausloser der intrazelluldren Signalkaskade nicht um einen klas-
sischen molekularen Botenstoff, sondern um einen mechanischen Reiz, so wird von der
Mechanotransduktion gesprochen. Der Ablauf einer Mechanotransduktion ist in Abbil-
dung 5 schematisch dargestellt und lésst sich physikalisch in drei Schritte unterteilen.
Zunéchst erfolgt die biomechanische Kopplung des mechanischen Reizes an die Zelle, also
die Rezeption des mechanischen Signals durch einen entsprechenden Rezeptor (Empfinger
oder Mechanosensor). Nach der Rezeption wird der Reiz, genauer gesagt das durch den
Reiz entstandene Signal, weitergeleitet (Signalweiterleitung oder Transduktion). Am Ende
der Weiterleitung erfolgt schlussendlich die effektive Zellantwort. Hierbei handelt es sich
beispielsweise um die Produktion bestimmter Proteine. Die biomechanische Kopplung be-
schreibt bei diesem Prozess den Mechanismus (oder die Mechanismen), der zur Auslésung
einer intrazelluliren Signalkaskade (Signalweiterleitung) fithrt. Ahnlich den molekularen
Botenstoffen, denen zum Teil mehrere Rezeptoren zur Verfiigung stehen, kénnten auch
hier unterschiedliche mechanische Reize von verschiedenen Mechanosensoren detektiert
und entsprechende Signalkaskaden ausgelost werden. Damit kann die am Ende stehende
effektive Antwort der Zelle je nach Art des mechanischen Reizes divergieren. Das be-
schriebene Phénomen wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des Kraftmikroskops
untersucht.

Extracellular
Fluid Cytoplasm

Receptor 2 Transduction

Cral Y o Y YN T
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responses

/ Activation of cellular

Plasma membrane 3 Response

Abbildung 5: Dargestellt ist der Ablauf einer zelluldren Mechanotransduktion. Sie setzt sich
aus drei Schritten zusammen: der biomechanischen Kopplung oder Reizrezeption (Reception),
der Signalweiterleitung (Transduction) und der zelluldren Reizantwort (Response).

2.3.3 Die Relevanz der Mechanotransduktion

Damit sich der Knochen den geforderten mechanischen Bedingungen anpassen kann,
miissen die Knochenzellen in der Lage sein, mechanische Signale zu detektieren und diese
in biologische Signale umzusetzen (Mechanotransduktion).

Die Mechanotransduktion ist jedoch kein Knochenzellen-spezifisches Phénomen. So
konnen beispielsweise auch Pflanzenzellen mechanische Reize detektieren [238] und ent-
sprechend der Schwerkraft wachsen (Gravitropismus) [223, 18]. Die Haarzellen des Inne-
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nohrs ermdoglichen die Detektion von Schallwellen durch Calcium-sensitive Ionenkanéle
[33]. Aber auch Skelett- und Herzmuskelzellen sind mechanosensitiv [198] und ihre
Mechanotransduktion ist eng an Calcium-abhéngige Signalkaskaden gekoppelt [219, 216].
Blutgefiafizellen (Endothelzellen) konnen ebenfalls die auf sie wirkenden Scherkrifte
(Blutstrom) in intrazelluldre Signalkaskaden umwandeln [147], die an der Krankheit Ar-
teriosklerose beteiligt sein konnten [237].

Mechanische Kréfte konnen jedoch nicht nur durch externe Reize, sondern auch zellintern
durch das Zytoskelett erzeugt und mittels Zell-Substrat- oder Zell-Zell-Kontakten auf die
Umgebung iibertragen werden. Hierbei sind einige Zellen in der Lage, ihren Untergrund
,abzutasten“ und dabei die Steifigkeit des Substrats zu bestimmen [174, 62]. Es ist zu
vermuten, dass dieses Phdnomen eng mit der eigentlichen Mechanotransduktion verkniipft
ist, so dass ein zelluldrer Mechanosensor nicht nur eine externe Deformation, sondern in
Riickkopplung auch eine Reaktion des zellunterliegenden Substrates auf die durch die Zelle
iibertragenen internen Krifte messen kann.

Wie oben beschrieben gibt es eine offensichtliche biologische und klinische Relevanz fiir
die Mechanotransduktion verschiedener Zelltypen [116]. Obwohl in den letzten Jahren die
Mechanotransduktion an verschiedenen Zellarten intensiv erforscht wurde, konnte bis heu-
te kein spezieller Mechanosensor identifiziert werden. Die Beschreibung der Transduktions-
mechanismen und das Verstéindnis der Arbeitsweise eines Mechanosensors kénnte jedoch
helfen, einen Ansatzpunkt zur Behandlung spezieller Krankheiten, die auf die mechanische
Belastung des entsprechenden Gewebes zuriickzufiihren sind, zu finden (siehe oben). Diese
Relevanz verdeutlicht die Notwendigkeit, die Mechanotransduktion von Knochenzellen zu
untersuchen.

2.3.4 Die Physik der Mechanotransduktion in Zellen

Um eine intrazelluldre Signalkaskade auslosen zu kénnen, muss zunéchst der mechanische
Reiz von der Zelle detektiert werden. Die Struktur, die fiir die Einleitung der Mecha-
notransduktion verantwortlich ist, heifit Mechanosensor (siehe oben). Die Untersuchung
seiner Funktionsweise und damit seiner mechanischen Eigenschaften ist mit biologischen
Methoden nur eingeschrinkt moglich. Deshalb kommen im Rahmen dieser Arbeit die Prin-
zipien der Rasterkraftmikroskopie zum Einsatz. Wie die folgenden Abschnitte deutlich
zeigen werden, sind fiir den Ablauf der Mechanotransduktion vor allem die mechanischen
Eigenschaften der Zelle von Bedeutung, da diese die mechanische Kopplung des Reizes an
den Mechanosensor determinieren. Daher wurden in dieser Arbeit auch die mechanischen
Eigenschaften der Zelle mit dem Kraftmikroskop untersucht.

Es gibt vielfiltige Moglichkeiten, Zellen zu belasten, um auf diesem Wege eine Mecha-
notransduktion hervorzurufen. Da die hierbei augelosten zelluldren Antworten mannigfal-
tig sind, wére es denkbar, dass mehrere Mechanosensoren (also unterschiedliche strukturel-
le Einheiten der Zelle) existieren, die auf die verschiedenen mechanischen Reize reagieren
und deren Transduktion in ein biologisches Signal initiieren. Die Mechanosensoren koénn-
ten dabei, um unterschiedliche Krafteinwirkungen aufnehmen zu kénnen, an verschiedenen
Orten der Zelle lokalisiert sein. Auflerdem besteht die Moglichkeit, dass nur ein Mecha-
nosensor existiert, der jedoch auf die Unterschiede in der mechanischen Belastung mit
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Variationen in der Zellantwort reagiert. Letzteres wiirde allerdings voraussetzen, dass un-
terschiedliche mechanische Reize die gesamte Zelle derart beeinflussen, dass ein rdumlich
gebundener Mechanosensor unabhéngig vom Stimulationsort aktiviert wird oder nur be-
stimmte Arten der Stimulation zu einer Mechanotransduktion fithren.

Die Reaktion des Mechanosensors auf duflere mechanische Reize ist also nicht nur von
seinen strukturellen Eigenschaften und damit von seiner Funktionsweise abhéngig, son-
dern auch von den internen mechanischen Eigenschaften der Zelle. Letztere bestimmen
die intrazelluldre Weiterleitung der extern applizierten Kréfte zu einem ortlich lokalisier-
ten Mechanosensor. Damit stellt sich die Frage nach der Kopplung externer mechanischer
Reize an die Zelle und ihre Zellstrukturen. Neben den molekularen Abldufen der Mecha-
notransduktion ist also ein tieferes Verstandnis der mechanischen Eigenschaften von Zellen
notwendig, um die mechanische Kopplung externer Reize und die Beeinflussung moéglicher
Mechanosensoren erkléren zu konnen.

2.3.5 Modellierung der Zellmechanik

In den vergangenen Jahren wurden mathematische Modelle erstellt, um das mechanische
Verhalten von Zellen unter externen Kréften zu beschreiben, die Kopplung des mechani-
schen Reizes zu verstehen und die Identifizierung der mechanosensorischen Zellstrukturen
zu vereinfachen. An dieser Stelle wird eine kurze Einfithrung in die unterschiedlichen Kon-
zepte und deren experimentelle Grundlagen gegeben, da sie zum Verstdndnis der Ergeb-
nisse dieser Arbeit notwendig sind.

Kontinuumsmodelle Kontinuumsmodelle sehen die Zelle als mehr oder weniger homoge-
nen Korper, dessen Mikrostrukturierung wie beispielsweise das Zytoskelett (Mikrofilamen-
te) im einzelnen keine Beachtung findet [128]. So kénnen zwar die globalen mechanischen
Eigenschaften der Zelle durch das Zytoskelett determiniert sein, jedoch wird in der mathe-
matischen Beschreibung die Mechanik der einzelnen Filamente nicht beriicksichtigt. Die
Verteilung der applizierten Kraft in der Zelle ist generell durch die Groflen ,stress“ (Be-
lastung) und ,strain® (Verformung oder Dehnung) gekennzeichnet. Diese Grolen werden
iiber eine Distanz gemittelt, die wesentlich grofler ist als die charakteristische Langenskala
der Mikrostrukturierung. Der Vorteil eines solchen Modells ist, dass damit etablierte Me-
thoden zur Berechnung der innerhalb der Zelle auftretenden Verformungen zur Verfiigung
stehen.

Mikrostrukturierte Modelle / Tensegrity-Modell Ein Modell, das zur Beschreibung
des mechanischen Verhaltens auch die Mikroelemente (das Zytoskelett) der Zellen bertick-
sichtigt, ist beispielsweise unter dem Namen , Tensegrity“ [36] bekannt. Beim Tensegrity-
Modell wird dem diskreten Verhalten der Mikrofilamente des Zytoskeletts und deren me-
chanischen Eigenschaften sowie der Kraftverteilung innerhalb der Zelle Rechnung getragen.
Tensegrity setzt sich aus den Wortern , tension (Spannung) und , Integrity* (Integritét)
zusammen und bezeichnet das mechanische Verhalten des Zytoskeletts. Wéahrend hierbei
die Aktinfilamente des Zytoskeletts ein dichtes, unter kontinuierlicher Spannung stehen-
des Netzwerk darstellen, bilden die Mikrotubuli durch ihre Kompressions-widerstehenden

15



2 Knochen, Zellen und Mechanotransduktion

Eigenschaften eine , diskrete® Stabilisierung des Aktin-Netzwerkes [114, 115].

Zellmodelle im experimentellen Kontext Das kortikale Zytoskelett wird in Schalenmo-
dellen, die zu den Kontinuumsmodellen gezdhlt werden, héufig als hochelastische Schale
der Zelle beschrieben, die wesentlich fiir die Kraftweiterleitung und die Deformationseigen-
schaften der Zelle verantwortlich ist. Dem inneren Zytoskelett hingegen kommt nur eine
untergeordnete Rolle zu und es wird eine schwache Kopplung zum kortikalen Netzwerk an-
genommen. Deshalb sagen solche Kontinuumsmodelle nur eine lokale Deformation unter
externen Kriften voraus [128]. Eine durch dulere Krifte hervorgerufene Verschiebung der
Zellmembran verschwindet in einigem Abstand vom Stimulationsort [108]. Die hierbei be-
obachteten inhomogenen Deformationen unter dufleren Kréften widersprechen allerdings
den Vorhersagen eines Kontinuummodells.

Im Gegensatz zu den Kontinuumsmodellen postulieren Tensegrity-Modelle eine starke
Kopplung zwischen dem kortikalen und dem internen Zytoskelett. Beide werden als multi-
modulares Netzwerk beschrieben, das ausschliefllich Tensegrity-Eigenschaften besitzt. Auf
Grund dieser besonderen Bauweise kommt dem Zytoskelett bei der Kraftweiterleitung un-
ter externen Kriften eine besondere Bedeutung zu: lokal applizierte Kréfte fiithren zu einer
kompletten Verformung des gesamten Filamentsystems ( ,action at a distance®). Hierzu
schlugen Davies et al. erstmals vor, die Mechanotransduktion nicht nur am Ort der Stimu-
lation zu betrachten, sondern auch die Auswirkung auf weiter entfernt liegende Bereiche
mit einzubeziehen [42]. Es zeigte sich, dass die Stimulationskrifte an den Zellkern, die
Zell-Adhésionen und die Zell-Zell-Kontakte durch die zellinterne Weiterleitung der appli-
zierten Deformation vermittelt werden. Auflerdem konnten einige Arbeitsgruppen zeigen,
dass es an den Adhésionspunkten zu einer Verstirkung der auf die Zelle iibertragenen
Kraft (,strain-amplification®) kommen kann [107, 97, 98, 240, 90]. Dieser Effekt ist mit
Kontinuumsmodellen nicht zu erkldaren, kénnte aber bei der Applikation von Dehnungsrei-
zen eine wichtige Rolle spielen. Dehnt man eine Zelle von 40pm Durchmesser um 4.0004e,
so entspricht das einer effektiven Léngendnderung von etwa 160nm. Wéare die Zelle ein
mechanisch homogener Korper, wiirde diese Dehnung keine signifikante Langendnderung
eines moglichen Mechanosensors verursachen. Stellt jedoch das Zytoskelett einen unter
hoher Spannung stehenden elastischen Teil der Zelle dar, so wiirde es unter einer dufle-
ren Dehnung maximal beeinflusst und es konnte zu einer verstéirkten Deformation an den
Verankerungspunkten kommen [223, 125].

Die beschriebene Komplexitéat und Divergenz der Kraftverteilung innerhalb der Zelle und
des Zytoskeletts erschwert die Analyse des mechanischen Verhaltens einer Zelle unter den
Einwirkungen aduflerer Kréfte. Kein Modell ist in der Lage, allen Beobachtungen gerecht
zu werden, zudem bislang keine aktiven Mechanismen wie die interne Krafterzeugung des
Zytoskeletts implementiert wurden. Des Weiteren erlauben die Modelle keine Vorhersa-
ge molekularer Prozesse der Zelle, wodurch die Identifizierung eines Mechanosensors eher
schwierig ist. Um die géingigen Modelle optimal anpassen zu kénnen, wére eine genaue Ana-
lyse der Grofle der auf die einzelnen Strukturen wirkenden Kréfte von Noten. Die Messung
molekularer Krifte im Piko-Newton-Bereich kénnte beispielsweise durch optische Pinzet-
ten (,optical tweezers“) erfolgen. Diese erméglichen unter anderem die Untersuchung der
Kraftgenerierung und der Schrittweite von Motor-Proteinen wie Kinesin [16].

Da die Zellmechanik wie beschrieben bei der Mechanotransduktion eine wesentliche Rolle
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spielt, wurden im Rahmen dieser Arbeit Experimente durchgefiihrt, in denen die Kraft-
verteilung in der Zelle unter mechanischer Belastung beobachtet wurde. Diese Messungen
wurden erst durch die Realisierung eines Kraftmikroskops ermoglicht, das die gleichzeitige
Stimulation und Beobachtung der Zelle erlaubt.

2.3.6 Die Mechanismen der Mechanorezeption

Bislang konnte die Frage nach dem Mechanosensor oder den Mechanosensoren hinsicht-
lich der Identifizierung, der ¢rtlichen Lokalisierung und der Funktionsweise noch nicht
beantwortet werden. Auch wenn die beschriebenen, sich widersprechenden Zellmodelle
nur wenig Aufschluss iiber die intrazellulare Kraftverteilung geben, wurden in den letzten
Jahren zahlreiche Mechanismen gefunden, die an der Mechanotransduktion beteiligt sind
und unter Umsténden einen Mechanosensor darstellen. Da die Physik des Mechanosensors
in dieser Arbeit untersucht wurde, werden die Mechanismen im Folgenden beschrieben.
Dabei kommen den membrangebundenen Ionenkanélen und dem Zytoskelett-Adhésions-
Komplex eine besondere Bedeutung zu.

Die Rolle der Zellmembran in der Mechanorezeption FEinen moglichen Kandidaten fiir
die Rezeption mechanischer Reize und deren Transduktion in intrazelluldre Signalkaskaden
stellt die Zellmembran dar. Dabei handelt es sich um eine aus Phospholipid-Bausteinen
aufgebaute Lipid-Doppelschicht. An der Zellmembran werden auf Grund ihrer amphipha-
tischen (hydrophilen und hydrophoben) Eigenschaften ohne dufiere Krafteinwirkung zwei
laterale, entgegengesetzte Kréfte generiert: eine nach auflen zeigende versucht, die Zell-
membran zu vergroflern und eine entgegenwirkende ist in das Zellinnere gerichtet. Die
nach auflen zeigende Kraft entsteht in Folge der strukturbedingten Entropie der hydro-
phoben Ketten der Lipidschichten; die nach innen wirkende durch den Verlust an freier
Energie, der durch die Exposition hydrophober Gruppen zu Wasser an der Membran-
Grenzschicht verursacht wird. Beide Kriéfte sind von den Eigenschaften der Lipid-Ketten
und der Membrankriimmung abhéngig [175]. In der unstimulierten Zelle stehen membran-
durchspannende Proteine mit beiden im Gleichgewicht.

Durch eine Deformation der Zellmembran kénnten die lateralen Kréfte in der Lipid-
Doppelschicht verédndert und in der Folge Transmembranproteine beeinflusst werden. Hier-
bei konnte die Krafteinwirkung entweder zu einer Konformationsénderung eines Membran-
proteins fiihren und es so aktivieren (simuliert in [88]) oder die in der Membran enthal-
tenen Lipide umstrukturieren [6]. Die in der Membran sitzenden Ionenkanéle sind aus
Untereinheiten aufgebaut. Diese durchspannen die Membran und bilden im Ruhezustand
einen geschlossenen Kanal (Pore). Durch eine Deformation der Zellmembran besteht die
Moglichkeit, diese Pore auf physikalischem Wege zu beeinflussen und so den Ionenkanal
in einen gedffneten Zustand zu iiberfithren. Man spricht von einem mechanosensitiven
Tonenkanal [160]. Dieser Vorgang kann als Mechanotransduktion verstanden werden [32]
und ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt. Es bleibt jedoch unklar, inwiefern hierbei
die direkte physikalische Stimulation die lonenkanal-Aktivitat reguliert oder beispielsweise
Inositol-Phospholipide (Signalmolekiile) eine Rolle spielen [31].

Bereits in den achtziger Jahren konnten mechanisch aktive Kaliumkanéle identifiziert
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A

Abbildung 6: Die Abbildung zeigt schematisch die mechanische Aktivierung eines Ionenka-
nals. (A) Die Zelle befindet sich im Ruhezustand, der Ionenkanal liegt in einer geschlossenen
Konformation (griin) vor. (B) Durch eine dufiere Deformation der Membran werden in dieser
laterale Kriéfte induziert (rot und durch Pfeile gekennzeichnet, letztere zeigen die Richtung der
lateralen Kraftkomponente), die den Ionenkanal in einen gedffneten Zustand iiberfiihren (aus

[121]).

werden [87, 129]. Eine andere Arbeitsgruppe fiihrte die Aktivitdt mechanosensitiver Kanéle
auf auflere Krafteinwirkungen zuriick, indem sie mit Hilfe einer Mikropipette die Mem-
branspannung kontrollierten und gleichzeitig den Durchfluss von Ionen mit Hilfe der so
genannten , Patch-Clamp- Technik“ mafien [89]. Auch in Haarzellen konnten mechanosensi-
tive lonenkanéle identifiziert werden, deren Aktivierung iiber die Bewegung der Stereocilia
(Haare, die mit den Haarzellen physikalisch gekoppelt sind) erfolgt [33] und die eine di-
rekte Verbindung zum Zytoskelett der Zelle aufweisen (im Uberblick in [89]). Neben den
Haarzellen besitzen auch die Endothelzellen der Geféafle Ionenkanéle, die auf &uflere mecha-
nische Kréfte reagieren [148]. In Osteoblasten wurden mechanosensitive Kationenkanéle
gefunden [55, 41, 250], deren Offnung moglicherweise iiber die Aktivierung der Phospholi-
pase C (PLC) reguliert wird [123, 105]. Es bleibt aber grundsitzlich die Frage offen, ob die
mechanische Aktivierung der Ionenkanalproteine fiir die Offnung der Poren verantwortlich
ist oder ob andere Proteine der Zellmembran die Aktivitdt der Ionenkanéle steuern. Somit
ist zu kléren, ob mechanosensitive lonenkanéle als Mechanosensor fungieren kénnen oder
ob deren Offnung nur als sekundérer Effekt auftritt. Des Weiteren bedarf es einer genauen
Analyse der auf die Ionenkanéle wirkenden externen Kréfte [143].

Die Protein-vermittelte Mechanorezeption Auf Grund ihrer funktionellen Eigenschaf-
ten sind dem Zytoskelett und den Adhésionspunkten wichtige Rollen bei der Mecha-
notransduktion zuzuschreiben. Wie in Abschnitt 2.2.1 dargestellt werden die Adhésionen
zwischen Zelle und extrazellularer Matrix in der Regel von membrandurchspannenden
Integrinen realisiert. Durch diese komplexe physikalische Verkniipfung der Proteine des
Zytoskeletts mit der Extrazellularmatrix ist die Zelle nicht nur in der Lage, interne Kréfte
auf ihr Substrat (Adhésionskrafte) oder benachbarte Zellen zu iibertragen, sondern um-
gekehrt auch externe Kréfte, zum Beispiel iiber ein dehnbares, flexibles Substrat, iiber
Adhésionspunkte aufzunehmen und an das Zytoskelett weiterzugeben.

In Folge dieser Kraftiibertragung zwischen dem Zytoskelett und der extrazellularen Ma-
trix sind die beteiligten Proteine erhohten Kréften ausgesetzt. Hierdurch kénnen sie als
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Mechanosensor fungieren, da eine aus der Kraft resultierende Anderung der Molekiilstruk-
tur zu einer Freilegung zusétzlicher Bindungsstellen fithren und eine Signalkaskade ein-
leiten kann. Dabei kann die Mechanotransduktion in vier unterschiedlichen funktiona-
len Bereichen der Adhésion-Zytoskelett-Struktur stattfinden. Der komplexe Aufbau der
Adhésionspunkte kann vereinfacht als Reihenschaltung verschiedener Proteine angesehen
werden, die mit dem Zytoskelett koppeln. Diese Reihenschaltung und ihre Beeinflussung
durch eine externe Kraft ist in Abbildung 7 schematisch gezeigt. Die Kraft- und Defor-

A

Abbildung 7: In der Abbildung sind die Auswirkungen &uferer Kréfte auf die Adhésionspunk-
te und das Zytoskelett einer Zelle schematisch dargestellt. (A) Die Adhésionspunkte und das
Zytoskelett befinden sich auf Grund fehlender Krafteinwirkung in ihrer urspriinglichen Konfor-
mation. Das Zytoskelett ist iiber Briickenproteine wie Talin und Vinculin mit der intrazelluldren
Doméne des Transmembranproteins Integrin verbunden. Integrin seinerseits bindet mit seiner
Extrazellulirdoméne an die Extrazellularmatrix (zum Beispiel Fibronektin). (B) Die Zelle wird
durch eine duflere Kraft deformiert, so dass unterschiedliche Konfigurationsiénderungen bei den
Proteinen auftreten kénnen und eine Mechanotransduktion ausgelost werden kann. Hierbei ist
denkbar, dass i) die Dehnung eines extrazelluldren Matrixproteins erfolgt, so dass ein weiterer
transmembraner Rezeptor beeinflusst wird; ii) die Aktivierung des transmembranen Integrins,
das mit dem Zytoskelett verbunden ist, erfolgt; iii) die Dehnung der Briickenproteine, die das
Membranprotein mit dem Zytoskelett verbindet, resultiert, oder iv) die Kraft direkt das Zytoske-
lett deformiert und die Deformation zum Zellkern weitergeleitet wird (aus [121]).

mationsiibertragung der Zelle erfolgt hierbei vermittelt iiber das in der extrazelluldren
Matrix verankerte Protein Fibronektin auf das Transmembranprotein Integrin, weiter zu

19



2 Knochen, Zellen und Mechanotransduktion

intrazelluldren Briickenproteinen wie Vinculin oder Talin und von dort auf die Filamente
des Zytoskeletts, so dass eine Deformation des Zellkerns resultieren kann.

Das extrazelluldre Bindungsprotein Fibronektin kann hierbei als Mechanosensor fungie-
ren, da schon die Applikation einer dufleren Kraft von wenigen Piko-Newton ausreicht,
um neue Bindungsstellen freizulegen [166, 72]. Eine Kraft von 5pN bewirkt hierbei eine
Langenanderung des Molekiils um das Fiinffache seiner Ursprungsldnge [73, 233].

Werden die dufleren Krifte auf die membrandurchspannenden Integrine weitergeleitet,
wie in Abbildung 7 gezeigt, konnen diese eine Konformationsédnderung vollziehen und eine
intrazelluldre Signalkaskade in Gang setzen, an der beispielsweise Calcium beteiligt ist
[177]. Die Integrine wurden schon vor vielen Jahren als funktionelle Transduktionsproteine
(Mechanosensoren) in Betracht gezogen [113, 112]. So konnte durch direktes Ziehen an
der Zellmembran mit Mikropipetten [189] oder Laserfallen [71] eine Signaltransduktion
ausgelost werden [83].

Des Weiteren konnen iiber eine duflere Krafteinwirkung die mit den Integrinen intra-
zelluldr assozierten Molekiile entfaltet werden (siche Abbildung 7) und eine Konformati-
onsénderung erfahren [25]. Diese Beobachtung lésst den Schluss zu, dass moglicherweise
fast alle Adhésionsproteine die Rolle eines Mechanosensors tibernechmen konnten [254].
Neben den Briickenproteinen a-Aktinin [202, 145] und Vinculin [211, 82], deren krypti-
sche (verborgene) Bindungsstellen durch die Einwirkung duerer Kréfte aktiviert werden
konnen, scheint auch Talin ein wichtiger Vermittler bei der mechanisch initiierten Signal-
kaskade zu sein [78]. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass weitere intrazelluldre Bin-
dungsproteine wie Src, mDia, ROCK und WASP als molekulare Schalter dienen kénnen,
indem ihre Bindungsstellen unter externen Kriften freigelegt werden [77]. So kommt es
beispielsweise in Folge von Dehnungsreizen zu einer verstirkten Anlagerung von FAK
(,Focal Adhesion Kinase“) und Paxillin an den Adhésionspunkten, wobei FAK bereits als
Vermittler der Mechanotransduktion beschrieben wurde [234].

Durch die physikalische Kopplung des Zytoskeletts an die Adhésionspunkte kénnen ap-
plizierte Krafte auf dieses iibertragen und zu entfernten Orten in der Zelle weitergelei-
tet werden (siehe Abbildung 7). Dabei kann die Signalinitiierung durch das deformierte
Zytoskelett selbst erfolgen. So binden bestimmte Proteine besser an ein gedehntes Zy-
toskelett, wihrend andere teilweise ihre Bindungsaffinitit verlieren [204]. Weiterhin wurde
beobachtet, dass zelluldre Organellen unter externen Kréiften translokiert werden, so dass
vermutet wird, dass ein erstes biologisches Signal auch raumlich entfernt vom Ort der Sti-
mulation auftreten kann [43, 96, 107]. Auf diesem Wege wird beispielsweise der Zellkern
durch transmittierte Kréafte deformiert, wodurch die Genexpression verdndert werden kann
[149].

Der vorangegangene Abschnitt zeigt, wie essentiell die Untersuchung der Mechanotrans-
duktion im Hinblick auf die Adhé#sionsseite und das Zytoskelett ist. Um jedoch solche zell-
biologischen Fragestellungen im mikroskopischen Bereich untersuchen zu koénnen, ist die
Anwendung physikalischer Methoden notwendig, da herkémmliche biologische Methoden
hierzu nicht geeignet sind. In dieser Arbeit kommen die Prinzipien der Rasterkraftmikro-
skopie (siehe Kapitel 4) und der Zugkraftmikroskopie (siehe Kapitel 5) zur Anwendung, um
die Kraftverteilung auf das Zytoskelett und die Adhé&sionspunkte unter externen Kréaften
gezielt untersuchen zu konnen. Neben der Evaluierung zellmechanischer Modelle kann mit
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diesen Methoden analysiert werden, wie duflere Reize in der Zelle weitergeleitet werden
und ob eine Deformation der Adhésionsseite fiir die Initiierung der Mechanotransdukti-
on notwendig ist. Auflerdem kénnen auf diesem Weg die Auswirkungen unterschiedlicher
mechanischer Reize auf die Zelle untersucht werden.

2.3.7 Physiologische Reize auf Knochenzellen

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Physik der Mechanotransduktion bezie-
hungsweise des Mechanosensors von Knochenzellen. Daher ist es sinnvoll zu iiberlegen,
welche Kraftarten auf die Zellen im Knochen wirken, um diese im Experiment simulieren
zu koénnen.

Die mechanische Stimulation fiihrt zu einer Kriimmung des Knochens, in deren Folge
auf der einen Seite eine Kompression und auf der anderen Seite eine Zugspannung auf-
tritt. Der hierbei entstehende Druckgradient treibt interstitielle Fliissigkeit von der Seite
der Kompression zur Seite der Zugspannung durch die Knochenkanilchen (Canaliculi).
Dabei werden die eingelagerten Knochenzellen iiberstromt und mit Néhrstoffen versorgt
(siehe Abbildung 8). Durch den Fliissigkeitsstrom werden die in den Kanélen liegenden
Knochenzellen Scherkriften ausgesetzt [239], die nach dem Modell von Weinbaum (siehe
Abbildung 8) bei den Zellen eine Scherspannung zwischen 0,8N/m? und 3N/m? hervorru-
fen. Diese Werte konnten jedoch bisher im Experiment am Knochen nicht bestétigt wer-
den, da keine Messverfahren zur in-vivo-Bestimmung der Strémungsgeschwindigkeit zur
Verfiigung stehen. Allerdings war es in Zellkultur moglich, eine Reaktion von Zellen auf
Fliissigkeitsstrome, die Scherspannungen zwischen 0,8N/m? und 3N/m? hervorriefen, zu
zeigen. Beispielsweise reagieren Osteoblasten auf solche Scherfliisse mit einer verédnderten
Calciumdynamik [221, 118].

Auch wenn der beschriebene interstitielle Fliissigkeitsfluss von vielen Wissenschaftlern
als die wichtigste mechanische Kopplung zwischen der Belastung des Knochens und der
Deformation der Knochenzellen angesehen wird [169], kann dieses Modell unter Beriicksich-
tigung der trajektoriellen Bauweise des Knochens (siehe Kapitel 2.1) nicht herangezogen
werden. So tragt der durch die Deformation entstehende Fliissigkeitsfluss beispielsweise
keine Information iiber die Belastungsrichtung des Knochens und die Flussrichtung, die
lediglich durch die Architektur der Knochenkanéilchen bestimmt wird.

Nicht nur Scherkrifte wirken auf die Knochenzellen, sondern auch eine aus der Verbie-
gung des Knochens resultierende direkte Kraft. Die Kriimmung des Knochens wird iiber
zelluldre Adhésionspunkte iibertragen, die eine Verbindung zur Knochenmatrix herstel-
len. Damit wirkt die Knochendeformation direkt auf die Integrine und in der Folge auf das
Zytoskelett [26], so dass die oben diskutierten moglichen Mechanismen zur Mechanotrans-
duktion aktiviert werden konnten. Des Weiteren fithrt die Verbiegung des Knochens und
die damit verursachte Langendnderung bestimmter Knochenfragmente zu einer Dehnung
der Zelle. Solche Dehnungsreize sind in der Lage, in Osteoblasten eine Mechanotransduk-
tion unter Beteiligung von Calcium auszulosen. Auf die in unserer Arbeitsgruppe durch-
gefithrten Dehnungs- und Scherflussexperimente und deren Ergebnisse wird in einem der
folgenden Kapitel (siehe 2.3.8) eingegangen.

Zwar kann die Stimulation mit einem Kraftmikroskop nicht die physiologischen Verhélt-
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Abbildung 8: Dargestellt sind die Vorgéinge, die im Knochenkortex nach einer mechanischen
Belastung resultieren. (A) Die mechanische Stimulation fithrt zu einer Kriimmung des Knochens,
in deren Folge ein Druckgradient entsteht. Dieser treibt interstitielle Fliissigkeit ( ,fluid-flow®)
durch die Canaliculi, die die eingelagerten Knochenzellen iiberstrémt und mit Néahrstoffen ver-
sorgt. (B) Ein mdéglicher Signalweg besteht darin, dass das Signal nach einer mechanischen Sti-
mulation von Osteozyten via ,gap-junctions“ zu den Bone-lining-cells iibertragen wird. Diese
senden Botenstoffe an Nachbarzellen aus und stimulieren so freie Vorlduferzellen (Osteoproge-
nitorzellen). Die Vorlduferzellen lagern sich an die Knochenhaut an und differenzieren sich zu
Osteoblasten (aus: [56]).

nisse im Knochen exakt abbilden, die Quantifizierung der angewandten Kréfte und der
resultierenden Zelldeformation wird jedoch moglich. Diese physikalischen Groflen konnen
nicht unter Scherfliissen oder Dehnungsreizen gewonnen werden, sind aber notwendig, um
die Mechanik des Mechanosensors hinsichtlich dulerer Kréfte zu untersuchen und die me-
chanischen Eigenschaften der Zelle unter &uflerer Deformation ergriinden zu kénnen.

2.3.8 Molekulare Prozesse der Mechanotransduktion und Calcium

Auch wenn in dieser Arbeit die physikalischen Aspekte der Mechanotransduktion im Vor-
dergrund stehen, so ist doch die Betrachtung der biologischen Aktivitdt nach erfolgrei-
cher Mechanorezeption unerldsslich. Die durch die Aktivierung eines Mechanosensors aus-
gelosten Signalkaskaden sind sehr komplex und interagieren vermutlich untereinander.
Dabei spielt im Rahmen dieser Arbeit vor allem die intrazelluldre Calciumkonzentration
eine wichtige Rolle, die als Hinweis auf eine erfolgreich eingeleitete Mechanotransduktion
herangezogen wird.

Die Untersuchung der Reaktion auf duflere mechanische Reize findet in der Regel in
Zellkultur statt (siehe Kapitel 3). Um bei den durchgefiihrten Experimenten den physio-
logischen Gegebenheiten der mechanischen Stimulation von Zellen im Organismus gerecht
zu werden, wurden bislang Apparaturen verwendet, die die kultivierten Zellen einem be-
stimmten Scherfluss (Scherflusskammer) oder einem definierten Dehnungsreiz (Dehnungs-
maschine) aussetzen kénnen (Beschreibung der Apparaturen in den Kapiteln 3.7 und
3.8).
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Calcium als Botenstoff Calcium tritt in vielen intrazelluldren Signalkaskaden als so ge-
nannter ,second-messenger auf. Dabei steuert Calcium neben grundlegenden Funktionen
wie der Zellteilung, der Migration und dem Zelltod auch die Befruchtung, die Muskelkon-
traktion und die neuronale Signalweiterleitung [12, 27, 48, 14, 217]. AuBler Calcium ist an
diesen Signalkaskaden h#ufig auch der Botenstoff Inositoltriphosphat (IP3) beteiligt. 1P3
steuert die Calciumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum [220]. Dabei kann
die intrazellulare Calciumkonzentration kurzzeitig von etwa 100nM auf iiber 1M ansteigen
[27]. Das Gleichgewicht wird anschliefend durch Ionenpumpen wieder hergestellt. Neben
der Vermittlung vieler physiologischer Funktionen ist Calcium auch am programmierten
Zelltod (Apoptose) beteiligt [14].

Die Bedeutung der Calciumdynamik fiir intrazellulare Signalkaskaden Um diese
grofle Bandbreite an Signalkaskaden und dementsprechend vielen Zellantworten mit nur
einem Botenstoff - den Calciumionen - erreichen zu kénnen, muss die Zelle Calciumsignale
beziiglich ihrer Frequenz, Amplitude und Dauer exakt kodieren und dekodieren kénnen.
Die Frequenzmodulation des Calciumsignals wird beispielsweise mit der ,Calmodulin-
abhéngigen Proteinkinase II“ dekodiert [181]. Neben der Frequenz hat vor allem die Am-
plitude einen Einfluss auf die physiologische Aktivitdt der Zelle und steuert zum Beispiel
die Proteinsynthese [124, 13]. Auch die rdumlich begrenzte Ausbreitung von Calciumsigna-
len spielt bei der Kodierung eine wichtige Rolle [11]. Calciumoszillationen sind in Zellen
héufig zu beobachten [155] und auch fir die interzellulire Kommunikation relevant [17].
Die Signalvermittlung findet hierbei vermutlich durch IP3 iiber ,gap-junctions statt. Die
bei dieser Weiterleitung entstehenden Calciumwellen scheinen nicht nur eine wichtige Rolle
bei der Calcium-initiierten Signaltransduktion einzunehmen [193], sondern kénnen auch
ihrerseits Calciumoszillationen generieren [165].

Calciumsignale in der Mechanotransduktion Auch bei der Mechanotransduktion er-
folgt die Signalweiterleitung iiber Calcium. So werden zum Beispiel in Endothelzellen Cal-
ciumoszillationen durch mechanische Reize hervorgerufen [106]. Fiir die Generierung der
intrazelluldren Calciumsignale spielen dabei sowohl die zellinternen Calciumspeicher als
auch die extrazellulidre Calciumkonzentration eine Rolle ([110] und siehe Kapitel 2.2.1).

Das intrazelluldre Calcium ist beispielsweise fiir die mechanische Aktivitdt von Mus-
kelzellen [217] und fiir die Regulation der Genexpression von Zellen unter dem Einfluss
von Scherkriften verantwortlich [249]. Die Arbeitsgruppe um Reich zeigte, dass definier-
te Scherfliisse Calciumantworten in Osteoblasten auslosen [188]. Dabei werden durch den
Scherfluss nicht nur mechanosensitive und spannungsabhéngige lonenkanile aktiviert [195],
sondern auch Calciumoszillationen hervorgerufen [50]. Dehnungsreize, die durch die Ver-
wendung von Mikropipetten [248] und magnetischen Mikrokugeln [84, 83] auf die Knochen-
zellen und Keratozyten [139] ausgeiibt werden, sind ebenfalls in der Lage, Calciumsignale
zu erzeugen, die wiederum andere Signalwege regulieren [40]. In Endothelzellen hingegen
16sen zyklische Dehnungsreize intrazelluldre Calciumantworten aus, bei denen sowohl in-
trazellular freigesetzte als auch von aulen einstromende Calciumionen zur Erhéhung der
zelluldren Konzentration beitragen [191].

Unléngst in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte Experimente zeigen, dass auch primére
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2 Knochen, Zellen und Mechanotransduktion

Osteoblasten auf mechanische Reize mit der Aktivierung eines speziellen Signalweges rea-
gieren. Dieser lauft unter der Beteiligung von intrazellulér freigesetzten Calciumionen ab
[123]. Fiir diese Versuche wurden die priméren Osteoblasten sowohl definierten Scherfliissen
(siche Kapitel 3.8) als auch definierten Dehnungsreizen (siehe Kapitel 3.7) ausgesetzt. Die
resultierende Signaltransduktion konnte inzwischen weiter aufgeklart werden [221]. Die
Abbildung 9 zeigt den Teil der Signalkaskade, der an der Generierung der Calciumsigna-
le beteiligt ist. Damit der dargestellte Mechanotransduktionsweg initiiert werden kann,

externes Signal

Protein .
(aktiv) ——p Zelluldre

IP, o Antwort

Protein
(inaktiv)

Abbildung 9: Gezeigt ist die schematische Darstellung des Mechanotransduktionsweges, der
nach mechanischer Stimulation eines Osteoblasten durch applizierte Dehnungsreize beziehungs-
weise Scherfliisse resultiert. Die Beteiligung von Calciumionen wird in der Abbildung deutlich.
Die Stimulation fiihrt zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC), die ihrerseits membranstéindi-
ge Fettsduren zu Inositoltriphosphat (IPs) und Diazylglyzerin (DG) spaltet. IPs bindet an re-
zeptorgesteuerte Ionenkaniéle des Endoplasmatischen Retikulums (intrazellulérer Speicher) und
fithrt zur Freisetzung von Calciumionen. Calcium aktiviert wiederum Proteine, die die zelluldre
Antwort auf den Reiz bilden. Das ausgeloste Signal kann, vermittelt iiber ,gap-junctions®, an
benachbarte Zellen weitergeleitet werden.

miissen die Zellen Dehnungsreizen von 4000ue bis 6000ue (1.000ue entspricht einer relati-
ven Léngenéinderung von 0,1%) oder Scherfliissen zwischen 0,3N/m? und 3N /m? ausgesetzt
werden. Die Dehnungsreize wurden mit einer Frequenz von 1Hz bis 10Hz appliziert.

In Folge der mechanischen Stimulation wird ein in der Zellmembran lokalisiertes Pro-
tein, die Phospholipase C (PLC) aktiviert. Die PLC ihrerseits kann die Reaktion mem-
branstidndiger Fettsduren zu Inositoltriphosphat (IP3) und Diazylglyzerin katalysieren.
Anschliefend diffundiert IP3 durch den Zellinnenraum und geht eine Verbindung mit den
Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums (ER) ein. Die Rezeptoren fithren zur Off-
nung der im ER liegenden membranstdndigen Ionenkanéle und fiithren so zur Freisetzung
von Calciumionen in das Zytoplasma. Die Calciumerhthung tritt etwa zwischen 90 und
150 Sekunden nach der Applikation des mechanischen Reizes, also deutlich zeitverzogert
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zur initialen Mechanorezeption auf [221]. Diese Tatsache ist auf den Ablauf der Signal-
kaskade zuriickzufithren, da unter anderem IPj; zunéchst zum Endoplasmatischen Reti-
kulum diffundieren muss. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass - vermutlich iiber
Lgap-junctions® - eine interzelluldre Signalweiterleitung zu benachbarten Zellen stattfin-
det. Die durch die mechanische Stimulation von Zellen freigesetzten Calciumionen kénnen
ihrerseits beispielsweise zur Regulation des Zytoskeletts und der Genexpression dienen

[24].

Auf Grund der Beteiligung von Calciumionen an der Mechanotransduktion wurde die
intrazelluldre Calciumkonzentration in der vorliegenden Arbeit beobachtet. Sie diente da-
zu, unter der mechanischen Stimulation mit dem Kraftmikroskop eine erfolgreich initiierte
Mechanotransduktion zu identifizieren. Des Weiteren kann durch die Beobachtung der in-
trazellularen Calciumkonzentration analysiert werden, ob die Art des mechanischen Reizes
einen Einfluss auf die Calciumdynamik hat und in der Folge zu differenzierten Zellantwor-
ten fiithrt. Ein solches Ergebnis konnte dann wiederum auf die Aktivitéit verschiedener
Mechanosensoren schliefen lassen.

2.4 Motivation dieser Arbeit

Nachdem in den letzten Abschnitten eine ausfiihrliche Einfithrung zum biologischen Hin-
tergrund dieser Arbeit gegeben wurde, soll nun die Notwendigkeit von zellbiologischen
Experimenten unter Anwendung physikalischer Prinzipien dargelegt werden.

Grenzen etablierter Methoden Trotz zahlreicher Arbeiten zu diesem Thema ist die
Identifizierung eines Mechanosenors bislang nicht gelungen. Auch seine genaue Funktions-
weise bleibt unklar. Zwar bieten Scherfliisse und Dehnungsreize die Moglichkeit, Zellen
mechanisch zu stimulieren, allerdings kann die applizierte Kraft und die daraus resultie-
rende Deformation nicht quantitativ bestimmt werden. Mathematische Modelle die zur
Berechnung der Wandscherkraft auf Zellen in einem Fliissigkeitsstrom dienen helfen hier
nur bedingt (siche Kapitel 3.8), da beispielsweise die tatsédchliche Form der Osteoblasten
und deren viskoelastische Eigenschaften nicht beriicksichtigt werden. Des Weiteren kénnen
Stimulationsparameter wie die Frequenz, die Amplitude und die Dauer der Stimulation
mit herkommlichen Belastungssystemen nicht adidquat variiert werden (siehe Kapitel 3.8
und 3.7).

Quantifizierung der Belastung Insbesondere die Quantifizierung der einwirkenden
Kréfte und der resultierenden Deformationen ist notwendig, um einen Einblick in die
Funktionsweise und die Lokalisierung eines Mechanosensors zu erhalten. Denkbar wire
zum Beispiel, das der Mechanosensor in Folge der dufleren Kraft entfaltet wird und seine
verborgenen Bindungsstellen freilegt (siche Kapitel 2.3.6). Die hierbei auftretende rever-
sible Entfaltung von Molekiilen wiirde zu viskoelastischen Effekten und damit zur Ener-
giedissipation in der Zelle fithren. Dabei bliebe der Mechanosensor zunéchst deformiert,
bis es beispielsweise unter Energieverbrauch (ATP) zur aktiven Relaxation des Molekiils
kommt.
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Ein physikalisches System zur Analyse der Mechanotransduktion Die bislang verwen-
deten molekular- und zellbiologischen Methoden sind nicht in der Lage die bestehenden
Fragestellungen zu beantworten. Hochsensible Messsysteme miissen eingesetzt werden, da-
mit die Mechanik der Mechanotransduktion im zelluldren Bereich untersucht werden kann.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das physikalische Prinzip der Rasterkraftmikroskopie fiir
biologische Fragestellungen adaptiert und eingesetzt. Das neu entwickelte Kraftmikroskop
bietet die Moglichkeit, einzelne Zellen gezielt zu stimulieren und dabei die applizierte
Kraft eindeutig zu quantifizieren sowie die elastischen und viskoelastischen Eigenschaf-
ten der Zelle zu messen (zum Beispiel die Energiedissipation durch die Deformation der
Zelle). Des Weiteren konnen neben der exakten Wahl der Amplitude der Kraft auch die
Frequenz der Stimulation und die Zyklenzahl nahezu beliebig variiert werden. Das Kraft-
mikroskop erlaubt die Applikation von Kraften zwischen einigen Piko-Newton und einigen
Mikro-Newton.

Die Mechanik des Mechanosensors Bei der Stimulation von Knochenfragmenten wur-
de gezeigt, dass nur die zyklische Stimulation eine erhohte Knochensynthese auslost [136],
statische Belastungen hingegen nicht. Dabei spielen sowohl die Frequenz als auch die Am-
plitude eine wichtige Rolle, da der Knochen in erster Linie hdufig auftretenden kleinen
Deformationen ausgesetzt ist [194, 65]. So konnten Qin et al. an Hithnerknochen ermit-
teln, dass eine minimale effektive Belastung von 70ue mit 100.000 Belastungszyklen bei
30Hz notwendig ist, um das Wachstum von Knochen anzuregen [182]. Es stellt sich daher
die Frage, ob eine solche makroskopische Beobachtung auch auf mikroskopischer, also zel-
luldrer Ebene wiederzufinden ist. Der Mechanosensor kénnte einem akkumulativen Prozess
unterworfen sein, indem er durch schnell (Frequenz) wiederkehrende kleine Deformationen
(Amplitude) immer weiter ,,gespannt“ wird, bis eine Signalkaskade ausgelost wird.

In dieser Arbeit wurden die biologischen und physikalischen Abldufe im Knochen auf
zelluldrer Ebene untersucht, um die gewonnen Erkenntnisse im makroskopischen System
anwenden zu kénnen. Die Analyse der Mechanik des Mechanosensors erfolgte mit Hilfe des
Kraftmikroskops durch die Variation der Stimulationsparameter. Dabei spielt der Boten-
stoff Calcium eine wichtige Rolle. Durch die Beobachtung des intrazelluldren Calciumspie-
gels mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Methoden kann kontrolliert werden, ob durch die
mechanische Stimulation mit dem Kraftmikroskop eine Mechanotransduktion bei den Zel-
len initiiert wird. Des Weiteren kann die Abhéngigkeit des Calciumsignals gegeniiber den
Stimulationsparametern (Frequenz, Amplitude und Zyklenzahl) und im Vergleich zu Deh-
nungsreizen und Scherfliissen untersucht werden. Die Ergebnisse der Calciummessungen
sind in den Kapiteln 6.2, 6.3 und 6.4 zu finden.

Die Mechanik der Zelle Bei der Analyse der Mechanotransduktion nimmt die Zellme-
chanik eine wichtige Rolle ein. Da das Wissen um die Kréfteverteilung in der Zelle unter
einer externen Belastung notwendig ist, um die Weiterleitung der Deformation zu einem
moglichen Ort des Mechanosensors zu kliaren, wurde in dieser Arbeit das zellmechanische
Verhalten mit Hilfe des Kraftmikroskops untersucht. Hierzu werden die auf die Adhésions-
seite der Zelle iibertragenen Krifte analysiert. Die Analyse erfolgt mit der so genannten
sZugkraft-Mikroskopie“ (siehe Kapitel 5), die die Quantifizierung der auf das Zellsubstrat
tibertragenen Kréfte erlaubt (siehe Kapitel 6.6). Mit Hilfe dieser Messungen kénnen die
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Vorhersagen der géngigen Zellmodelle evaluiert werden (siehe Kapitel 7).

Die Beobachtung der internen Kraftweiterleitung ermoglicht zudem die Analyse der Aus-
wirkungen verschiedener Stimulationsarten auf den moglicherweise auf der Adhésionsseite
lokalisierten Mechanosensor. Wihrend die Darstellung der Auswirkung von Dehnungsrei-
zen auf die Adhésionsseite der Zellen aus theoretischen Uberlegungen heraus erfolgt, wer-
den Krafttransmissionsmessungen an Osteoblasten durchgefiihrt, die unter dem Einfluss
von Scherkriiften stehen (siehe Kapitel 6.7). Auf diesem Wege wird ein direkter Vergleich
der unterschiedlichen Stimulationsarten auf die interne Kraftweiterleitung moglich und
auftretende Variationen der Zellantwort kénnen hinsichtlich der Zellmechanik analysiert
werden.

Aktive Antworten der Zelle in Korrelation mit Calcium und Vinculin Da Calciumsi-
gnale teilweise den Umbau des Zytoskeletts regulieren und an der Generierung von Sub-
stratkraften beteiligt sind, ist es denkbar, dass durch die Mechanotransduktion die auf
das Substrat {ibertragenen Krifte aktiv beeinflusst werden. Um dies zu untersuchen, wur-
den Osteoblasten mittels des Kraftmikroskops und der Dehnungsmaschine mechanisch sti-
muliert und gleichzeitig die wirkenden Adhésionskriifte beobachtet (siehe Kapitel 6.5.1).
Hiermit kénnen moglicherweise weitere Unterschiede bei der Mechanotransduktion unter
verschiedenen Stimulationen analysiert werden. Die zusétzlich durchgefiihrten fluoreszenz-
mikroskopischen Beobachtungen des Adhésionsproteins Vinculin konnen auflerdem helfen,
die Rolle der Adhésionspunkte in der Mechanotransduktion besser zu verstehen (siehe Ka-
pitel 6.8).

Die Analyse verschiedener Aspekte der Mechanotransduktion wie die Calciumkonzentra-
tion, die aktive Kraftgenerierung, das Verhalten der Adhésionspunkte und deren zeitlich
Kopplung kann dazu dienen, einen besseren Einblick in den Ablauf der Mechanotransduk-
tion zu erhalten.
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3 Fluoreszenzmikroskopie und zellbiologische Methoden

3.1 Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit werden zellbiologische Fragestellungen mit physikalischen Sy-
stemen untersucht. Dabei stehen die mechanischen und physikalischen Aspekte der Me-
chanotransduktion im Vordergrund. Da hierbei die Anwendung zellbiologischer Methoden
unumgéinglich ist, werden diese im folgenden Kapitel dargestellt.

Zunéchst wird eine Einfithrung in die Zellkultivierung gegeben, die fiir die zellbiologische
Arbeit unabdingbar ist.

3.2 Zellkultur

Fiir diese Arbeit wurden bovine, dass heifit von Rindern stammende, primére Osteoblasten
verwendet. [hre Gewinnung und Kultivierung wird in den folgenden Abschnitten beschrie-
ben.

3.2.1 Zellpraparation

Die Osteoblasten miissen fiir die Experimente zunéchst aus Rinderknochen gewonnen wer-
den. Diese Priparation erfolgt mit Hilfe des Auswachsverfahrens aus dem Periost der
Metakarpalen (dufiere Knochenhaut) von circa 18 Monate alten Jungbullen [123]. Unter
sterilen Bedingungen werden hierfiir Streifen des frisch préaparierten Knochens entfernt, in
5xbmm grofle Stiickchen zerteilt und anschlieBend in Earles Puffer iiberfiihrt. Nach dem
Waschen der Perioststiickchen (dreimal fiir 10 Minuten bei 37°C) werden diese unter Zu-
gabe von Penicillin und Streptomycin fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert und anschliefSend
im Verhéltnis 1:15 (Fldche Periost zu Kulturfliche) in HIGEM (High Growth Enhance-
ment Medium) kultiviert. Der Wechsel des Mediums erfolgt zunéchst nach 24 Stunden
und anschlieBend im Abstand von einer Woche bis zur vollstdndigen Konfluenz der Zellen

(4-5 Wochen).

3.2.2 Kryokonservierung

Damit die gewonnen Zellen iiber einen léingeren Zeitraum verwendet werden konnen, erfolgt
eine Langzeitkonservierung bei -196°C in fliissigem Stickstoff. Hierzu werden die Zellen
mittels Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche geltst, in Medium aufgenommen und
anschliefend zentrifugiert. Das Pellet wird mit Medium auf eine Konzentration von 10x10°
Zellen /ml resuspensiert und nach Zugabe von Einfriermedium in Kryoréhrchen iiberfiihrt.
Die Kryorohrchen werden sukzessiv (ca. 1°C pro Minute) auf -20°C tiefgekiihlt und nach
12 Stunden in Fliissigstickstoff iiberfiihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgt durch schnelles Aufwarmen der Gefrierréhrchen in einem
37°C-Wasserbad. Die Zellen werden anschieflend in vorgewédrmtes Medium aufgenommen
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und fiir zehn Minuten bei 200g zentrifugiert. Das Pellet wird in frischem Medium resus-
pensiert und in Zellkulturflaschen iiberfiihrt.

3.2.3 Phénotypisierung

Um sicherstellen zu konnen, dass es sich bei den préaparierten Zellen tatséchlich um primére
Osteoblasten handelt, werden diese phénotypisiert. Die Phénotypisierung erfolgt mittels
spezifischer Antikorper durch den immunozytochemischen Nachweis der osteoblastenspe-
zifischen Proteine Osteokalzin und Prokollagen Typ-1. Hierzu werden auf 60x24mm grofien
Deckglisern gewachsene, konfluente Zellkulturen zunéchst dreimal mit PBS gespiilt und
anschlieffend fiir zehn Minuten mit einem kalten Gemisch aus Methanol und Aceton (Mi-
schungsverhéltnis 1:1) bei -20°C fixiert. Nach Blockade der endogenen Peroxidase mittels
0,3% H505 (10 Minuten bei Raumtemperatur) werden die Zellen erneut dreifach mit PBS
gewaschen und anschliefend mit den spezifischen Erst-Antikorpern gegen Osteokalzin und
Prokollagen Typ-I inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur werden
die Zellen wieder dreimal mit PBS gewaschen, der konjugierte Zweitantikorper (siche Ta-
belle 1) zugegeben und das ganze fiir eine weitere Stunde inkubiert. Fiir die Detektion der
Proteine erfolgt zundchst die Behandlung der Zellen mit einer Férbelosung (zehn Minu-
ten bei Raumtemperatur) und die Konservierung mit Glyzerin und Gelatine. Im Anschluss
werden die Proben mit Hilfe der Hellfeldmikroskopie im Vergleich zu einer Positivkontrolle
(anti-Vimentin als spezifischen Antikorper) und einer Negativkontrolle (Mausserum statt
des spezifischen Antikérpers) beurteilt. Eine Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper
wird in Tabelle 1 gegeben.

Neben dem cytochemischen Proteinnachweis erfolgt die Phénotypisierung der Osteozy-
ten durch den Nachweis des Parathormon-Rezeptors, der in grofler Anzahl von ausdiffe-
renzierten Osteoblasten exprimiert wird [221]. Hierfiir folgt auf die Stimulation der Zellen
mit Parathormon (PTH-Konzentration von 10-800nM) eine bildtechnische Analyse (siehe
3.5) der intrazelluldiren Calciumkonzentration mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2
(siehe 3.3.1).

e spezifische Erst-Antikorper:
— anti-Vimentin (mouse); Boehringer Mannheim, Clone V9 #814318
— anti-Osteokalzin (mouse); Larry Fisher (NIH)
— anti-Osteokalzin (goat); Fitzgerald
— anti-Pro-Kollagen I (rabbit); Larry Fisher LF41
e Biotin-konjugierte Zweit- Antikorper:
— anti-Mouse; Boehringer #1089285
— anti-Rabbit; Boehringer #1214659
— anti-Goat; Sigma B6523
e Peroxidase-konjugierte Zweit- Antikorper:
— Streptavidin Boehringer #1089153

Tabelle 1: Ubersicht iiber die zur Phinotypisierung verwendeten Antikérper
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3.2.4 Aussaat und Farbung der Zellen

Nach der Phéanotypisierung der priméren Osteoblasten kénnen die Zellen auf Deckgléser
ausgesiht und im Experiment verwendet werden. Der Umgang mit Zellkulturen findet
dabei weitestgehend unter sterilen Bedingungen und im Wesentlichen nach Lindl u. Bauer
statt Lindl1994. Abweichungen hiervon werden im Folgenden beschrieben.

Fiir die Experimente werden die Zellen in einer Dichte von 5.000 bis 60.000 Zellen/cm?
auf den entsprechenden Deckglisern in HIGEM beziehungsweise HAM’s Hepes F10 mit
einem 10%igem Anteil an FCS (fotales Kélberserum) in einem Brutschrank bei 37°C und
5% CO, fiir 24 bis 72 Stunden kultiviert.

Die Beobachtung der intrazelluldren Calciumkonzentration der Osteoblasten erfolgt mit-
tels des calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 (siehe 3.3). Hierfiir werden die
Zellen mit 1 bis 3 uM Farbstoff (in Medium ohne FCS) fiir 30 bis 60 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Verwendung der Ester-From des Farbstoffes (durch den Zusatz
AM gekennzeichnet) ermoglicht, dass eine grofie Anzahl an Zellen gleichzeitig nicht-invasiv
gefiarbt werden kann [228]. Der Farbstoff gelangt in das Zytosol, da die Zellmembran fiir
seine Esterform permeabel ist. Im Zytosol wird der Ester mittels spezieller Enzyme, den
Esterasen, hydrolytisch gespalten und kann darauthin die Zellmembran nicht mehr pas-
sieren. Um ein mogliches Ausfillen des Farbstoffes zu verhindern, erfolgt die Zugabe von
0,1% Pluronic F-127 zum Medium [176].

3.3 Fluoreszenzfarbstoffe

In dieser Arbeit werden Zellen mechanisch mit einem Kraftmikroskop stimuliert, um so
die Mechanik des Mechanosensors untersuchen zu kénnen. Zur Evaluierung einer aus-
gelosten Mechanotransduktion wird die intrazelluldre Calciumkonzentration wiahrend des
Experimentes beobachtet. Die Calciumkonzentration wird auf Grund einer mechanischen
Stimulation temporér verdndert (siche Kapitel 2.3.8). Mit Hilfe von Calcium-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffen kann die intrazelluldre Calciumkonzentration mit fluoreszenzmi-
kroskopischen Systemen (siehe Kapitel 3.5) gemessen werden. Diese Farbstoffe weisen eine
hohe Affinitdt zu Calciumionen auf und éndern unter der Bindung von einzelnen Calciu-
mionen ihre optischen Eigenschaften .

Im den folgenden Abschnitten wird der hier verwendete , Verhéltnis-Farbstoff* Fura-2
vorgestellt.

3.3.1 Die Eigenschaften des Farbstoffs Fura-2

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 wurde 1985 von Grynkiewicz entwickelt [86]. Er ist heute
der am héaufigsten verwendete intrazelluldre Calciumfarbstoff. Durch die Bindung eines
Farbstoffmolekiils an ein Calciumion kommt es im Absorptionsspektrum zu einer Ver-
schiebung des Maximums (siehe Kapitel 10). Wahrend das Anregungsmaximum fiir den
ungebundenen Farbstoff bei etwa 363nm liegt, verschiebt es sich nach der Bindung an ein
Calciumion auf circa 335nm. Die Eigenschaften des Emissionsspektrums und damit die
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Lage des Emissionsmaximums bei 510nm bleiben hierbei erhalten. Durch eine wechselnde

Em =510 nm

39.8 UM free Ca®

Fluorescence excitation

T
250 300 350 400 450
Wavelength (nm)

Abbildung 10: Die Abbildung zeigt das Absorptionsspektrum von Fura-2 fiir verschiedene
Calciumkonzentrationen von 0,065uM bis 39,81M.

Anregung des Farbstoffes bei 340nm beziehungsweise bei 380nm kénnen die Fluoreszenzin-
tensitiaten (I340nm und Isgonm,) fiir den Calcium-gebundenen und -ungebundenen Zustand
gemessen und das Verhéltnis (Is40nm /I380nm ) bestimmt werden (engl. Ratio-Imaging). Letz-
teres ermoglicht eine qualitative Aussage iiber die intrazelluldre Calciumkonzentration.
Ein wesentlicher Vorteil von Fura-2 ist seine charakteristische Eigenschaft als Verhéltnis-
Farbstoff (, Ratio-Farbstoff). Im Gegensatz zu Einzelwellenléingen-Farbstoffen fiithren hier
schwankende Farbstoffkonzentrationen in einem grofien dynamischen Bereich innerhalb der
Zelle nicht zu scheinbaren Calciumschwankungen im Ratio-Signal (Artefakten). Des Wei-
teren konnen verschiedene Storsignale, wie Streulicht, das in die Detektion der Fluoreszenz
einkoppelt, oder auch das Ausbleichen des Farbstoffes sowie mechanische und elektronische
Instabilitdten des Messsystems, durch die Verhiltnismessung eliminiert werden.

Zur Messung der Fluoreszenz finden unterschiedliche Methoden Anwendung. Am héufig-
sten werden jedoch Photomultiplier oder CCD-Kameras eingesetzt (siche Kapitel 3.5).

3.3.2 Die Kalibrierung von Fura-2

Da in dieser Arbeit die Dynamik der Calciumsignale Aufschluss iiber die unterschiedlichen
Auswirkungen diverser mechanischer Reize auf die Mechanotransduktion liefern soll, ist
auch die quantitative Calciumkonzentration interessant. Hierfiir wird im folgenden Ab-
schnitt die Bestimmung der tatséchlichen Calciumkonzentration beschrieben.

Die Quantifizierung der intrazelluldaren Calciumkonzentration kann nach Kalibrierung
des Systems erfolgen. Die freie Calciumkonzentration errechnet sich aus:

[Ca2+]free = Kde (1)

Dabei ist Ky die Dissoziationskonstante des Farbstoffes Fura-2, Q der Quotient aus den
Fluoreszenzintensitaten F_; .o0/F, . 2co (bei minimaler und maximaler Calciumkonzentra-
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tion), R das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitéten bei vorliegender Calciumkonzentration
und R, bzw. R, die Verhéltnisse bei minimaler beziehungsweise maximaler, dass heisst
gesittigter Calciumionenkonzentration.
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Abbildung 11: Die Abbildung zeigt eine Kalibrierungskurve von Fura-2. Aufgetragen ist das
Verhéltnissignal der Fluoreszenz gegeniiber der Calciumkonzentration.

Das an dieser Stelle beschriebene in-vitro-Verfahren zur Kalibrierung eines Ratio-
Farbstoffes wurde von Tsien und Pozzan entwickelt [229]. Zur Erstellung einer Kalibrie-
rungskurve werden Losungen verwendet, die eine definierte Calciumkonzentration auf-
weisen. Diese Losungen miissen die intrazellularen Bedingungen moglichst physiologisch
abbilden, da die Affinitdt des Farbstoffes zum Calcium durch verschiedene Faktoren stark
variiert (beispielsweise pH-Wert, Temperatur, Viskositéit der Losung und Tonenstéirke). Um
diese differenziellen Faktoren moglichst gut beherrschen zu kénnen, wird ein Kalibrierungs-
Kit von Molecular Probes verwendet (Calcium Calibration Buffer Kit C-6775, Molecular
Probes, Niederlande), das Losungen mit verschiedenen Calciumkonzentrationen von 15nM
bis ImM bereithélt. In diese zellfreien Losungen wird die Salzform des Indikators (Fura-2)
gegeben und die entsprechenden Messungen werden durchgefiihrt (siehe Abbildung 11).
Nach Kalibrierung des Systems kann die quantitative Messung der intrazelluldren Calci-
umkonzentration erfolgen.

3.4 GFP-Transfektionen

In dieser Doktorarbeit wurden mit dem Kraftmikroskop Zellen mechanisch stimuliert und
gleichzeitig die Auswirkung dieser Belastung auf die Adhésionsseite der Zellen untersucht.
Dabei ist nicht nur die Messung der weitergeleiteten Kréifte interessant (siehe Kapitel
5), sondern auch die Auswirkung auf die Adhésionsstellen selbst und deren Funktion im
Mechanotransduktionsprozess. Daher werden die Adhésionspunkte durch eine so genann-
te ,,GEP-Vinculin-Transfektion“ sichtbar gemacht. Nun kann mit fluoreszenzmikroskopi-
schen Methoden (siehe Kapitel 3.5) die GroBe und die Lage der Adhésionsstellen und deren
Anderung unter der mechanischen Stimulation beobachtet werden. Im Folgenden wird die
GFP-Vinculin-Transfektion beschrieben.
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3.4.1 Das ,,Green-Fluorescent-Protein*

Die Beobachtung von biologischen Prozessen in lebenden Zellen erfolgt heute weitestge-
hend mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie. Hierbei kénnen bestimmte Proteine durch
die Ankopplung eines fluoreszierenden Molekiils (,Fluoreszenz-Tag“) in der Zelle sicht-
bar gemacht werden. Das am héufigsten verwendete Fluoreszenzmolekiil ist das ,Green-
Fluorescent-Protein“ (GFP), ein Photoprotein der Quallenart Aequorea. Das Absorpti-
onsmaximum von GFP liegt bei circa 488nm, wéhrend das Emissionsmaximum bei 508nm
liegt [226].

Um das Vinculin als GFP-Fusionsprotein zu erhalten, muss in die Zelle die DNA-Sequenz
des GFP-Vinculin-Fusionsproteins eingebracht werden. Dieser Prozess wird als Transfek-
tion bezeichnet. Der Triger der DNA ist ein so genanntes Plasmid. Hierbei handelt es sich
um eine ringformige DNA, die die DNA des Proteins und des GFPs trigt. Beide DNAs
sind so aneinander gekoppelt (,tagged®), dass in der Folge ein Fusionsprotein gebildet
wird. Nun kann das Verhalten des Vinculins in der lebenden Zelle unter Anwendung der
Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden.

3.4.2 Transiente Transfektion mit dem GFP-Vinculin-Vektor

Da in dieser Arbeit primére Osteoblasten untersucht werden, kommt nur eine transiente
(zeitlich begrenzte) Transfektion mit dem GFP-Vinculin-Plasmid in Frage. Eine stabile
(dauerhafte) Transfektion, in der die Fremd-DNA in das Genom der Zelle eingebaut wird,
ist nicht moglich, da zur Erzeugung solcher Zellen hiufiges Passagieren notwendig wire.
Hierbei wiirden sich jedoch die priméren Zellen zum Beispiel zu Osteozyten differenzie-
ren.

Da bei der wesentlich einfacheren transienten Transfektion die eingebrachte Fremd-DNA
neben der zelleigenen DNA (extrachromosomal) zeitlich begrenzt vorliegt, konnen die Zel-
len lediglich ein bis drei Tage verwendet werden. Im Laufe der Zeit geht die transfizierte
DNA durch zellinterne Prozesse (Abbau, Zellteilung, Ausschleusung) verloren.

Das zur Transfektion benétigte GFP-Vinculin-Plasmid (siehe Abbildung 12) wurde
freundlicherweise von Professor Benjamin Geiger aus dem Weizman Institut, Israel zur
Verfiigung gestellt. Das von diesem Plasmid aus gebildete GFP-Vinculin wurde in die
Adhésionspunkte der Zelle eingebaut.

Zur Transfektion des Plasmids in die priméren Osteoblasten wurde das FuGENE 6
Transfection Reagent der Firma Roche (Indianapolis, USA) verwendet. Eine genauere
Beschreibung ist auf Grund des molekularbiologischen Charakters dieser Methode nicht
sinnvoll. Fiir weitere Informationen kann die géngige Literatur zu Rate gezogen werden.

3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Beobachtung der beschriebenen Fluoreszenzfarbstoffe verwendet man in der Regel
ein invertiertes Mikroskop, dessen prinzipieller Strahlengang in Abbildung 13 gezeigt ist.
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Vinculin-DNA

CMV—PromotV
GFP-DNA

/

Ampicillin

Abbildung 12: Schematische Darstellung des GFP-Vinculin-Vektors zur transienten Trans-
fektion von Osteoblasten. Hervorgehoben sind der CMV-Promoter, der die Bildung des Vinculin-
GFP kontrolliert, das Resistenz-Gen Ampicillin, das Vinculin-Gen sowie die GFP-Sequenz.

In dieser Arbeit wurde ein NIKON TE-2000U-Mikroskop benutzt, das die Moglichkeit
bietet, das Emissionslicht auf verschiedene Ausgénge umzuleiten. Bei der verwendeten
Lichtquelle handelt es sich um eine Xenon- oder Quecksilber-Kurzbogendampflampe. Das
zur Anregung des Farbstoffes benétigte Spektrum wurde iiber Interferenzfilter oder einen
Monochromator in das Mikroskop eingekoppelt und das Anregungslicht anschlieflend iiber
einen dichroitischen Spiegel durch das Objektiv auf die Probe geleitet. Die von der Probe
ausgesandte Fluoreszenz wurde ihrerseits vom Mikroskopobjektiv eingefangen und gelang-
te in die Detektionseinheit.

Probe Light Source

Objective x

Dicroic mirror

Excitation light
Monochromator

1
Fluorescence light 1

-

Emission filter

Intensified
mmmmm—_—— CCD camera
Mirror

Abbildung 13: Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines invertierten Mikroskops
zu Fluoreszenzmessungen. Der Monochromator selektiert auf Grund der Gitterstellung das An-
regungslicht beziiglich der Wellenldnge. Es wird iiber einen dichroitischen Spiegel durch das
Mikroskopobjektiv auf die Probe geleitet. Die Fluoreszenz wird eingesammelt und gelangt durch
den dichroitischen Spiegel auf einen Interferenzfilter, der Storsignale eliminiert. Die Detektion
findet mit einer CCD-Kamera statt.

3.5.1 Die Detektionseinheit

Die hochste Quanteneffizienz zur Detektion optischer Strahlung weisen Photomultiplier
auf. Durch ihre kompakte Bauweise konnen sie in den meisten Applikationen problemlos
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verwendet werden. Mit ihrer Hilfe wurde ein kompaktes, kostengiinstiges und energiespa-
rendes Fluoreszenzsystem aufgebaut, das im Rahmen von Parabel- und Raketenfliigen
zum Einsatz kam, um die Calciumkonzentration von Osteoblasten unter Schwerelosigkeit
zu untersuchen [215].

Die Anwendung von Photomultipliern ermdoglicht jedoch nicht die rdumliche Abbildung
einzelner Zellen. Auf Grund der schwachen Fluoreszenz der calciumsensitiven Farbstof-
fe kam eine doppelt-intensivierte CCD-Kamera zur Anwendung (Extended ISIS, Photo-
nic Science, UK), deren Quanteneffizienz bei etwa 30% liegt und die eine Auflésung von
512x512 Bildpunkten liefert. Seit kurzem sind zusétzlich so genannte Electron-Multiplying-
CCD-Chips (EMCCD-Chips) auf dem Markt verfiighar (beispielsweise der , Impactron*
von Texas Instruments). EMCCD-Chips basieren im Bau und in der Funktion auf dem
Prinzip herkémmlicher CCD-Chips, verfiigen jedoch iiber eine zwischen dem Verschiebe-
Register und dem Ausgangverstiarker zusétzlich eingefiigte Verstarkungs-Struktur. Letz-
tere dient der Vervielfachung der Elektronen, vermittelt durch StoBionisation (siehe Ab-
bildung 14), so dass deutlich hohere Quanteneffizienzen erreicht werden kénnen (bis zu
60%). Die StoBionisation wird durch das Anlegen einer Spannung von 40V bis 50V erreicht
und ist damit wesentlich hoher als zum einfachen Ladungstransport notwendig wére. Auf
diesem Weg kénnen neben dem Ausleserauschen auch der dynamische Bereich und die
Quanteneffizienz erheblich verbessert werden.

Transfer direction ——»
R3 R1 dc R2 R3 R1

0 S R 0 S A L

_\Q;
Normal clocking
amplitude

R1 dc¢ R2 R3
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(AR

Electron Multiplication by Impact lonization
in high electric field

Abbildung 14: Funktionsweise eines EMCCD-Chips: Durch Anlegen einer hohen Spannung
am Register 2 (R2) des CCD-Chips kommt es zur Elektronen-Vervielfachung durch StoBionisation
(aus: Preliminary Specifications, Texas Instruments)

Bei der Verwendung von Farbstoffen die eine deutlich hohere Emissionsintensitit auf-
weisen kann auf den Einsatz einer intensivierten Kamera verzichtet werden. So wurde zur
Abbildung von Mikrokugeln innerhalb von Polyacrylamidgelen (siche Kapitel 5) eine Xi-
lix Microimager 1400-10S-Kamera mit einem nicht intensivierten CCD-Chip verwendet.
Diese Kamera besitzt einen CCD-Sensor mit 1300x1000 Bildpunkten. Sie wurde ebenfalls
zur in-vivo-Darstellung GFP-fusionierter zelluldrer Proteine (siche Kapitel 3.4) und fiir
Phasenkontrastaufnahmen von Zellen verwendet.
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3.5.2 Die Lichtquelle

Die in der Fluoreszenzmikroskopie am héaufigsten verwendeten Lichtquellen sind
Quecksilber- oder Xenon-Kurzbogen-Hochdruckdampflampen. Beide weisen ein breites
Emissionsspektrum (330nm bis 800nm) sowie eine hohe Lichtausbeute auf. Sie kénnen
daher fiir jeden erhéltlichen Farbstoff verwendet werden.

Im Folgenden werden zwei Systeme vorgestellt, die je nach der Art des verwendeten
Farbstoffes zur Anwendung kommen.

Die Xenondampflampe Fiir die Messung von Einzelwellenldngenfarbstoffen ist nur ein
einfaches System, bestehend aus einer Xenondampflampe mit elliptischem Reflektor (300
Watt) und einem Interferenzfilter von Noten. Bei diesem System wird das Licht tiber
einen Quarz-Lichtleiter in das Mikroskop eingekoppelt und gefiltert, so dass das bendotigte
Anregungslicht zur Verfiigung steht.

Das Quanticell-System Beim Quanticell-System (Visitech, UK) handelt es sich um
ein Bildanalyse-System, das mit einem Monochromator arbeitet (siehe Abbildung 13),
der von einer Quecksilberdampflampe beleuchtet wird und iiber ein motorisiertes Gitter
verfiigt. Letzteres ermoglicht einen schnellen Wechsel des Anregungsspektrums auch oh-
ne den Austausch von Filtern. Mittels der zugehorigen ,,Quanticell 700m*“-Software kann
die gewiinschte Wellenlédnge selektiv innerhalb weniger Millisekunden neu gewéahlt werden.
Das System erméglicht damit die Messung der intrazelluldren Calciumkonzentration mit-
tels Fura-2 unter einer hohen Zeitauflosung. Hierbei wurden zur Verbesserung des Signal-
zu Rauschverhéltnisses mehrere Aufnahmen gemittelt, so dass eine Zeitauflosung von circa
einem Bild pro Sekunde erreicht wurde.

3.6 Entwicklung einer Lichtquelle

Da das etwa 10 Jahre alte Quanticell-System hinsichtlich seiner Aufnahmekapazitéit be-
schrinkt ist und deshalb die zeitliche Auflosung der Fluoreszenzexperimente limitiert,
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Lichtquelle entwickelt. Diese Lichtquelle ar-
beitet mit aktueller Bildanalyse-Software und ist nicht nur kostengiinstig, sondern auch
einfach zu bedienen. Ihre Entwicklung und ihr Aufbau wird im Folgenden beschrieben.

3.6.1 Wahl einer geeigneten Lichtquelle

Zur Durchfithrung von Verhéltnismessungen, wie beispielsweise mit dem Farbstoff Fura-2,
muss das verwendete Beleuchtungssystem einen schnellen Wechsel zwischen verschiedenen
Wellenlédngenbereichen ermoglichen. Aus diesem Grund wére die Anwendung von Leucht-
dioden oder Laserdioden sinnvoll, da diese mit der entsprechenden Elektronik schnell an-
und wieder ausgeschaltet werden konnen. Allerdings fiel die Entscheidung zur Entwick-
lung einer neuen Lichtquelle zu einem Zeitpunkt, zu dem keine Halbleiterkomponenten zu
beziehen waren, die im Bereich von 340nm eine ausreichende optische Ausgangsleistung
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besitzen. Des Weiteren wiesen die erhéltlichen Leuchtdioden ein Strahlprofil auf, das nur
schwer in herkommliche Fluoreszenzmikroskope eingekoppelt werden konnte.

Neben den Dioden standen alternativ. Kurzbogen-Hochdruckdampflampen zur
Verfiigung. Sie konnen iiber einen grofien Spektralbereich hinweg Licht emittieren. Da
das Leistungsspektrum von Xenon-Lampen im Vergleich zu Quecksilber-Lampen konti-
nuierlicher zwischen 340nm und 800nm verteilt ist und des Weiteren von diesen Lampen
ein geringeres gesundheitliches Risiko ausgeht, fiel die Wahl auf eine Xenon-Kurzbogen-
Hochdruckdampflampe (Leistungsaufnahme zwischen 150W und 500W).

3.6.2 Dynamischer Wechsel des Spektralbereichs

In dem in Kapitel 3.5 beschriebenen Quanticell-System (siehe Kapitel 3.5) wird ein mo-
torisiertes Gitter verwendet, um mit diesem fiir Quotientenmessungen schnell zwischen
verschiedenen Spektralbereichen wechseln zu konnen. Aus mechanischen Gesichtspunkten
ist die Nutzung eines motorisierten Gitters allerdings problematisch: durch den innerhalb
einer Sekunde mehrmaligen Wechsel der Anregungswellenlénge wirken hohe Kréfte auf
die Komponenten. Da jedoch ein moglichst kostengiinstiges und wartungsfreies System
realisiert werden sollte, wurde von der Verwendung eines motorisierten Gitters abgesehen.
Auch Filterrdder weisen ein @hnliches Problem auf und sind nicht in der Lage, die An-
regungswellenldnge bis zu 30 mal in der Sekunde zu veréndern, um so beispielsweise die
zeitlich hochaufgeléste Beobachtung der Calciumdynamik mit Fura-2 zu ermoglichen. In
der Folge wurde ein System entwickelt, wie es bislang kommerziell nicht erhéltlich ist. Hier-
bei handelt es sich um ein Lampengehéiuse, das auf zwei senkrecht zueinander stehenden
optischen Achsen das Licht der Dampflampe auskoppelt. Dadurch entfallt die komplizierte
Justage von Lichtteilern, die auflerhalb des Lampengehéuses die Aufteilung der Lichtwege
ermoglichen wiirden.

3.6.3 Aufbau der Lichtquelle zur Quotientenmessung

In Abbildung 15 ist der prinzipielle Strahlengang der entwickelten Lichtquelle gezeigt.
Die Xenon-Dampflampe strahlt in der Ebene des Lampenkolbens gleichméfig, so dass in
dieser Ebene zwei senkrecht zueinander stehende optische Achsen zur Auskopplung des
Anregungslichts moglich sind. Damit das abgestrahlte Licht moglichst effektiv eingesam-
melt wird, sollte mit asphérischen Linsen gearbeitet werden. Auf Grund des benotigten
Spektrums konnen jedoch nur Linsen aus Quarzglas oder BK7 (Transmission >95% bei
340nm) verwendet werden. Beide lassen sich nicht in einem Pressverfahren herstellen und
sind standardméfig nur mit einem Durchmesser von einigen Millimetern zu erhalten. Des
Weiteren kann die Sammellinse wegen der Grole des Glaskolbens (Duchmesser etwa 2cm)
nicht beliebig nah an der Lichtquelle positioniert werden. Deshalb ist ein gréflerer Durch-
messer der Linse notwendig, um moglichst viel Licht einsammeln zu kénnen. Auf Grund
dieser Probleme wurde aus Kostengriinden auf die Verwendung von asphérischen Linsen
verzichtet. An ihrer Stelle kam eine zuvor berechnete Kombination aus insgesamt drei kon-
vexen und einer konkaven Linse zum Einsatz (Linos, Deutschland, siche Abbildung 15). Mit
dieser kostengiinstigen Losung konnen auch randsténdige Strahlen zu einem grofien Teil
eingesammelt und annéhernd kollimiert werden (Verminderung der sphérischen Abberati-
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on auf Grund der Linsenanordnung). Die Kollimierung ist notwendig, da das Licht durch
einen Interferenzfilter mit schmaler Bandbreite féllt und so das benotigte Anregungslicht
herausgefiltert wird. Allerdings hingt dabei die spektrale Selektion vom Einfallswinkel des
Lichts ab. Nach dem Interferenzfilter passiert das Licht die Offnung eines magnetischen
Verschlusses (engl. ,Shutter®, Nr. 016, Prontor, Deutschland), um anschliefend mit Hilfe
einer weiteren Sammellinse auf einen Quarzglas-Lichtleiter von 3,4mm Durchmesser fo-
kussiert zu werden (Spezialanfertigung, Schott, Deutschland). Uber den Lichtleiter wird
das Anregungslicht in das Mikroskop eingekoppelt.

Auf der Riickseite der Lampe wurde ein parabolischer Spiegel montiert. Dieser reflektiert
das riickwértig zur Auskopplungsrichtung abgestrahlte Licht der Lampe und fokussiert es
in die Lampe zuriick. Dabei wird zwar ein Teil des Lichts durch den Lichtbogen der Xe-
nondampflampe absorbiert, die Lichtausbeute konnte jedoch trotzdem auf Grund dieses
optischen Aufbaus um circa 60% gesteigert werden. Der Einbau eines manuellen Shutters
(M32-615, Edmund Optics, USA) direkt vor dem parabolischen Spiegel sorgt zudem fiir die
zur Justage der Auskopplungslinsen notwendige Eliminierung des riickwértigen Lichts. Des
Weiteren sind die Linsen und der parabolische Spiegel auf der optischen Achse (z-Achse)
zum Teil gegeneinander verschiebbar (siehe Abbildung 15). Dadurch kann die chromati-
sche Abberation des Lichts fiir verschiedene Spektralbereiche minimiert und damit eine
effiziente Fokussierung des Lichts auf die Glasfaser fiir alle Wellenléingen gewéhrleistet
werden. Daneben sind das gesamte Linsensystem und der parabolische Spiegel getrennt
voneinander in der x- und y-Achse verschiebbar, so dass eine optimale Justierung auf die
Ebene der maximalen Lichtausbeute der Xenon-Dampflampe erfolgen kann.

Beide Lichtwege sind identisch aufgebaut und koppeln jeweils das Anregungslicht in eines
der Enden des dreiarmigen Lichtleiters ein (der dritte Arm steht fiir einen weiteren Aus-
bau des Systems zur Verfiigung; in der Abbildung 15 nicht gezeigt). Auf Grund der durch
die parabolischen Spiegel verursachten doppelten Refokussierung in den Glaskolben wurde
ein leistungsstarker Ventilator in das Lampengeh&use integriert (7806 ES, Papst, Deutsch-
land). Dieser sorgt durch einen maximalen Volumenstrom von bis zu 380m?/h fiir eine
niedrige Sockeltemperatur der Dampflampe. Diese darf auf der Anodenseite 200°C und
auf der Kathodenseite 160°C nicht {ibersteigen. Die an den Sockeln angebrachten Kiihlrip-
pen (nicht gezeigt) verbessern hierbei die Warmeabfuhr. Mittels zweier NTC1000 kénnen
die Sockeltemperaturen mit einem elektronischen Thermometer abgelesen werden.

Die Ansteuerung der magnetischen Shutter erfolgt mittels der Bildanalyse-Software ,, Me-
tafluor 4“. Sie ermdglicht die stufenlose Einstellung der Offnungszeiten und sendet iiber
die parallele Schnittstelle TTL-Signale an eine entsprechend entwickelte Elektronik. Letz-
tere wiederum stellt an die Shutter die erforderliche Spannung, so dass diese geoffnet und
geschlossen werden konnen. Gleichzeitig wird mittels der Software das Signal der CCD-
Kamera aufgezeichnet und als Bilddatei auf der Festplatte gespeichert. Im Falle von Fura-
2 werden die Shutter abwechselnd gedffnet und dabei die Fluoreszenz nach Anregung bei
380nm und Anregung bei 340nm aufgezeichnet. Anschlieend wird aus den aufgenommen
Bildern zu jedem Zeitpunkt das Verhéltnis berechnet.

Die Entwicklung des beschriebenen Systems ermdoglicht auch bei zeitlich hochaufgelosten
Messungen eine Langzeitmessung iiber mehrere Stunden, da die Aufzeichnungsldnge nur
von der Grofle der Festplatte begrenzt wird.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Lichtquelle fiir Quotientenmessungen. Der zwei-
te Lichtweg ist nur ansatzweise abgebildet. Die Pfeile mit durchgezogenen Linien geben die Ver-
stellmdglichkeiten der Linsen und Hohlspiegel an, wihrend die Pfeile mit unterbrochenen Linien
den Weg des abgestrahlten Lichts beschreiben.

3.7 Die ACLAR-Dehnungsapparatur

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung verschiedener mechanischer Reize auf Osteo-
blasten untersucht, um damit die Frage beantworten zu konnen, ob unterschiedliche me-
chanische Reize eine differenzierte Zellantwort auslosen und wenn ja, ob das an einer
unterschiedlichen Beeinflussung intrazelluldrer Strukturen liegt. Fiir diese Experimente
wird hier eine Dehnungsapparatur vorgestellt [125], mit der die gezielte Applikation von
Dehnungsreizen auf die Zellen moglich ist. Sie erlaubt die Dehnung eines elastischen Sub-
strates zwischen zwei Klemmpunkten mittels eines DC-Elektromotors (siche Abbildung
16).

Als Substrat diente den Zellen ACLAR-Folie (Aclar, Honeywell, England). Bei ACLAR
handelt es sich um ein biologisch inertes Material mit homogen-elastischen Eigenschaften
bei einer Stéirke zwischen 51 um und 198 pum. Des Weiteren weist ACLAR-Folie keine
Autofluoreszenz auf und verfiigt iiber sehr gute Transmissionseigenschaften auch im na-
hen ultravioletten Bereich. Diese Eigenschaften sind fiir die Anwendung von Fluoreszenz-
farbstoffen wie Fura-2 entscheidend. Mit der Dehnungsapparatur konnen Dehnungszyklen
bis 20.000ue (e = relative Léngenénderung; 1ue entspricht einer Langendnderung von
0,0001%) und 10 Hz gefahren werden, ohne plastische oder viskoelastische Verformungen
des Substrates zu beobachten. Zur Untersuchung der Zellen unter physiologischen Bedin-
gungen wird auf die ACLAR-Folie ein Silikonring geklebt, der einen Mediumsstand von
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ACLAR- Kultur- Getriebe DC-Motor
Folie behilter

Abbildung 16: Die motorisierte Dehnungsmaschine im Detail: die zwischen zwei Klemmpunk-
ten befestigte ACLAR-Folie wird mittels eines DC-Motors zyklisch in der Lénge gedehnt. Die
Zellen befinden sich dabei innerhalb eines Silikonrings, der als Zellkammer dient.

circa 3 mm Hohe erlaubt.

3.8 Die parallele Scherflusskammer

Eine andere Moglichkeit, Zellen mechanisch zu stimulieren, sind Scherfliisse. Sie treten
im Knochen durch einen Fliissigkeitsstrom in den Canaliculi auf. In dieser Arbeit wurden
Scherflussexperimente durchgefiihrt, um einen weiteren Vergleich zwischen verschiedenen
Stimulationsarten und deren Auswirkung auf die Adhésionsseite und damit einen Riick-
schluss auf einen moéglichen Mechanosensor der Zelle zu erhalten.

Damit Zellen einer bestimmten Scherkraft ausgesetzt werden koénnen, muss die
Stromungsgeschwindigkeit und deren Auswirkung auf die Zellen bekannt sein. Die exakte
Beschreibung laminarer und turbulenter Stromungen ist trotz zahlreicher Modelle schwie-
rig. Im Folgenden wird die Physik und der Aufbau einer parallelen Scherflusskammer und
die Berechnung der resultierenden Scherkréfte beschrieben.

3.8.1 Laminare Stromungen in abgegrenzten Volumina

Die parallele Scherflusskammer besteht aus zwei einander gegeniiberliegenden Platten, die
im Vergleich zur Kammer-Lénge nur einen geringen Abstand von h<<L aufweisen (siehe
Abbildung 17). Fiir die Zellexperimente wurden auf einer der beiden innenliegenden Plat-
ten Zellen kultiviert, so dass diese in die Zellkammer hinein zeigen. Der Fliissigkeitsstrom
durch die Kammer entsteht in Folge eines Druckgradienten. Zur Berechnung der auf die
Zellen wirkenden Scherkraft wird eine Newtonsche Fliissigkeit angenommen, so dass sich
die Wandscherkraft (bei unendlich grofler Breite der Platten und konstantem Fluss) aus-
gehend von der Navier-Stokes-Gleichung fiir Fliissigkeiten aus der Flussrate Q wie folgt

ergibt:
6nQ
Tw = Jop (2)

Dabei charakterisiert n die Viskositédt der Fliissigkeit und b beziehungsweise w das Maf
der Flusskammer (siche 17). Die Kammerabmessungen sind realistisch betrachtet natiirlich
nicht unendlich grof}; sondern weisen definierte Léngen auf, so dass das Geschwindig-
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velocity profile (u, arbitrary units)

Abbildung 17: Berechnung der Scherkriifte in der parallelen Scherflusskammer. (A) Zeichnung
der Kammer (b: Breite, h: Hohe, L: Linge). (B) und (C): Geschwindigkeits- beziehungsweise
Scherkraftprofil fiir ein Langenverhéltnis b/h = 80. Die Pfeile zeigen an, an welcher Stelle die
Profile genommen wurden (aus [4]).

keitsprofil zwar in parabolischer Form erhalten bleibt, jedoch an den Grenzen des recht-
eckigen Kanals verschwindet. Das Scherkraftprofil, das mittels des Geschwindigkeitsgradi-
enten berechnet wird, weist ein Maximum an den Plattenoberflichen auf, wéhrend es in
den Ecken der Kammer verschwindet.

Ein Maf fiir die Art eines in einem abgegrenzten Volumen vorliegenden Fliissigkeits-
flusses ist die Reynoldszahl. Sie ist von der Beschaffenheit des Flusskoérpers abhéngig und
gibt den Umschlagspunkt an, ab dem eine laminare in eine turbulente Stromung iibergeht.
So sind beispielsweise in der Literatur Reynoldszahlen von 1160 bis 2300 zu finden, ab
denen bei glatten Rohren keine laminare Strémung mehr vorliegt. Die Berechnung der
Reynoldszahl eines Fliissigkeitsflusses erfolgt nach folgender Formel:

wd
Re = _pun d (3)

Dabei stellt p die Dichte der Fliissigkeit dar, u die Geschwindigkeit (die sich aus der
Gesamtmenge an Fliissigkeit ergibt, die durch die Kammer geflossen ist) und d, den
hydraulischen Durchmesser. Das Design der Scherflusskammer wurde so gewéhlt, dass mit
physiologischen Stromungsgeschwindigkeiten eine laminare Stromung garantiert ist.

3.8.2 Design der Scherflusskammer

Die Entwicklung einer Gradienten-Scherflusskammer wurde von Usami beschrieben [230].
Bei dieser Kammer dndert sich die Kammerbreite graduell mit der Lénge (sieche Abbildung
18), so dass ein ortsabhingiges Geschwindigkeitsprofil der Stromung resultiert. Die Form
der Kammer ist so gewéahlt, dass die FlieBgeschwindigkeit in Bezug zur Kammerldnge
linear zu- beziehungsweise abnimmt.

Der Nachteil der Gradienten-Scherflusskammer liegt in der komplizierten Bestimmung
der Position der beobachteten Zelle wihrend der Stimulation. Um diesem Problem zu
begegnen, wird eine Scherflusskammer verwendet, deren Breite iiber die Lénge der Kammer
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Breite des Flusskanals der Gradienten-
Scherflusskammer und der Flussrichtung.

konstant bleibt (b = 6 mm). Auch die Hohe (130 pm) und die Lange (6 cm) der Kammer
sind definierte Parameter. Die Hohe und das Kammerprofil werden durch eine Metallfolie
vorgegeben. Diese befindet sich zwischen zwei Deckgldsern, von denen eins mit Zellen
kultiviert wurde.

Der fiir die Messung notwendige konstante Fliissigkeitsstrom kann auf zwei Arten erzeugt
werden. Zum einen konnen kalibrierte Perfusionspumpen das Medium in die Scherflus-
skammer pumpen. Zum anderen bietet sich die Moglichkeit der Nutzung einer Potential-
differenz, die zwischen einem Mediumbehélter und der Flusskammer besteht als treibende
Kraft an.

Die Berechnung der Reynoldszahl der verwendeten Scherflusskammer zeigte, dass diese
deutlich unter zwanzig liegt. Folglich bildet sich bei der eingestellten Flussgeschwindigkeit
eine laminare Stromung aus.

3.9 Molekular- und Zellbiologische Methoden

Obwohl im Rahmen dieser Arbeit in erster Linie physikalische Methoden verwendet wur-
den, um hiermit biologische und physikalische Sachverhalte auf der zelluldren Ebene kléren
zu konnen, sind auch einige molekular- und zellbiologische Methoden notwendig.

Die Mechanik des Mechanosensor wurde mit Hilfe eines Kraftmikroskops untersucht.
Hierbei diente die intrazellulire Calciumdynamik als Merkmal fiir eine initiierte Mecha-
notransduktion. Es besteht die Moglichkeit, dass unterschiedliche Stimulationsarten ver-
schiedene Mechanotransduktionswege in Gang setzen und damit auch die Calciumdynamik
beeinflussen konnen. Diese soll in dieser Arbeit genauer untersucht und die Herkunft der
fiir eine Calciumantwort benotigten Calciumionen geklédrt werden. Entweder stammen die
zusétzlichen Calciumionen aus dem intrazelluldren Speicher (ER) oder stromen durch lo-
nenkanile in die Zelle ein. So konnte mit Thapsigargin geklért werden, ob intrazellulire
Speicher an der Generierung von Calciumsignalen beteiligt sind. Mit Manganionen, Cad-
mium, Lanthan und EGTA wurde hingegen iiberpriift, ob und auf welchem Wege die
Calciumionen aus dem Extrazelluldirmedium in die Zelle einstrémen.

Des Weiteren wurden zur erweiterten Analyse der Calciumdynamik Vergleichsmessungen
mit dem Parathormon PTH durchgefiihrt, das eine intrazelluldre Calciumantwort auslost.
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Wie in Kapitel 2.3.6 erwdhnt kann die mechanische Stimulation von Knochenzellen zu einer
aktiven Antwort des Zytoskeletts fithren. In der Folge war fiir die Messung der zellinternen
Kraftweiterleitung eine Blockade der aktiven Kraftgeneration durch ML-7 notwendig. Auf
diesem Weg wurde es moglich, nur die passive Zellmechanik untersuchen zu kénnen.

3.9.1 Thapsigargin

Thapsigargin ist ein Tumor-Promoter, der die Aktivitit der Ca?T-ATPase des Endoplas-
matischen Retikulums (ER) unterbindet. Der Funktionsverlust dieses Enzyms fiihrt zu
einer Blockade der Aufnahme freier Calciumionen in das ER. Da Calcium im Zuge phy-
siologischer Prozesse in das Zytosol abgegeben wird, kommt es zur Entleerung dieses in-
trazellularen Calciumspeichers: ein endogenes Leck entsteht [227, 212, 222].

Zur Messung der intrazelluldren Calciumkonzentration wurden die Zellen zunéchst mit
Fura-2 gefirbt und anschlieBend mit 5uM Thapsigargin (Calbiochem, USA) inkubiert.
Innerhalb von 30 bis 60 Minuten kam es zu einer vollstdndige Entleerung des ERs.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, ob die Stimulation der Zellen zu einer
Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels durch die Freisetzung von Calciumionen aus
dem Endoplasmatischen Retikulum fiihrt.

3.9.2 Parathormon (PTH)

Das Parathormon (PTH) ist ein Hormon der Nebenschilddriise, das unter anderem zur
Regulation des Calcium- und Phosphathaushalts benotigt wird. Setzt man dem Zellmedi-
um PTH zu, so kommt es zu einer intrazelluldren Signalkaskade, bei der eine Botenstoff-
Rezeptor-vermittelte Signalkette die Bildung von Inositoltriphosphat initiiert. Inositoltri-
phosphat seinerseits bindet an die Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums und
aktiviert hier Calciumkanile. In der Folge wird die Calciumkonzentration in den Zellen
erhoht (siehe 3.9.1) [246, 68]. Im Gegensatz zu anderen Zellen besitzen Osteoblasten eine
grofle Anzahl an PTH-Rezeptoren, so dass durch die Stimulation mit PTH (Endkonzentra-
tion zwischen 10nM und 800nM) bei gleichzeitiger Beobachtung der Calciumkonzentration
die Phénotypisierung von Osteozyten erfolgen kann (siehe Kapitel 3.2.3).

3.9.3 Manganionen

Da das physiologische Verhalten der Manganionen dem der Calciumionen dhnelt, sind sie
in der Lage, die Calcium-spezifischen Ionenkanéle zu passieren. Auch Manganionen binden,
jedoch mit einer 42-fach hoheren Affinitdt, den Farbstoff Fura-2 [86]. Bei dieser Bindung
werden die Fluoreszenz-Eigenschaften von Fura-2 zerstort; der Farbstoff wird ,,gequencht®.
Dieses Phédnomen macht man sich zur Untersuchung der Aktivitdt von Calciumkanélen
zu Nutze [244]. Hierfiir wurden die Zellen im Rahmen dieser Arbeit zundchst mit Fura-2
gefiarbt und anschliefend mit 2mM Manganionen fiir wenige Minuten inkubiert. Durch den
standigen Austausch intra- und extrazelluldrer Tonen (Lecks, Ionenpumpen und -kanéle)
werden die intrazelluldren Calciumionen im Laufe der Zeit durch Manganionen substitu-
iert. Folglich steht fiir die eigentlichen Experimente in der Regel nur eine halbe Stunde zur
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Verfiigung, bevor die Fluoreszenz des Farbstoffes zu stark abgenommen hat. Beobachtet
man mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops den Einstrom von Calciumionen durch die To-
nenkanéle, so kann ein starker Abfall der Fluoreszenzintensitit verzeichnet werden, da die
einstromenden Manganionen zum Quenchen von Fura-2 fithren. Diese Methode erméglichte
neben der Untersuchung der Herkunft der Calciumionen bei einer intrazelluldren Konzen-
trationserh6hung auch die Unterscheidung zwischen zellinternen und -externen Quellen
des Calciums [156].

3.9.4 Cadmium und Lanthan

Cadmium und Lanthan sind Schwermetalle, die zur Untersuchung der Aktivitiat von Calci-
umkanéilen verwendet werden. Cadmium ist ein zweiwertiges Kation, das den Einstrom von
Calciumionen via Calciumkanélen in die Zelle unterbinden kann [103, 157]. Schon geringe
Konzentrationen von weniger als 10 uM fithren zur Blockade der spannungsabhéngigen
Calciumkanéle. Da jedoch bei den durchgefiithrten Experimenten eine Blockade aller Cal-
ciumkanéle der Zelle erwiinscht war, wurde Cadmium mit einer Konzentration von 10mM
dem Medium zugesetzt [104].

Bei Lanthan handelt es sich um ein dreiwertiges Kation, das - im Gegensatz zu Cadmium
- auf Grund des elektrochemischen Gradienten iiber der Plasmamembran, extrazellulér
an die Membran gebundenes Calcium ersetzt. Durch diesen Ionenaustausch werden alle
aktiven und passiven Transportvorginge von Calciumionen in die Zelle unterbunden [104].
Um eine vollstédndige Blockade aller Calcium-Transportvorgéinge zu erreichen, wurde einem
sreduzierten Zellmedium® (siche Kapitel 3.10) Lanthan in einer Endkonzentration von
100puM zugesetzt. Das ,,reduzierte Zellmedium*® enthielt keine Bikarbonate und Phosphate
[196], da ansonsten sowohl Cadmium als auch Lanthan auf Grund ihrer physikalischen und
chemischen Eigenschaften zu einer Ausflockung im Medium fiithren wiirden.

3.9.5 EGTA

Hinter der Abkiirzung EGTA verbirgt sich der Chelator (Komplexbildner)
,»EthyleneGlycol-bis(beta-aminoethylether)-N,N’-Tetra-acetic-Acid“. EGTA ist in der
Lage, freie Calciumionen zu einem Komplex zu binden und erméglicht damit die Einstel-
lung der Calciumkonzentration in einem Medium [3]. Diese Eigenschaft wurde genutzt,
um im Experiment die extrazelluldre Calciumkonzentration auf den intrazellularen Wert
einzustellen, so dass es zur Aufhebung des Konzentrationsgradienten kam. Der Wegfall
des Gradienten war zur Kldarung der Erhchung der intrazelluldren Calciumkonzentration
von Noten. Fiir diese Experimente wurde dem Medium EGTA in Konzentrationen von
1uM bis 5uM zugesetzt.

3.9.6 ML-7

Das Zytoskelett dient neben der Adhésion auch der aktiven Formverinderung, der Zy-
toplasmabewegung sowie den Transportvorgéngen in der Zelle. Die Erzeugung der fiir
diese Prozesse notwendigen Kréfte erfolgt durch die Interaktion von Aktinfilamenten und
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Myosin-II. Letzteres wird durch die Calcium/Calmodulin-abhéngige Myosin-Light-Chain-
Kinase (MLCK) mobilisiert, deren Funktion durch ML-7 (Sigma Aldrich, USA) unterbun-
den werden kann.

ML-7 ist eine synthetische Verbindung, die an die ATP-Bindungsstelle der MLCK bindet
und diese blockiert [201, 81]. Hierdurch wird die zur Aktivierung von Myosin-II notwen-
dige Umlagerung eines Phosphations an der MLCK verhindert. Zur Blockade der MLCK-
Aktivitdt wurden die Zellen mit ML-7 in Konzentrationen von 1uM bis 10uM fiir eine
Stunde inkubiert.

3.10 Zellmedien

Experimente mit den Schwermetallen Cadmium und Lanthan erfolgten in reduziertem
Medium (in der Tabelle als ,red. Medium*“ bezeichnet). Der pH-Wert der Medien wurde
auf 7.4 eingestellt. Da die Pufferkapazitit der Medien durch den stetigen COq-Austausch
an der Medium-Luft-Schicht begrenzt ist, musste bei der Verwendung offener Zellkammern
die Perfusionsrate so gewahlt werden, dass der pH-Wert 7.8 nicht {iberstieg.

Die in der Arbeit verwendeten Zellmedien sind in der folgenden Tabelle aufgelistet:

PBS(Dulbecco) HAM s F10 red. Medium

Stoff mg/ml mg/ml mg/ml
NaCl 8000 7400 7400
KCl1 200 285 373
NaHsPOy 1150 154 -
NaHQPO4XH20 - - -
KHoPOy4 200 83 - -
MgClox6H20 100 - 407
MgSO4X7H20 - 153 -
CaCls 100 44 222
Glucose - 1100 1800
Phenolrot - 1,2 1,2
NaHCOj3 - 1200 -
FeSO4 7TH20 - 0,834 -
CuS0O4 5H,0 - 0,00249 -
ZnS0O4 THoO - 0,0288 -
Na-Pyruvat - 110 -
Hepes 2380 2380 2380

45



4 Das Kraftmikroskop

4 Das Kraftmikroskop

In diesem Kapitel wird eine Einfithrung in die Rasterkraftmikroskopie (engl. ,Atomic
Force Microscopy® - AFM) und deren Anwendungsmoglichkeiten in der Biologie gegeben.
Daneben erfolgt die Darstellung eines Kraftmikroskops, das zur gezielten mechanischen
Stimulation einzelner Zellen unter Beriicksichtigung verschiedener Stimulationsparameter
auf der Basis der Rasterkraftmikroskopie entwickelt wurde [214, 130]. Des Weiteren werden
die in dieser Arbeit erfolgten Weiterentwicklungen des Kraftmikroskops besprochen, die
zur Untersuchung der Mechanotransduktion in Osteoblasten notwendig waren.

4.1 Einleitung

Die Basis des AFMs bildet die Rastertunnelmikroskopie (engl. ,Scanning Tunelling Mi-
croscopy“ - STM), die topographische Abbildungen von elektrisch leitenden Oberfléichen
in atomarer Auflosung erméglicht. Das STM wird vor allem zur Charakterisierung von
Halbleiteroberflachen verwendet. Der entscheidende Nachteil, dass mittels des STMs nur
leitende Materialien untersucht werden koénnen, fithrte im Jahr 1986 zur Entwicklung des
Rasterkraftmikroskops durch Binnig, Gerber und Quate [15]. Binnig wurde fiir diese Er-
findung mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Die Funktionsweise des AFMs dhnelt der eines
STMs: eine Spitze mit moglichst geringem Durchmesser wird iiber die zu untersuchende
Oberfliche der Probe bewegt. Die Spitze befindet sich dabei an dem einen Ende eines
Auslegers (Cantilever). Im Gegensatz zum STM werden die topographischen Anderungen
jedoch nicht durch ein zwischen Spitze und Probe angelegtes elektrisches Feld, sondern di-
rekt iiber die Auslenkung des Cantilevers bestimmt. Diese wird durch die Wechselwirkung
zwischen Spitze und Probenoberfliche hervorgerufen und mit Hilfe eines auf den Riicken
des Cantilevers gelenkten Laserstrahls erfasst. Die Rasterkraftmikroskopie ermdoglicht in
lateraler Richtung eine Auflosung bis in den Sub-Nanometer-Bereich und ist damit um
ein Vielfaches besser als die Lichtmikroskopie. In vertikaler Richtung kann die Auflésung
bis in den atomaren Bereich erhoht werden [80]. Mit der Entwicklung des AFMs gelang es
erstmals, Oberflichen von nicht-leitenden Materialien mit einer Genauigkeit von 10~°m

abzubilden [167].

Das physikalische Prinzip des Rasterkraftmikroskops gleicht dem einer Feder. Durch
die Interaktion zwischen Oberfliche und Cantilever-Spitze, die in Abhéngigkeit vom Ab-
stand durch verschiedene Kréfte (zum Beispiel van-der-Waals- oder Coulomb-Krifte) un-
terschiedlich stark beeinflusst wird, kommt es zu einer Auslenkung des Cantilevers. Diese
kann mittels eines Laserstrahls und einer Vier-Quadranten-Photodiode auf weniger als
einen Nanometer genau bestimmt werden. Wird die Hérte des Cantilevers und damit die
Federkonstante im Hinblick auf die Materialeigenschaften der zu untersuchenden Ober-
flache richtig gewéhlt, so konnen auch sehr weiche Oberflichen einer strukturellen Be-
obachtung unterzogen werden. Mit einem System, das die Auslenkungen der Feder zur
topographischen Darstellung nutzt, konnen, wenn die Federkonstante des Cantilevers be-
kannt ist, auch Kréfte im Bereich von einigen Piko-Newton (pN) gemessen oder appliziert
werden. Auf dieser Kraftskala spielen sich unter anderem molekulare Bindungs- und in-
trazellulire Vorgdnge ab. Trotz dieser Moglichkeiten erfolgte erst vor einigen Jahren die
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Adaption und Anwendung der Rasterkraftmikroskopie auf biologische und chemische Fra-
gestellungen [91, 132, 141].

In den letzten Jahren hat sich das Rasterkraftmikroskop fiir Zellbiologen als ein wichti-
ges Werkzeug etabliert. Es dient unter anderem der topographischen Abbildung einzelner
Zellen oder deren Strukturen [85, 133, 179] wie dem Zytoskelett [192]. Aber auch einzel-
ne Teile der Zellstrukturen [127] und sogar DNA-Strénge konnten dargestellt [208] und
letztere hinsichtlich ihrer mechanischen Stabilitdt untersucht werden [28]. Hierbei wird die
Sensibilitdt der Kraftmessung unter anderem zur Bestimmung von zelluldren [200] und
bakteriellen Adhésionskréften [59] sowie von Bindungskriften zwischen einzelnen Protei-
nen oder Molekiilen genutzt [199, 142]. Die Moglichkeit, extrem kleine Krifte exakt mes-
sen zu konnen, macht man sich auch bei der Erforschung der mechanischen Eigenschaften
von Zellen zu Nutze. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen sollen helfen, das Verhalten
von Zellen physikalisch besser zu verstehen [184, 203, 22]. Auch dynamische Vorgénge in
Zellen [218] sowie die Kraftverteilung innerhalb der Zelle und deren Weiterleitung zum
Substrat [152] werden untersucht. Trotz der genannten Beispiele steht die Anwendung der
Rasterkraftmikroskopie in der Zellbiologie aber noch immer an ihren Anfingen.

Die in dieser Arbeit beschriebene Planung und Entwicklung eines Kraftmikroskops zur
gezielten Stimulation einzelner Osteoblasten erfolgte zu einem Zeitpunkt, zu dem kom-
merzielle Systeme nicht fiir kombinierte Anwendungen mit invertierten Mikroskopen her-
gestellt wurden. Das hier verwendete Kraftmikroskop ist fiir die mechanische Stimulation
von biologischem Gewebe bei simultaner Fluoreszenzmessung optimiert. Inzwischen sind
auf dem Markt kommerzielle Systeme zur Anwendung in der Biologie erhiltlich (z.B. Bios-
cope, Veeco, USA).

Im folgenden Abschnitt wird zunéchst der Aufbau des eindimensionalen Kraftmikroskops
vorgestellt, das die vertikale Stimulation (bedeutet hier: relativ zur Adhésionsrichtung)
einzelner Zellen ermdoglicht. Die Weiterentwicklung zu einem dreidimensionalen Kraftmi-
kroskop und der damit verbundenen Moglichkeit, die Richtung der Stimulation beliebig zu
wiéhlen, sowie prinzipiell topographische Messungen durchfiithren zu kénnen, wird in dem
darauf folgenden Kapitel besprochen. In einem weiteren Punkt werden die notwendige
Kalibrierung des Kraftmikroskops fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten Mes-
sungen und die Bestimmung der Federkonstanten der Cantilever beschrieben. Am Ende
erfolgt die Darstellung der externen Frequenzgenerierung, die eine entscheidende Verbes-
serung des Kraftmikroskops darstellt.

4.2 Das eindimensionale Kraftmikroskop

Das eindimensionale Kraftmikroskop ermoglicht - in Bezug auf adhérente Zellen - eine
gezielte mechanische Stimulation aus vertikaler Richtung. Die Apparatur wurde entspre-
chend den Prinzipien eines Rasterkraftmikroskops entwickelt (sieche Abbildung 19).

4.2.1 Die Detektionseinheit

Die Detektionseinheit besteht aus einem Laser, der auf den Riicken des Cantilevers fokus-
siert wird. Von hier gelangt das reflektierte Licht iiber einen Goldspiegel auf einen posi-
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Kraftmikroskops zur eindimensionalen Stimu-
lation von Zellen. Das Licht einer Laserdiode wird auf den Cantilever fokussiert und das re-
flektierte Licht so auf einen positionsempfindlichen Detektor geleitet, dass die Auslenkung des
Cantilevers bestimmt werden kann. Ein Glasblock dient zur Stabilisierung der Brechungsebenen
im Medium. Die gesamte Detektionseinheit ist zur groben Positionierung oberhalb der Probe an
drei Schrittmotoren befestigt. Der eindimensionale piezoelektrische Verschiebetisch steuert die
vertikale Positionierung der optischen Detektionseinheit. Das System ist auf einem invertierten
Fluoreszenzmikroskop aufgebaut und anstelle einer méglichst kleinen Spitze befindet sich an dem
einen Ende des Cantilevers eine 10um messende Silika-Kugel.

tionsempfindlichen Detektor (engl. ,Position Sensitive Device“ - PSD). Ein PSD (1L30,
SiTek, Schweden) ist einer Vier-Quadranten-Photodiode [180] vorzuziehen, da mit erste-
rem auch grofie Auslenkungen ohne Nichtlinearitidten detektiert werden konnen [37]. Kleine
Auslenkungen des Cantilevers werden auf Grund des langen Lichtweges am Detektor in
grofle Auslenkungen des Laserstrahls umgesetzt (siche Abbildung 20). Der positionsemp-
findliche Detektor liefert Photostrome, die mit der Lichtverteilung korrelieren. Mit dieser
lasst sich die Auslenkung des Cantilevers bis in den atomaren Bereich bestimmen. Um
bei den Messungen den Kontakt des Substrates mit der Deckglasoberseite zu vermeiden,
befindet sich der Ausleger in einer Halterung, die eine Inklination von 13° aufweist.

Da die Messung an Zellen in einer Fliissigkeitskammer erfolgt, ist direkt oberhalb des
Cantilevers ein Block aus Polykarbonat positioniert. Dieser wird verwendet, um den
Durchgang des Laserstrahls durch die Luft-Fliissigkeits-Grenzschicht zu vermeiden. Letz-
tere konnte zu ungewollten Variationen der Lichtverteilung auf dem PSD und somit zu
scheinbaren Auslenkungen des Cantilevers fithren. Beispielsweise kénnte schon eine geringe
Anderung des Fliissigkeitsstandes in der Zellkammer die Reflektions- und Brechungseigen-
schaften und damit den Ort des Laserspots so verdndern, dass Artefakte in der Messung
entstiinden.
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Abbildung 20: Grundprinzip der optischen Detektion des Kraftmikroskops. Dargestellt ist
der Strahlengang ohne Deflektion des Auslegers (linkes Bild) und nachdem der Cantilever durch
eine z- Verschiebung der Detektionseiheit ausgelenkt wurde (rechtes Bild). Durch die Auslenkung
dndert sich die Lichtverteilung auf dem PSD.

4.2.2 Positionierung des Detektors

Zur lateralen Positionierung der Detektionseinheit relativ zu der zu untersuchenden Ober-
flache, ist diese an zwei elektrischen Schrittmotoren (SM30, OWIS, Deutschland) befestigt.
Mittels eines dritten Schrittmotors kénnen zwei planparallele Platten, die die Basis der
Kraftapparatur bilden, vertikal zueinander verschoben werden. Da die komplette Detek-
tionseinheit an der unteren Platte befestigt ist, kann eine grobe vertikale Positionierung
oberhalb der zu untersuchenden Probe vorgenommen werden.

Um den Betrieb des Kraftmikroskops auf einem invertierten Fluoreszenzmikroskop zu
ermoglichen, wurde das System so entworfen, dass es stabil auf drei vertikalen Fiithrungs-
stangen steht, an denen die planparallelen Platten befestigt sind. Die Zellkammer besitzt
ein integriertes Perfusionssystem, das einen kontinuierlichen Austausch des Nahrmediums
gewihrleistet (sieche Abbildung 21). Die innerhalb der Zellkammer erforderliche Tempe-
ratur von 37°C wird mittels eines elektronischen Regelkreises am Rand der Kammer von
Ohmschen Widerstéanden erzeugt.

Die Fein-Positionierung des Cantilevers und damit des Detektionskopfes erfolgt mit-
tels einer piezoelektrischen Keramik (P-753.31C, Physik Instrumente, Deutschland). Diese
ermoglicht die Positionsdnderung des Messkopfes in vertikaler Richtung relativ zur Fliissig-
keitskammer (und damit zu den Zellen) mit einer Genauigkeit von 0,2nm. Hysterese- und
Schleicheffekte konnen dabei nahezu ausgeschlossen werden, da der piezoelektrische Kri-
stall iiber einen kapazitiv gekoppelten Abstandssensor verfiigt. Der Verstellweg betrigt
38um, so dass groBe Auslenkungen des Cantilevers erméglicht werden. Uber eine Regel-
schleife (Steuergeriit: E-661.CP, Physik Instrumente, Deutschland) lassen sich gezielt Po-
sitionen mit einer Wiederholungsgenauigkeit von 3nm ansteuern. Durch die Integration
der piezoelektrischen Keramik im Detektionskopf kann das System mit einem invertierten
Mikroskop kombiniert werden. Dabei ist im Gegensatz zu herkommlichen Rasterkraftmi-
kroskopen, die das Anbringen der Probe auf dem Piezo voraussetzen, die piezoelektrische
Keramik vor Fliissigkeiten aus der Zellkammer geschiitzt. So kann einer Zerstorung des
Piezos vorgebeugt werden.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Zellkammer mit Perfusionssystem und Tempe-
raturstabilisierung.

4.2.3 Ansteuerung des Kraftmikroskops

Sowohl der piezoelektrische Kristall als auch die Schrittmotoren werden iiber einen Com-
puter angesteuert. Auch das Auslesen der analogen PSD-Signale erfolgt rechnergestiitzt.
Das hierfiir erforderliche Programm wurde in Delphi 5.0 (Borland, USA) geschrieben und
erlaubt das Programmieren beliebiger Stimulationsprofile. Die Umwandlung analoger Si-
gnale vom PSD (£ 10V) und vom kapazitiven Sensor des piezoelektrischen Kristalls in
digitale Werte erfolgt mit der MAD-16 in Kombination mit einer PCI-Base-300 (BMC
Schetter, Deutschland). Die fiir den Piezo-Kristall generierten digitalen Stellsignale werden
tiber die MDA-16 (BMC Schetter, Deutschland) analog gewandelt. Da die PCI-Base-300
auf Grund ihrer Treiberkonfiguration ein direktes Schreiben der Werte auf die Festplatte
(engl. streaming) ermoglicht, stellt eine Abtastrate von 1kHz kein Problem dar. Alle not-
wendigen Kalibrierungsmethoden wurden in die Software integriert. Des Weiteren erfolgte
die Automatisierung vieler Messroutinen, so dass das System eine Reihe von Messungen
autonom, ohne benutzerbedingte Eingriffe durchfithren kann. Hierdurch kénnen &uflere
Storeinfliisse minimiert werden. Der Zugang zu allen Regelalgorithmen erlaubt auflerdem
eine flexible und individuelle Anpassung der Apparatur und der Stimulationsprofile.

4.2.4 Der Cantilever

Sofern nicht anders erwiahnt wurden in dieser Arbeit Cantilever des Typs NP-S der Fir-
ma Veeco (USA) verwendet. Thre Federkonstante betrégt 0,075N/m, so dass sie mit dem
Kraftmikroskop eine Kraftauflosung von circa 200pN ermoglichen. Die Cantilever weisen
eine dreieckige Form (V-Form) auf. Bisher nahm man an, dass diese soll Vergleich zur
rechteckigen Form eine hohere Stabilitit gegeniiber lateralen Kriften (Torsion) gewéhrlei-
stet. Diese Annahme wurde jedoch in letzter Zeit auf Grund préziserer Messungen in Frage
gestellt. Diese zeigten, dass die Torsionssteifigkeit von V-Cantilevern nur unter bestimmten
Voraussetzungen hoher ist [197].

Fiir hochauflésende topographische Messungen besitzen die Cantilever eine scharfe Spit-
ze, die im Idealfall an ihrem duflersten Ende nur ein Atom aufweist. Die kommerziellen
Cantilever haben laut Hersteller (Veeco, USA) einen Radius zwischen 5nm und 40nm. Da
ein solcher Radius die Zellmembranen zu schnell verletzen wiirde, wurden Cantilever ohne
Spitze erworben und jeweils mit einer kleinen Mikrokugel mit einem Durchmesser zwischen
4pm und 20pum versehen (siehe Abbildung 19). Die Mikrokugeln bestehen aus Silika-Glas
und wurden mit Epoxy-HeiBkleber in einem Verfahren nach Raiteri und Preufl [186] an
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die Cantilever geklebt; fiir eine ausfiihrlichere Beschreibung siehe [214].

4.3 Das dreidimensionale Kraftmikroskop

In diesem Kapitel erfolgt die Beschreibung der in dieser Arbeit durchgefiihrten Weiterent-
wicklung des eindimensionalen Kraftmikroskops zu einem dreidimensionalen Kraftmikro-
skop, das zur Untersuchung der richtungsspezifischen Mechanotransduktion diente.

Wiéhrend nicht-adhérente Zellen ein dreidimensionales, fast isotropes System darstel-
len, besitzen adhérente Zellen eine ausgezeichnete Richtung. Das ldsst die Vermutung zu,
dass nicht nur Stimulationsfrequenz und -amplitude beziehungsweise die Zyklenzahl einen
Einfluss auf die Mechanotransduktion haben, sondern auch eine Richtungsabhingigkeit
existiert. Um die eventuelle Richtungsabhéngigkeit der Mechanotransduktion untersuchen
zu konnen, war die Weiterentwicklung des Kraftmikroskops zu einer dreidimensionalen
Messeinheit notwendig (siehe Abbildung 22). Das dreidimensionale Kraftmikroskop wird
im Folgenden beschrieben.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung des Kraftmikroskops fiir die dreidimensionale Sti-
mulation: Das Licht einer Laserdiode wird auf den Cantilever fokussiert und das reflektierte Licht
so auf einen dreidimensionalen, positionsempfindlichen Detektor geleitet, dass sowohl die vertika-
le Verbiegung als auch die laterale Torsion des Cantilevers bestimmt werden kann. Ein Glasblock
dient zur Stabilisierung der Brechungsebenen im Medium. Die gesamte Detektionseinheit ist zur
groben Positionierung oberhalb der Probe an drei Schrittmotoren befestigt. Die Kombination
aus ein- und zweidimensionalen piezoelektrischen Verschiebetischen ermdéglicht die dreidimensio-
nale Positionierung der optischen Detektionseinheit und damit die Stimulation der Probe. Das
gesamte System ist auf einem invertierten Fluoreszenzmikroskop aufgebaut und anstelle einer
moglichst kleine Spitze befindet sich an dem einen Ende des Cantilevers eine 10um messende
Silika-Kugel.
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4 Das Kraftmikroskop

4.3.1 Prinzip der Detektionseinheit

Zur topographischen Vermessung einer Oberfliche wird in kommerziellen Systemen die
Spitze eines Cantilevers iiber die Probe gerastert. Das Rasterkraftmikroskop kann hierbei,
je nach Material und Umgebungsbedingungen, in verschiedenen Modi betrieben werden.
Im Kontaktmodus ( ,,contact-mode“) steht der Cantilever permanent mit der Probenober-
flache in Verbindung und wird seitlich {iber die Probe gefahren. Dabei erfolgt eine vertikale
Auslenkung des Cantilevers. Mittels der hierbei gewonnenen Daten kann die Topographie
der Probe bestimmt werden. Die auf Grund von Reibungskriften zwischen Spitze und
Oberflache zusétzlich auf den Cantilever wirkenden lateralen Kréfte verursachen eine Ver-
drehung (Torsion). Obwohl solche torsionalen Effekte bei topographischen Messungen eher
unerwiinscht sind, hat sich hieraus ein weiteres Spezialgebiet, die Nanotribologie, etabliert.
Sie untersucht Reibung auf der Nanometerskala. Hierbei zeigen sich vollig andere physi-
kalische Effekte als aus der makroskopischen Analyse der Reibung bekannt sind [131]. Die
laterale Kraft auf den Cantilever kann unter Zuhilfenahme der torsionalen Federkonstante
bestimmt werden.

Das beschriebene Prinzip wurde auf die Kraftapparatur iibertragen, um laterale Kréfte
auf Zellen ausiiben zu konnen. Die exakte Bestimmung der vertikalen Auslenkung des Can-
tilevers kann im Prinzip weiterhin mit Hilfe eines eindimensionalen PSDs (siehe Kapitel
4.2) erfolgen. StoBt der Cantilever nun jedoch lateral gegen eine Zelle, so wird er verdreht.
In der Folge kommt es, im Vergleich zur Anderung der Lichtverteilung auf dem PSD bei
vertikaler Auslenkung des Cantilevers, zu einer orthogonalen Auslenkung des Laserstrahls.
Sie ist in Abbildung 23 dargestellt: der Cantilever befindet sich zunéchst, aus der Rich-

A B
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Cantilever N
Cantileve Cantilever
Sample Sample

Abbildung 23: Das Grundprinzip der optischen Detektion des Kraftmikroskops ist in der
Abbildung schematisch dargestellt. (A) Der Cantilever befindet sich aus der Sicht des Betrachters
hinter der Probe (Sample) und steht mit dieser nicht in Kontakt. Folglich liegt keine Torsion vor.
(B) Der Cantilever tritt durch die laterale Verschiebung der Detektiongseinheit in x-Richtung
mit der Probe in Kontakt und wird dabei verdreht. An dem positionsempfindlichen Detektor
kann in der Folge eine laterale Auslenkung des Laserstrahls beobachtet werden.

tung des Betrachters, hinter der Probe (A). Beim Auftreffen auf die Probe (B) dndert
sich durch die Torsion des Cantilevers die laterale Deflektion des Laserstrahls. Letztere
kann mit einem eindimensionalen PSD durch eine Drehung des Detektors um 90° gemes-
sen werden. Neben der lateralen Deflektion des Cantilevers treten aber zusétzlich vertikale
Kréfte auf. Damit bei den Messungen beide Achsen synchron beobachtet werden kénnen,
muss ein zweidimensionaler positionsempfindlicher Detektor zum Einsatz kommen. Das
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hierfiir verwendete PSD registriert die Lichtintensitéit in zwei Ebenen und hat eine aktive
Fldache von 20x20mm (21.20-CP7, SiTek, Schweden). Die durch Lichteinfall entstehenden
Photostrome werden iiber vier Kontakte abgeleitet. Aus der Differenz- und Summenbil-
dung dieser Photostrome kann die x- und y-Position des Laserspots (der Lichtverteilung)
wie folgt berechnet werden:

—_ ICLI - ICL2 (4)
Ial +Ia2
]cl - [c2
Yy =% % 5
Icl + ]c2 ( )

Ahnlich dem eindimensionalen PSD besitzt der zweidimensionale PSD iiber den gesam-
ten Detektions-Bereich eine hohe Linearitdt. Um die Detektion beziiglich des neuen Frei-
heitsgrades zu optimieren, wurden einige Bauteile wie zum Beispiel die Spiegelhalterung
modifiziert.

4.3.2 Positionierung des Detektors

Um aus dem eindimensionalen Kraftmikroskop ein dreidimensionales zu erhalten, wur-
de ein zweiter piezoelektrischer Kristall eingebaut, der einen Verstellweg von 100um in
zwei zusétzlichen Ebenen erméglicht (P-734.2CL, Physik Instrumente, Deutschland). Die
Ansteuerung der beiden Achsen erfolgt mittels Regelungen des Typs E612.CO (Physik In-
strumente, Deutschland), die in ein gemeinsames Chassis (E501.10 Physik Instrumente,
Deutschland) integriert werden. Durch kapazitive Sensoren wird ein ,,Close-Loop-Betrieb“,
wie er in Kapitel 4.2 beschrieben ist, ermoglicht. Da die ,,out-of-face “~-Bewegung des Piezos
maximal zwei Nanometer betréigt, wird die vertikale Positionierung kaum beeinflusst.

4.3.3 Ansteuerung des Kraftmikroskops

Die rechnergestiitzte Ansteuerung aller Komponenten und das Auslesen der Messwerte
des eindimensionalen Kraftmikroskops erfolgen iiber eine PCI-Schnittstelle (PCI-Base-300)
und mittels der AD/DA-Wandler MAD16 und MDA16 (siehe Kapitel 4.2). Die Erweite-
rung des Systems auf drei Dimensionen erforderte zusétzliche Ein- und Ausgangs-Kanile.
Diesen waren notwendig, um die Ansteuerung des piezoelektrischen Verschiebetisches, das
Auslesen des Monitorsignals der kapazitiven Sensoren und das Auslesen des zweidimen-
sionalen PSDs zu erméglichen.

Da zwei PCI-Base-300-Karten nicht gleichzeitig in einem Rechner betrieben werden
konnen, wurde auf das Nachfolgemodell (PCI-Base-1000) zuriickgegriffen. In der Praxis
zeigte sich jedoch, dass dieses System kein ,streaming”, das heifit ein ,flieendes” Weg-
schreiben der Eingangsdaten auf die Festplatte erlaubt. Das wére jedoch zum Erhalt einer
Abtastrate des PSD-Signals von 1000Hz notwendig. Um nicht auf wesentlich teurere Her-
steller zuriickgreifen zu miissen, wurde eine alternative Losung realisiert: das Stellsignal
des Piezos wird zunéchst fiir jeden Zeitpunkt der Stimulation vom Computer berechnet,
anschliefend alle anderen laufenden Prozesse gestoppt und ein so genannter ,, Thread* ge-
startet. Dieser iibermittelt die fiir die Zeitpunkte berechneten Stellsignale in Echtzeit an
den Piezo. Um das beschriebene Prinzip auf alle drei Dimensionen iibertragen zu kénnen,
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wurde ein zweiter Rechner (Nebenrechner) mit einer PCI-Base-300 und entsprechenden
AD/DA-Karten bestiickt, der zweidimensionale piezoelektrische Verstelltisch angeschlos-
sen und ein rudimentéires Windows 98 installiert. Eine direkte Netzwerkverbindung zwi-
schen den beiden Computern erlaubt den Austausch von Daten. Die Idee hierbei war es,
mit Hilfe einer schnellen Datenverbindung auch die Funktionen des Nebenrechners und
damit die Ansteuerung des zweidimensionalen Piezos iiber den Hauptrechner zu ermogli-
chen. Wie Tests zeigten, konnen kurze Zeichenketten (Strings) tiber das TCP /IP-Protokoll
mit Verzogerungen von deutlich unter 5ms iibertragen und vom Computer befehlsorien-
tiert zerlegt und ausgefithrt werden. Damit kann die Ansteuerung des zweidimensionalen
Piezos durch den Hauptrechner iiber die Netzwerkverbindung zum Nebenrechner nahezu
in Echtzeit erfolgen und auch kombinierte Stimulationen (laterale und vertikale Rich-
tungskomponenten) koénnen ohne signifikante Phasendifferenz durchgefiihrt werden. Die
Programmierung aller Routinen erfolgte auch hier in Delphi 5.

Die beschriebene Messanordnung stellte sich als sehr effizient, kostengiinstig und sicher
heraus. Durch die Einbindung neuer Routinen, zum Beispiel der Kalibrierung der Can-
tilever innerhalb des Hauptprogramms gelang es, viele Prozesse zu automatisieren und
zu vereinfachen. So konnten alle Messungen im kalibrierten Zustand durchgefiithrt und
gespeichert werden.

4.4 Kraft-Abstands-Kurven, Kalibrierung und Federkonstante

Die Kraft-Abstands-Kurven stellen typische Datensétze von Messungen mit dem Kraftmi-
kroskop dar. Sie ermdoglichen zahlreiche Analysen. Um Kréfte aus diesen Kurven ablesen
zu konnen, muss einer bestimmten Auslenkung des Cantilevers eine bestimmte Kraft zuge-
ordnet werden. Diese Kalibrierung erfordert ebenfalls die Erzeugung von Kraft-Abstands-
Kurven.

Da zur Kalibrierung der Cantilever deren Federkonstanten erforderlich sind, werden
anschlieBend unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der vertikalen und lateralen Fe-
derkonstanten dargestellt.

4.4.1 Kraft-Abstands-Kurven und Kalibrierung

Jede zyklische Stimulation ermoglicht die Messung des Wertepaares ,,Abstand“ (die Pie-
zoauslenkung) und ,, Auslenkung® (das PSD-Signal). Dieses Wertepaar dient der Generie-
rung einer Kraft-Abstands-Kurve. Fiir die Messung wird der Cantilever an die Oberfliche
angendhert und nach Erreichen des maximalen Ausschlags zuriick in die Ausgangsstellung
gebracht. Ist die Position der Oberfliche bekannt, kann der absolute Abstand zwischen
Cantileverspitze und Oberfliche berechnet werden.

Bei Messungen auf einem festen Substrat wie beispielsweise Glas erhélt man eine Kraft-
Abstands-Kurve wie in Abbildung 24 dargestellt: die rote Kurve (Anndherungskurve) zeigt
die Auslenkung des Cantilevers, die wiahrend der Anndherung an die Oberflache auftritt.
Da kein Kontakt zur Oberfliche besteht, ist die Steigung der Kurve zunéchst Null. Ist das
Substrat erreicht, wird der Cantilever ausgelenkt. Dabei ist die Anderung der Ausgangs-
spannung am PSD linear an die Auslenkung des Cantilevers und damit an den Stellwert
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Abbildung 24: Kraft-Abstands-Kurve auf einer harten Oberfliche (Glas). Aufgetragen ist die
Auslenkung des Cantilevers (Detector Signal) gegeniiber der Piezoausdehnung (Piezo Position).
Die rote Kurve entsteht durch die Annédherung des Cantilevers an die Glasoberfldche, bis es durch
den Kontakt zur Auslenkung kommt. Die blaue Kurve beschreibt den Riickzug des Cantilevers
von der Oberfliche. Die in schwarz dargestellte lineare Ausgleichsgerade dient der Berechnung
der Sensitivitdt der Apparatur. Ist diese bekannt, so kénnen Auslenkungen am PSD direkt in
eine Kraft umgerechnet werden.

des Piezos gekoppelt (siehe linearen Fit in Abbildung 24). Die blaue Kurve der Graphik
zeigt die Verbiegung des Cantilevers wihrend des Riickzugs von der Oberfliche nach Er-
reichen der maximalen Auslenkung an (Riickzugskurve). Die hierbei zwischen der Spitze
und der Oberfliche auftretenden Adhésionskréfte fithren so lange zu einer negativen Ver-
biegung, bis die Adhésionskrafte iiberwunden sind und der Cantilever in seine Ruhestel-
lung zuriickkehrt. Durch die Steigung der Kraft-Abstands-Kurve im Kontaktbereich kann
die Sensitivitat der Apparatur, das heilit das Verhéltnis von der Piezoverschiebung zur
Anderung des PSD-Signals [nm/V] ermittelt werden. Mit Hilfe der Sensitivitdt kann bei
elastischen und viskoelastischen Materialien die nichtlineare Deflektion des Cantilevers in
eine Kraft umgerechnet werden. Hierfiir muss die Federkonstante bekannt sein. Je kleiner
der Wert der Sensitivitdt und der Federkonstanten ist, desto besser ist die Kraftauflosung
des Systems.

Nach der oben beschriebenen Kalibrierung des Systems kénnen Zellen mechanisch sti-
muliert werden. Die Stimulation fiihrt zu Kraft-Abstands-Kurven, wie sie exemplarisch in
Abbildung 25 gezeigt ist: zu Beginn der Stimulation sind die applizierten Kréfte zunéchst
gering und die Zelle ist sehr weich (kleines Elastizitatsmodul), so dass eine kleine Steigung
der Anndherungskurve (rot) resultiert. Mit zunehmender Deformation der Zelle nimmt ih-
re Steifigkeit zu. Nach Erreichen der maximalen Auslenkung wird der Cantilever mit dem
gleichen Geschwindigkeitsprofil wie bei der Annédherung in seine Ausgangsstellung zuriick-
gebracht (schwarze Riickzugskurve), wobei die Zelle teilweise deformiert bleibt. Diese vis-
koelastische Deformation kann am Abstand zwischen Anndherungs- und Riickzugs-Kurve
abgelesen werden. Unter Zuhilfenahme der zuvor bestimmten Sensitividt und der Feder-
konstanten kann jetzt das PSD-Signal in eine Kraft umgerechnet werden (Y-Achse der
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Abbildung 25: Kraft-Abstands-Kurve auf einer Zelle, aufgenommen mit dem Kraftmikroskop.
Die am PSD registrierte Auslenkung des Cantilevers wurde direkt in eine Kraft umgerechnet.
Die rote Kurve gibt die Annédherung des Cantilevers auf die Zelloberfliche wieder. Die schwarze
Kurve stellt den Riickzug des Cantilevers dar. Durch die viskoelastischen Eigenschaften der Zelle
liegt die Riickzugskurve unterhalb der Anndherungskurve. Aus der Fliche zwischen den beiden
Kurven kann die dissipierte Energie berechnet werden.

Abbildung 25).

Neben der maximalen Kraft kann aus den Kraft-Abstands-Kurven auch die graduelle
Steifigkeitszunahme der Zelle und die in das Zellsystem eingebrachte Energie berechnet
werden. Letztere wird durch die Flidche zwischen Annéherungs- und Riickzugs-Kurve re-
prasentiert.

Die Kraft-Abstands-Kurven zeigen teilweise hoherfrequente Rauschanteile, die von dufle-
ren Storeinfliissen herrithren. Hierfiir sind neben dem Anwender in erster Linie Geb&dude-
schwingungen - hervorgerufen zum Beispiel durch Klimaanlagen - verantwortlich. Die-
se Rauschquellen begrenzen die Kraftauflosung des Systems erheblich. Um das Rau-
schen moglichst gut eliminieren zu kénnen, wurde ein mit Luft geddmpfter Schwebetisch
(500er Serie, TMC, USA) verwendet. Jedoch weist der Frequenzgang des Tisches Tiefpass-
Eigenschaften auf, so dass Schwingungen unter 30Hz nur schlecht geddmpft werden (siehe
Abbildung 26). Hier entsteht ein Problem, da die Gebdudeschwingungen im Bereich zwi-
schen 20 und 25 Hz liegen. Selbst eine Optimierung des Schwebetisches konnte dieses
Problem nur zum Teil beheben, da die grofiten Amplituden in lateraler Schwingungsrich-
tung auftreten. Letztere werden jedoch deutlich schlechter gedampft als vertikale Schwin-
gungen. Der Einsatz eines aktiv-gedampften Schwebetisches, beispielsweise auf der Basis
piezoelektrischer Verstelleinheiten, konnte das Problem losen, scheiterte jedoch an Kosten-
griinden.

4.4.2 Bestimmung vertikaler Federkonstanten

Die vertikale Federkonstante eines Cantilevers kann haufig dem Datenblatt des Herstellers
entnommen werden. Die Produktion der Cantilever erfolgt in grofler Stiickzahl auf Wa-
fern. Da Ihre Federkonstante mit der Position auf dem Wafer um bis zu 20% variieren
kann, ist die Kalibrierung jedes einzelnen Cantilevers notwendig. Im Folgenden werden die
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Abbildung 26: Dimpfungseigenschaften des Schwebetisches von TMC' (Quelle: TMC)

wichtigsten Kalibrierungsmethoden erlautert.

Thermisches Rauschen und Substrat-Kopplung Die Federkonstante eines Cantilevers
kann durch die Analyse des thermischen Rauschens bestimmt werden. Da sich ein Can-
tilever wie ein Federpendel mit angehéngter Masse verhilt, folgt dieser dem Hook “schen
Gesetz. Dieses besagt, dass die Riickstellkraft einer Feder proportional zu deren Auslen-
kung ist. Auf Grund der thermischen Anregung hat ein solcher harmonischer Oszillator
immer eine mittlere Energie, die sich nach dem Gleichverteilungssatz der Thermodynamik
zu gleichen Teilen auf potentielle und kinetische Energie aufteilt:

2
P 1
H = % + imquQ (6)
Mittels der Boltzmann-Konstanten ergibt sich damit fiir die Federkonstante der Cantile-

Ver: k.BT
= (7)

Dabei charakterisiert (¢?) die mittlere quadratische Auslenkung des Oszillators. Quadriert
man das Schwingungsspektrum, so ergibt sich das Leistungsdichtediagramm. Nach dem
Parsevalschen Theorem entspricht dabei die Fléche unter der Kurve der mittleren quadra-
tischen Auslenkung (¢?). Durch Anfitten mit einer Lorentzkurve kann die Fliche bestimmt
werden. Eine detailliertere Beschreibung der Berechnung erfolgte durch Hutter [111]. Der
Nachteil bei der Verwendung des thermischen Rauschens zur Bestimmung der Federkon-
stanten liegt in der verhédltnisméfBig groflen Ungenauigkeit. Der Standardfehler betriagt bis
zu 30% [178]. Der Vorteil ist jedoch, dass mit dieser Methode Cantilever mit angekleb-
ten Mikrokugeln, wie sie im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz kamen, kalibriert werden
konnen. Der verwendete Kleber beeinflusst die Federkonstante des Cantilevers und wird

beispielsweise in der Berechnung der Federkonstanten nicht beriicksichtigt (siehe folgenden
Abschnitt).

Alternativ zu der oben vorgestellten Methode des thermischen Rauschens kann die von
Craig beschriebene Prozedur zu Kalibrierung von Cantilevern angewendet werden [38]. Bei
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4 Das Kraftmikroskop

dieser Methode wird unter dem zu kalibrierenden Cantilever ein Substrat mit harmoni-
schen Oszillationen angeregt. Die Schwingungen des Substrates koppeln iiber viskoelasti-
sche Effekte mit der kolloidalen Sonde des Cantilevers. Dessen dynamische Antwort kann
daraufhin zur Bestimmung der Federkonstanten herangezogen werden. Auch wenn hier die
am Cantilever angeklebten Partikel zur Bestimmung der Federkonstanten berticksichtigt
werden, ist diese Methode jedoch experimentell zu aufwendig.

Berechnung der Federkonstanten Die einfachste Moglichkeit, die Federkonstante eines
Cantilevers zu bestimmen, ist die Berechnung mit Hilfe seiner physikalischen Eigenschaften
[205]. Jedoch ist auch diese Methode mit groflen Fehlern behaftet. Die Berechnung erfolgt

nach der Formel: s
Fw [t
E=—— |-
- (3) (®)

Dabei symolisiert k die Federkonstante fiir balkenférmige Cantilever, w, t und | seine Brei-
te, die Hohe und die Lange. E charakterisiert das Elastizitdtmodul des Auslegers. Letzteres
lasst sich allerdings nur schwer bestimmen. Die Hohe stellt einen kritischen Parameter dar,
da sie in der dritten Potenz in die Berechnung eingeht. So fithren kleine Variationen bei
der Herstellung bereits zu einer erheblichen Anderung der Federkonstanten. Schon das
Bedampfen mit Gold fiihrt zu einem signifikanten Einfluss auf das Elastizitdtsmodul des
Cantilevers und damit auf die Federkonstante. Aulerdem wurden in der vorgestellten
Kraftapparatur iiberwiegend V-férmige Cantilever verwendet, so dass eine weitere Néahe-
rung in die Berechnung einflieBen miisste.

Verschiebung der Resonanzfrequenz FEine wesentlich genauere Methode zur Bestim-
mung der Federkonstanten wurde von Cleveland vorgestellt [29]. Durch das Anhéngen
kleiner Partikel an die Spitze des Cantilevers wird dessen Masse verdndert (engl. ,added
mass method®). Die Anderung der Masse bewirkt eine Verschiebung der Resonanzfrequenz
des Cantilevers. Wird der Cantilever als ideales Federpendel betrachtet, so kann die Re-
sonanzfrequenz durch folgende Formel errechnet werden:

1 k
V= — —
2V M + m*

(9)

In dieser Formel wird die effektive Masse des Cantilevers durch m* und die an der Spitze
angebrachte zusitzliche Masse durch M charakterisiert. Die Anderung der Masse erfolgt
durch die Adhéasion kleiner Partikel, deren Grofien im Elektronenmikroskop bestimmt wer-
den. Uber die Dichte der Partikel wiederum kann ein Riickschluss auf deren Masse gezogen
werden. Die Bestimmung der Resonanzfrequenz erfolgt durch einen Spektrum-Analysator.
Trigt man die effektive Masse gegen 1/v? auf, so kann an mindestens zwei Messpunkten
eine lineare Regression durchgefiihrt und die Federkonstante bestimmt werden.Der Vorteil
dieser Methode liegt mit einer Standardabweichung von etwa 5% in der relativ hohen Ge-
nauigkeit. Da jedoch der experimentelle Aufwand sehr hoch ist, ist es sinnvoll, mit diesem
Verfahren nur einen Referenz-Cantilever zu kalibrieren und diesen zur Bestimmung der
Federkonstanten anderer Cantilever zu benutzen.
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Kalibrierung mit Referenzcantilevern Der mit Clevelands Methode erstellte Referenz-
Cantilever dient der Kalibrierung anderer Cantilever. Hierzu wird die Spitze des zu kali-
brierenden Cantilevers gegen den Referenz-Cantilever gedriickt (siehe Abbildung 27) und
eine Kraft-Abstands-Kurve aufgenommen. Anschliefend wird die Sensitivitdt des zu kali-

Cantilever
under test

Reference
Cantilever .
Ke O

tot

Abbildung 27: Schnelle Bestimmung der Federkonstanten mit Hilfe eines Referenzcantilevers.
Dabei wird der zu kalibrierende Cantilever gegen einen kalibrierten Referenzcantilever gedriickt.
Aus den Verschiebewegen 8y, und d;es¢ Sowie dem Inklinationswinkel ¢ kann nach der Gleichung
10 die Federkonstante des Cantilevers berechnet werden.

brierenden Cantilevers bestimmt, indem eine Kraft-Abstands-Kurve auf einer harten Ober-
fliche aufgenommen wird. Aus den Steigungen der zwei Kraft-Abstands-Kurven kann mit
Hilfe der Federkonstanten des Referenzcantilevers die Federkonstante des zu kalibrierenden

Auslegers bestimmt werden:
Caias — Cci

k=kpep——— 10
f Ceoicosyp (10)
Dabei charakterisieren Cg; und Cgyqs die Steigungen der Kraft-Abstands-Kurven, die aus
der Sensitivitdtsmessung (Cantilever gegen Glas) und der Referenz-Cantilever-Messung
(Cantilever gegen Referenzcantilever) gewonnen wurden [79, 225]. ¢ kennzeichnet den
Inklinationswinkel des Referenzcantilevers (siche Abbildung 27). Die Standardabweichung

liegt bei unter 10% und der Einfluss der angeklebten Partikel wird beriicksichtigt.

Die Methode bietet eine gute Moglichkeit, schnell und verhéltnisméfig genau die Fe-
derkonstanten einer gréfferen Anzahl von Cantilevern zu ermitteln und wurde deshalb in
dieser Arbeit verwendet.

4.4.3 Bestimmung lateraler Federkonstanten

Im Vergleich zu vertikalen Federkonstanten ist die Messung lateraler (torsionaler) Feder-
konstanten ungleich schwieriger.

»wedge“-Kalibrierung Fine Methode zur Ermittlung der torsionalen Federkonstanten
stellt die so genannte ,wedge-calibration® dar [60]. Unter Verwendung kommerziell herge-
stellter Substrate, die zwei Steigungen definierter Grofle aufweisen, wird die Kontaktant-
wort des Cantilevers gemessen. Die Kalibrierungsgitter [207] konnten bis vor kurzem wegen
des kleinen Abstands der fiir die Kalibrierung notwendigen Strukturen nur fiir Cantilever
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4 Das Kraftmikroskop

mit feinen Spitzen verwendet werden. Neuerdings kénnen jedoch Substrate erworben wer-
den, die eine Kalibrierung kollodialer Cantilever erlauben [231].

Berechnung lateraler Federkonstanten Die apparativen Voraussetzungen zur Bestim-
mung der lateralen sind im Vergleich zu der vertikaler Federkonstanten deutlich anspruchs-
voller. Da jedoch in erster Linie qualitative laterale Stimulationen durchgefiihrt wurden,
geniigt hier eine ungefdhre Bestimmung der lateralen Federkonstanten. Sie kann aus den
Materialeigenschaften des Cantilevers gewonnen werden:

Dyc tanh(% 6(1—1/)> c
6+ (L—AD) ' 6(1—1) L—AL (11)

ke =

Dabei ist Dy=Et? (E: Elastizititsmodul), t die Dicke des Cantilevers, v das Poissonverhélt-
nis und AL die Strecke zwischen dem Befestigungspunkt der Mikrokugel (Sonde des Canti-
levers) und dem dufleren Ende des Cantilevers. Die Formel wurde aus der Scheibentheorie
abgeleitet [190, 197] und diente in dieser Arbeit der einfachen Abschitzung lateraler Fe-
derkonstanten rechteckiger Cantilever.

4.5 Externe Frequenzgenerierung

In diesem Abschnitt wird eine wesentliche Weiterentwicklung sowohl des eindimensionalen
als auch des dreidimensionalen Kraftmikroskops beschrieben, die in der Moglichkeit zur
externen Generierung der Stimulationszyklen liegt.

Problemstellung Die Schwachstellen des auf Windows 98 basierenden Kraftmikroskop-
Systems offenbarten sich in Verzégerungen der Dateniibertragung zum piezoelektrischen
Verstelltisch, die wiahrend der Stimulation auftraten. Um diesem Problem zu begegnen,
wurden alle nicht System-relevanten Prozesse angehalten und es wurde ein auf Leistung
optimierter Personalcomputer verwendet. Trotzdem kam es bei der Bereitstellung von
1000 Stellwerten pro Sekunde am DA-Wandler zu Verzogerungen, die periodisch auftra-
ten und deren Ursache nicht identifiziert werden konnte. Sie verursachten in einem drei-
eckigen Stimulationsprofil innerhalb des Stellsignals Spriinge. Diese sind in Abbildung 28
dargestellt: wie hier deutlich zu erkennen ist, wurde der Verschiebetisch zu bestimmten
Zeitpunkten fiir circa 20 bis 30ms nicht auf seine vorgesehene Position gefahren, sondern
verblieb in der zuletzt berechneten Position (markiert durch senkrechten Pfeil in Abbil-
dung 28). Somit differierten die SOLL- und IST-Signale und es kam zu einem Sprung der
Piezo-Ausdehnung, der sich graphisch in einer steilen Flanke duflert. Der Abstand dieser
Aussetzer betrug etwa 450ms und verdnderte unter anderem das Frequenzspektrum, mit
dem die Anregung durchgefiihrt wurde, weshalb ein Einfluss auf die Mechanotransdukti-
on nicht ausgeschlossen werden konnte. Zelluldre Effekte, die sich in zeitlich aufgelosten
Kraftkurven wiederfinden lassen, wie beispielsweise der Bruch intrazelluldrer Strukturen,
konnten durch solche Aussetzer ebenfalls maskiert werden.

Durch die Auslagerung der Anregungsprozedur in einen externen Frequenzgenerator

60



4.5 Externe Frequenzgenerierung

9000 4

6000 4

Piezo Position / mV

3000 4

500 ) 1600 ) 15b0 ) 20b0 ) 2530 ) 3000
Time / ms

Abbildung 28: Die Graphik zeigt das IST-Signal des piezoelektrischen Verschiebetisches als
Positionsangabe gegeniiber der Zeit.

konnte das Problem behoben werden.

Die externe Frequenzgenerierung Die Berechnung zeitlich aufgeloster Piezo-Stellwerte
erfolgt auch hier weiterhin mit Hilfe eines Computers. Uber eine serielle Schnittstelle
werden die Daten unter Beriicksichtigung der Zeitabhingigkeit in den Speicher (Dual-
RAM) des entwickelten Frequenzgenerators iibertragen. Die aktuelle Position des pie-
zoelektrischen Verschiebetisches (Sollwert) ist durchgeschleift. Damit ist eine Anfangs-
Positionierung und die Verwendung des Annédherungsalgorithmus zur Bestimmung des
Startwertes mittels der vorhandenen Software weiterhin moglich. Das eingebaute Addi-
tionselement des Frequenzgenerators verrechnet Startwert und Sollwert der Stimulation
zur Einstellung des Piezos. Die Amplitude kann iiber ein Dampfungsglied manuell nachju-
stiert werden. Damit der Frequenzgenerator seine Arbeit zu einem bestimmten Zeitpunkt
aufnimmt, wird iiber die serielle Schnittstelle ein Trigger-Signal gesendet (schematische
Darstellung siehe Abbildung 29). Mit der externen Frequenzgenerierung kénnen maxi-
mal 32000 Stellwerte gespeichert und zur Stimulation genutzt werden. Damit ergibt sich
eine grofle Bandbreite von kurzen, zeitlich hoch aufgelésten bis hin zu extrem langen,
mit geringerer temporaler Auflosung durchgefiihrten Stimulationen. Die Aufzeichnung der
Ist-Position und des PSD-Signals erfolgt nach wie vor iiber die MAD16 direkt auf der
Festplatte.

Auswirkungen der externen Frequenzgenerierung Durch die externe Frequenzgene-
rierung wurde nicht nur das Problem der Stellwertiibermittlung an den Piezo-Controller
gelost, sondern auch die Empfindlichkeit und damit die Auflosung des gesamten Systems
erheblich verbessert. Die Schwankungen des Piezo-IST-Signals betragen nun im Mittel nur
noch 1mV, was in Kombination mit einer Federkonstanten des Cantilevers von 0,075N/m
einer Kraftauflosung von etwa 100pN entspricht. Der Hub des piezoelektrischen Verstell-
tisches in der vertikalen Achse betrigt auch hier weiterhin 38um. Durch die externe Fre-
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Abbildung 29: Schematische Funktionsweise der externen Frequenzgenerierung. Der Fre-
quenzgenerator berechnet, gesteuert iiber einen Computer, die SOLL-Werte der Stimulation und
sendet diese zum Piezo-Controller. Dort werden sie verarbeitet und der SOLL-Wert wird an
den Piezo gestellt. Das IST-Signal dient dem Computer zur Riickkopplung und wird auf der

Festplatte gespeichert.

quenzgenerierung konnen nun Stimulationsfrequenzen von deutlich {iber 100Hz verwendet
werden, so dass eine Untersuchung der Mechanik des Mechanosensors auch fiir sehr hohe

Frequenzen moglich ist.
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5 Zugkraft-Mikroskopie

In diesem Kapitel wird die Technik der Zugkraftmessungen (engl. , Traction-Force) vor-
gestellt. Die Traction-Force-Mikroskopie ermoglicht Messungen der Adhésionskrifte, die
von Zellen auf ein Substrat ausgeiibt werden. In dieser Arbeit wurde diese Methode da-
zu verwendet, aktive Antworten von Osteoblasten auf einen mechanischen Reiz und die
zellinterne Kraftweiterleitung unter externen Kréften zu untersuchen.

5.1 Einleitung

Die Erzeugung zellinterner Kréfte durch das Zytoskelett und deren Weiterleitung an die
extrazelluldre Matrix, vermittelt iiber Adhésionspunkte (siche Kapitel 2.3), ist fiir viele
physiologische Prozesse der Zellen essentiell. So werden beispielsweise Adhésionskréfte
generiert, die einen Kontakt zwischen der Zelle und einer externen Oberfliche herstellen
und damit die Zelle aus ihrem energetisch giinstigsten Zustand, der Kugelform, zu einer
abgeflachten und ausgedehnten adhérenten Zelle werden lassen. Auch bei der Migration
der Zellen werden die im Zytoskelett generierten Krifte iiber fokale Adh#sionen an das
Substrat iibertragen, womit die Vorwértsbewegung induziert wird [138, 206, 58]. Daneben
bewirken uniaxiale Dehnungsreize die Ausrichtung der Zellen relativ zur Dehnungsrichtung
[30, 164], so dass die mechanische Stimulation eine Bewegung der Zellen verursacht und
intrazelluldre Krafte erzeugt werden miissen.

Die mechanische Stimulation von Zellen fithrt also nicht nur zu den in Kapitel 2.3.6 be-
sprochenen biochemischen, sondern auch zu mechanisch-aktiven Reaktionen, die durch eine
Anderung der Zugkrifte zu beobachten ist. Daher ist die Messung der zelluldren Adhésions-
kréfte ein Ansatzpunkt, mit dem die Mechanotransduktion aus mechanisch-physikalischer
Sicht untersucht und in Korrelation mit biologischen Beobachtungen (zum Beispiel Cal-
ciumantworten) gestellt werden kann. Die biologischen und physikalischen Methoden zur
Messung zelluldrer Zugkréifte werden in den folgenden Abschnitten dargestellt.

5.1.1 Silikon-Substrate

Schon vor iiber 25 Jahren kam Harris auf die Idee, elastische Substrate zur Untersu-
chung von Zellkréften zu verwenden [92]. Harris stellte hierfiir hochflexible Substrate aus
fliilssigem Silikon her und polymerisierte deren Oberfliche mit der Flamme eines Bun-
senbrenners. Kompressive Zugkrafte von Zellen, die auf dem Substrat kultiviert wurden,
verursachten in diesem Falten, die unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden konnten.
Die Darstellung komplexer Zugkraftmuster gelang jedoch erst durch die Verschmelzung der
Silikonschicht mit den Wéanden der Zellkammer. Damit war die Unterdriickung der Fal-
tenbildung und die Einbettung kleiner Partikel in die oberste Silikonschicht und somit die
Beobachtung der hervorgerufenen Deformationen moglich [140].Die Verwendung von ul-
traviolettem Licht zur Herstellung der polymerisierten Schicht erhdhte die Kraftauflosung
bis in den Nano-Newton-Bereich [20, 19].

Eine neuere Entwicklung basiert auf der Praparation fester Elastomere mit verbesserten
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mechanischen Eigenschaften [5]. Die Deformation der Oberflache wird durch Mikrostruktu-
rierungen beobachtet (Gitterkonstante 2 bis 4um), die iiber ein lithographisches Verfahren
(auf Silizium- oder Gallium-Arsenid basierend) erzeugt werden. Die physikalisch struktu-
rierte Oberfliche des Substrats kann jedoch die Adhésion und die Bewegung der Zellen
unphysiologisch beeinflussen [241].

5.1.2 Mikrofabrizierte Cantilever

Galbraith und Sheetz verfolgten 1997 einen véllig anderen Ansatz zu Bestimmung zel-
luldrer Zugkrifte [70]: auf der Basis von Silizium-Halbleiterscheiben werden kleine Canti-
lever in grofler Stiickzahl prozessiert, die senkrecht von der Scheibe abstehen. Zellen, die
man auf den Cantilevern kultiviert, wachsen auf den freiliegenden Enden an und lenken
folglich diese aus ihrer Ruhelage aus. Diese Auslenkung wird lichtmikroskopisch gemes-
sen und anschlieend wird unter zu Hilfenahme der Federkonstanten die applizierte Kraft
analysiert. Allerdings sind solche Substrate in der Herstellung kompliziert. Des Weiteren
kann die Dichte der Cantilever einen Einfluss auf die physiologischen Eigenschaften der
Zellen haben. So wird beispielsweise die Beweglichkeit der Zellen durch die Vorgabe der
Adhésionsdichte veréndert [75]. Des Weiteren konnen Zellen auf diesen nano-strukturierten
Oberflichen nur dann anwachsen und sich ausbreiten, wenn die zur Verfiigung stehenden
Adhésionspunkte maximal 58nm bis 73nm auseinander liegen [2].

5.1.3 Polyacrylamid-Substrate

Neben den Silikon-Substraten und mikrofabrizierten Cantilevern koénnen auch
Polyacrylamid-Gele zur Analyse zelluldrer Zugkréfte verwendet werden. Deren Anwendung
bietet viele Vorteile: neben der einfachen Herstellung der Gele kann ihr Elastizitdtsmodul
reproduzierbar und innerhalb einer groflen Bandbreite festgelegt werden. Auflerdem wei-
sen die Gele hervorragende homogene mechanische und optische Eigenschaften auf und
sind damit fiir die Anwendung in der Fluoreszenzmikroskopie bestens geeignet [174]. Die
Deformationen des Substrats werden iiber die Verschiebung eingebetteter fluoreszierender
Marker analysiert [9]. Eine detaillierte Beschreibung der Herstellung solcher Substrate und
die Bestimmung der Adhésionskréfte mittels eines optischen Fluss-Algorithmus erfolgt in
den kommenden Abschnitten.

5.2 Die Traction-Force-Methode

Im Folgenden wird die Analyse zelluldrer Zugkrifte unter der Verwendung von
Polyacrylamid-Gelen dargestellt. Die Grundlage bilden die in den Gelen eingebetteten
fluoreszierenden Marker, deren Verschiebung mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie gemes-
sen wird. Aus der Verschiebung werden Kraft-Vektor-Karten erstellt, die die zellularen
Zugkréfte abbilden.
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5.2.1 Herstellung von Polyacrylamid-Gelen

Die Herstellung flexibler Substrate auf der Basis von Acrylamid ist ohne grofien techni-
schen Aufwand in jedem Labor durchfiithrbar. Das Elastizitdtsmodul dieser Gele wird iiber
das Konzentrationsverhéltnis von Acrylamid (8%) zu BIS-Acrylamid (0,03% bis 0,08%,
Sigma, USA) eingestellt und liegt im Bereich zwischen 3000N/m und 15000N/m. Das
Elastizitdtsmodul der in dieser Arbeit verwendeten Gele lag bei 4000N/m. In die nicht
polymerisierte Losung werden Fluoreszenzkiigelchen (Molecular Probes, Niederlande) mit
einem Durchmesser von 0,2pum und 0,5um eingegeben. Fiir die Experimente im Rahmen
dieser Arbeit kamen in der Regel Partikel zum Einsatz, deren Anregungsmaximum bei
505nm und Emissionsmaximum bei 515nm liegt, da diese Fluoreszenzkiigelchen die ef-
fizientesten optischen Eigenschaften aufweisen (F-8811 und F-8813; Molecular Probes,
Niederlande). Sollte gleichzeitig die Beobachtung von GFP erfolgen, wurden Mikrokugeln
verwendet, deren Absorptionsmaximum bei 580nm und Emissionsmaximum bei 605nm
liegt (F-8810 und F-8812; Molecular Probes, Niederlande).

Die Konzentration der Fluoreszenzkiigelchen muss so gewéhlt werden, dass die physi-
kalischen Eigenschaften des Gels nicht verdndert werden und das optische Hintergrund-
rauschen aus tieferen, auflerhalb der Fokusebene liegenden Schichten moglichst gering ist.
Idealerweise sollten die Mikrokugeln nur in der obersten Ebene des Gels vorhanden sein, da
die Zugkrafte der Zellen fast ausschlieflich eine laterale Komponente besitzen. Zur Vermei-
dung von Lufteinschliissen ins Gel wird das Gemisch aus Acrylamid und BIS-Acrylamid
durch Evakuierung entgast. Anschlielend wird durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat
(APS, Serva Feinbiochemica, Deutschland) und TEMED (Carl Roth GmbH, Deutschland)
der Polymerisationsprozess in Gang gesetzt. Gegossen werden die Gele zwischen einen Ob-
jekttrager und ein rundes Deckglas, das einen Durchmesser von 16mm aufwies. Durch die
Verwendung eines Volumens von 14mm? entsteht ein Polyacrylamid-Gel mit einer Hohe
von circa 7T0pum. Zum vollstdndigen Auspolymerisieren des Acrylamids wird der Objekt-
tréger fiir einige Stunden mit dem Deckglas nach unten im Kiihlschrank gelagert. Hierdurch
kann erreicht werden, dass die Fluoreszenzpartikel der Schwerkraft folgend an die spétere
Oberflache sinken. Nach der Polymerisation wird das Deckglas entfernt.

Damit Zellen auf dem Substrat anhaften kénnen, muss das Gel zusétzlich mit einer
Kollagenschicht versehen werden. Hierfiir wird zunéchst eine Sulfo-SANPAH-Losung auf
die Oberflache des Substrats gegeben und anschliefend diese fiir zehn Minuten mit einer
60 Watt UV-Lampe photoaktiviert. Der Aktivierungsprozess wird ein zweites Mal durch-
gefithrt und bindet das Sulfo-SANPAH an das Polyacrylamid-Gel. Im Anschluss kann
die Kollagenlosung auf die vorbereitete Oberfliche gegeben werden. Das Sulfo-SANPAH
ermoglicht nun die Bindung der Kollagenmolekiile (Inkubation 6 Stunden bei 4°C) und
damit die Adhésion der Zellen auf der Oberfliche. Zur Wahrung der Sterilitét werden die
fertigen Gele fiir die Anwendung in der Zellkultur mit UV-Licht behandelt.

5.2.2 Bestimmung der physikalischen Eigenschaften

Polyacrylamid-Gele weisen sehr homogene physikalische Eigenschaften auf. So variieren
beispielsweise die elastischen Eigenschaften iiber das gesamte Substrat nur marginal. Selbst
bei einer Deformation des Gels um bis zu 30% gegeniiber der urspriinglichen Form tre-
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ten keine plastischen Effekte auf. Diese hochelastischen Eigenschaften erlauben sogar bei
groen Deformationen die exakte Analyse der Zugkréfte (minimale hochfrequente, visko-
elastische Eigenschaften wirken auf die Messungen nicht storend). Die Poisson-Zahl fiir
Polyacrylamid-Gele liegt bei 0,3 [144].

Um die Zugkréfte der Zellen bestimmen zu koénnen, ist die Kenntnis des Elastizitéts-
moduls der Gele von Noten. Dieses kann beispielsweise durch die Miinzmethode [45] oder
die Mikroballmethode [146] bestimmt werden. Die geringste Standardabweichung bei der
Bestimmung des Elastizitdtsmoduls bietet die Verwendung des Kraftmikroskops. Hierbei
wird zunéchst iiber dem zu bestimmenden elastischen Substrat eine Kraftkurve aufgenom-
men, aus der die Eindringtiefe und die maximale Kraft, die auf das Gel ausgeiibt wurde,
berechnet werden kann. Fiir diese spezielle Anwendung folgt nach der Theorie von Hertz
[100] iiber elastische Korper:
3(1—v2)f
Dabei bezeichnet f die Kraft, v die Poisson-Zahl und d die Eindriicktiefe der Mikrokugel
in das Gel. Der Radius der Kugel wird durch r charakterisiert. Auf Grund der hohen
Genauigkeit der Messungen mit dem Kraftmikroskop kénnen Messfehler minimiert werden
[185].

E= (12)

5.2.3 Analyse der zelluldiren Zugkrafte

Zur Analyse von zelluldren Zugkréften, die auf ein elastisches Substrat wirken, wird eine
Kraft-Vektor-Karte erstellt. Sie gibt die Kréfte wieder, die eine adhérente Zelle auf ihr
Substrat ausiibt. Zur Berechnung der Karte wird zunéchst eine Deformationsmatrix, die
aus den Deformationen des Substrates gewonnen wird, generiert. Um die bildliche Dar-
stellung der Deformation zu ermdéglichen, wurden fluoreszierende Partikel in das Substrat
eingebettet (siehe Kapitel 5.2.1). Diese dienen der Erstellung einer Fluoreszenzaufnahme
des belasteten Gels mittels einer CCD-Kamera. Nach der Aufnahme wird die Zelle mit
Hilfe von Trypsin gelost und erneut die Verteilung der Partikel, jedoch jetzt im relaxier-
ten Gel, gemessen. Durch den Vergleich beider Bilder kénnen die Verschiebe-Vektoren der
einzelnen Fluoreszenzkugeln bestimmt werden.

Der optische Fluss-Algorithmus fiir Zugkraftmessungen Die Bestimmung der Ver-
schiebevektoren erfolgte in dieser Arbeit durch die Verwendung des ,,optischen Fluss“-
Ansatzes (engl. ,optical-flow*). Diese Methode wird vorrangig in der Analyse bewegter
Bilder, zum Beispiel bei der Detektion, Lokalisierung und Verfolgung sich bewegender
Objekte angewandt. Bestimmte Merkmale eines Bildes, deren Positionen sich zum nach-
folgenden Bild gedndert haben, kénnen durch die so genannte , Schablonenanpassung®
(engl. ,Blockmatching“) detektiert und die Verschiebung der Bildfragmente verfolgt wer-
den. Dazu wird das Bild in viele kleine Rechtecke unterteilt, die ein moglichst einmaliges
Intensitatsmuster aufweisen. Jedes einzelne Rechteck wird im nachfolgenden Bild mit ver-
schiedenen Positionen verglichen und iiber Ahnlichkeitsmafe wird die Wahrscheinlichkeit,
dass das Rechteck an diese neue Position verschoben wurde, bestimmt. Am héufigsten
findet hierbei die Kreuzkorrelation zur Analyse der Ubereinstimmung zweier Bilder An-
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Abbildung 30: Das Prinzip des optischen Fluss-Algorithmus: Dargestellt ist das elastische
Substrat mit eingebetteten Fluoreszenzkugeln. Diese sind als helle Punkte zu erkennen. (A) Bild
ohne Substratdeformation mit Korrelationsfenster (rot); (B) Bild mit Substratdeformation. Die
Ahnlichkeit des Korrelationsfensters (rot) wird innerhalb des Suchfensters (blau) mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten berechnet.

wendung. Dabei gilt mit dem Bild g und der Schablone h:

KK(m,n) = i Zy g(x +m,y+n)*h(z,y) (13)

r=—K, y=—Ky

Zur FErstellung der Deformationsmatrizen dieser Arbeit wurde der optical-flow-
Algorithmus verwendet. Die nétige Analyse-Software stellte freundlicherweise Professor
Micah Dembo aus Boston zur Verfiigung. Sie wird in [150] ausfiihrlich beschrieben.

Um die Messdaten auswerten zu konnen, wird zunéchst die Helligkeit der zu vergleichen-
den Bilder angepasst und ein Korrelationsfenster um den zu betrachtenden Bildpunkt des
entspannten Bildes gelegt (sieche Abbildung 30). Die MaBle des Korrelationsfensters sollten
dabei so gewdhlt werden, dass die Wahrscheinlichkeit, diesen Bildausschnitt mehr als ein-
mal im deformierten Bild wiederzufinden, infinitesimal klein ist; das heiflt, dass der Inhalt
des Korrelationsfensters einen eindeutigen Fingerabdruck darstellen sollte.

Unter der Annahme, dass der betrachtete Pixel nicht verschoben wurde, wird die Ahn-
lichkeit der Bilder mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten R bestimmt. Dieser nimmt Werte
zwischen -1 und 41 an. Handelt es sich bei den Bildern um Positiv und Negativ, so ergibt
sich der Koeffizient zu -1. Besteht keine Ahnlichkeit, nimmt er den Wert 0 an. Identi-
sche Bildausschnitte sind durch R gleich +1 gekennzeichnet. Innerhalb des angegebenen
Fensters (sieche Abbildung 30) wird nach dem Maximum des Korrelationskoeffizienten ge-
sucht und mit diesem die Verschiebung des betrachteten Pixels bestimmt. Hierbei konnen
verschiedene Such-Algorithmen zum Einsatz kommen. Beispielsweise ermoglicht die ,,5-
Punkt-Quadrat“-Methode durch das Interpolieren der Daten eine theoretische Genauigkeit
von 0.1 Pixel [150].

Das Suchfenster wird so gewéhlt, dass gerade noch die maximale Deformation des Sub-
strates beriicksichtigt wird. Auf Grund der Tatsache, dass Adhésionspunkte nicht beliebig
grofie Kréfte tibertragen [5], ist auch die Substratdeformation begrenzt. Damit wird der
Aufwand, das Maximum von R zu finden, minimiert. Unter Beriicksichtigung der einge-
schrinkten Rechenkapazitdt der Computer wird die rdumliche Auflésung der Deformati-
onsmatrix durch ein Gitter mit Knotenpunkten bestimmt. Da Deformationen des Sub-
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strats nur im Bereich der Zelladhésion vorliegen kénnen, wird das Gitter mit Hilfe einer
Phasenkontrastaufnahme der Zelle auf diese Region beschrinkt, so dass lediglich fiir die
Knoten des Gitters der korrespondierende Punkt im deformierten Bild gesucht wird. Des
Weiteren ist der Durchmesser der Adhésionspunkte wesentlich grofler als die Grofle eines
einzelnen Bildpunktes, so dass es auch aus Sicht der Zellphysiologie nicht sinnvoll ist, die
Berechnung des Korrelationskoeffizienten fiir jeden einzelnen Pixel durchzufiihren.

Die Erstellung einer Kraft-Vektor-Karte Mittels der Deformationsmatrix kann die
wahrscheinlichste Kraft-Vektor-Karte bestimmt werden, die zu den Deformationen des
Substrats passt. Der Ursprung eines jeden Kraft-Vektors stellt dabei den potentiellen Ur-
sprung einer auf das Substrat wirkenden Kraft dar. Fiir die Berechnung der Kraftvektoren
wird erneut angenommen, dass die Deformation des Substrats nur von Kréaften herriihren
kann, die von der Zelle erzeugt werden. Dadurch beschréankt sich die Kraft-Vektor-Karte
auf die Region, die unterhalb der Zelle liegt. Mit Hilfe einer Phasenkontrastaufnahme wird
der Zellumriss bestimmt und diese Region, abhéngig von der erforderlichen Genauigkeit
und der zur Verfiigung stehenden Rechenleistung, in 100 bis 2000 rechteckige Unterregio-
nen unterteilt. Am Rand werden die Regionen so verbogen, dass sie komplett innerhalb
des Zellumrisses liegen. Jeder Knotenpunkt des entstandenen Gitters stellt einen Ursprung
der zu berechnenden Kraftvektoren der Kraft-Vektor-Karte dar. Im Folgenden wird der
mathematische Hintergrund, der fiir die Berechnung der Kraftvektoren aus einer Defor-
mationsmatrix notig ist, kurz skizziert.

Die Fokustiefe der verwendeten Objektive betrug circa 5pum. Zur Aufnahme der im
Gel eingebetteten Fluoreszenzkugeln wurde so auf die oberste Gelschicht fokussiert, dass
2,5um der Ventralseite der Zelle sowie 2,5um der fluoreszierenden Partikel im elastischen
Substrat abgebildet wurden. Die Positionen der Marker im Substrat kénnen dann als
m,=(1m,;,My9,€,) beschrieben werden, wobei p=1,2,...N,, und ¢, gleichférmig iiber ein In-
tervall von 0 bis -2,5um verteilt sind. Da die Substratkrifte der Zelle nur auf die Oberflache
des elastischen Gels wirken, werden die Ursprungsknoten lediglich an der Oberfléiche des
Substrats definiert r=(r;,r9,0). Die Verschiebung des p-ten Markers korreliert auf Grund
der linearen Antwort des Substrats mit dem Kraftfeld wie folgt:

o= | [ g0ty = )Tt ), (14)

Die griechischen Indizes der Formel nehmen die Werte 1, 2 und 3 an. Die Funktionen
8ga(m, —r) werden als Koeffizienten des ,Green “schen Tensors“ bezeichnet. Sie beschrei-
ben die Deformation des Substrats am Punkt m in Richtung «. Die Deformation erfolgt
durch die Kraft am Punkt r in Richtung (. Da die Dicke des Substrats von 70um -
im Verhéltnis zur maximalen Verschiebung einzelner Fluoreszenzpartikel um etwa 1pm -
als unendlich angesehen werden kann, ist die prizise Annidherung von gg,(m, — r) aus
Gleichung 14 mit Hilfe der Theorie iiber elastische Festkorper in einem Halbraum von
Boussinesq moglich (detallierte Beschreibung siehe [45, 134]).

Um aus der groflen Anzahl von Kraft-Vektor-Feldern das Feld herauszufinden, das die
Deformationsmatrix am besten beschreibt, wird der implementierte Chi-Quadrat-Test (x?)
eingesetzt: der Test wird auf jeden einzelnen Kraftvektor des Knotennetzes angewandt und
damit das einfachste Kraft-Vektor-Verteilungsbild bestimmt, das mit den experimentellen
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—— 7,43*10' N/m?

F—— 1,7710%m

Abbildung 31: Die Abbildung zeigt das typische Bild eines Kraft-Vektor-Feldes, das mittels
einer Deformationsmatrix errechnet wurde. Die von der Zelle auf das Substrat iibertragenen
Krifte zeigen in das Zellinnere.

Daten vereinbar ist. Anschlieend werden alle Vektoren des Kraft-Vektor-Feldes auf ihre
statistische Signifikanz hin iiberpriift: mittels der , Bootstrap-Methode [57] wird dem am
wahrscheinlichsten zutreffenden Datensatz ein zusétzliches Grundrauschen aufgepriagt und
anschliefend neu berechnet. Um die statistische Signifikanz weiter erhchen zu kénnen, wird
das Prozedere wiederholt [44].

Die gewonnenen Datensétze konnen nun der Darstellung der Kréfte dienen, die von einer
Zelle auf das ihr unterliegende Substrat ausgeiibt werden. Abbildung 31 zeigt ein typisches
Kraft-Verteilungs-Muster einer adhérenten Knochenzelle: hierbei ist die Linge der Pfeile
zur Kraft pro Flacheneinheit proportional.

5.3 Traction-Force-Messungen und mechanische Stimulation

Zugkraftmessungen, die in Kombination mit der Dehnungsmaschine, der Scherflusskammer
und dem Kraftmikroskop erfolgten, werden im Folgenden beschrieben. Des Weiteren liefert
das Kapitel eine Darstellung der Anderungen, die notwendig waren, um die Analyse der
Zugkrifte unter Stimulation mit externen Kréften zu ermoglichen.

5.3.1 Die Dehnungsmaschine

Die Applikation von Dehnungsreizen erfolgte durch die Verwendung von ACLAR-
Folien (siehe Kapitel 3.7). Auf deren Oberfliche musste zur Messung der Zugkrifte ein
Polyacrylamid-Gel aufgebracht werden, auf dem die Zellen kultiviert werden. Jedoch stellt
die Verbindung zwischen der ACLAR-Folie und dem Polyacrylamid-Gel ein Problem dar,
weil die Oberflachenenergien beider Materialien sehr unterschiedlich sind. Eine einfache
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Methode, um die Oberflachenenergien grob abschétzen zu konnen, ist die Messung des
Kontaktwinkels. Hierfiir wird ein Tropfen destilliertes Wasser auf die jeweilige Oberflache
gegeben und das Verhalten des Tropfens analysiert (sieche Abbildung 32): die Grofie des
Kontaktwinkels zwischen der Fliissigkeit und dem Feststoff ist ein Maf3 fiir die Wechsel-
wirkung an der Beriihrungsflache. Je geringer die Wechselwirkungen sind, desto grofler ist
der Kontaktwinkel. Wird Wasser verwendet, kéonnen die Oberflichen nach der Kontakt-
winkelmessung in hydrophile oder hydrophobe Oberflichen kategorisiert werden (siehe
Abbildung 32 (A) und (B)). Hydrophile Oberflichen sind durch sehr kleine Kontaktwin-
kel um 0° gekennzeichnet. Oberflachen mit Kontaktwinkeln um 90° hingegen kénnen als
hydrophob angesehen werden. Noch groBlere Winkel von etwa 160° charakterisieren den
Lotuseffekt. Solche Oberflichen werden als superhydrophob bezeichnet, da ihre Benetz-
barkeit unendlich klein ist.

A:

Kontaktwinkel é FlUssigkeit

Festkorper

_ FlUssigkeit
Kontaktwinkel [

Festkdrper

Abbildung 32: Dargestellt ist die Messung des Kontaktwinkels einer Fliissigkeit auf einem
Festkorper. A: aus einer hohen Oberflichenenergie des Festkorpers resultiert ein kleiner Kon-
taktwinkel. B: aus einer niedrigen Oberflichenenergie des Festkorpers resultiert ein grofer Kon-
taktwinkel (jeweils im Vergleich zur Oberflichenenergie der Fliissigkeit)

Die Benetzbarkeit eines Materials und damit die Groéfle der Wechselwirkung sind fiir
viele Anwendungsbereiche essentielle Grofilen (Féarbeindustrie, Klebstoffe). Verschiedene
mechanische, chemische und physikalische Verfahren konnen die Oberflaichenenergie ei-
nes Materials und damit die Benetzbarkeit und den Kontaktwinkel &ndern. So kénnen
zum Beispiel Hilfsstoffe wie Losungsvermittler die zu behandelnde Oberfliche maskieren
und die Oberflichenenergie entscheidend beeinflussen. Auch das mechanische Anrauhen
der Oberfliche verdndert den Kontaktwinkel zwischen Fliissigkeit und Festkorper ent-
scheidend, da hierbei in der Regel die Oberflaichenenergie herabgesetzt wird. Eine andere
Moglichkeit stellt die so genannte ,Korona-Behandlung® (engl. ,corona-treatment®) oder
Niederdruck-Plasmatechnologie dar. Hier wird die Oberfliche in einer Gasumgebung einem
Hochspannungsfeld ausgesetzt (10-20 kV). Letzteres fithrt bei Betrieb zu einer leuchtenden
Entladung (daher: corona-treatment). Die entstehenden energiereichen Teilchen reinigen
zum einen die Oberflache, zum anderen werden, wenn beispielsweise Sauerstoff als Prozess-
Gas verwendet wird, polare, bindungsfreudige Radikalstellen auf der Oberfliche erzeugt.
Die Methode ist, da sie praktisch bei allen Kunststoffarten, Polymeren, Keramikverbunden
und bei Glas eingesetzt werden kann, sehr vielseitig.

Im Falle des Polyacrylamid-Gels und der Aclar-Folie zeigte sich ein sehr grofler Kon-
taktwinkel von mehr als 90°. Mittels Losungsvermittlern kénnte die Oberflichenenergie
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der Aclar-Folie zwar verandert werden, jedoch ist der Einsatz von Losungsmitteln in der
Zellbiologie kritisch zu betrachten, da solche Substanzen meistens toxische Eigenschaften
aufweisen. Folglich bot sich zur Verbesserung der Benetzungseigenschafen der Aclar-Folie
lediglich die Korona-Entladung an, da bei diesem Verfahren kein Einfluss auf die Zellen
zu erwarten war.

5.3.2 Das Kraftmikroskop und die Scherflusskammer

Da auf Grund der Konstruktion des Kraftmikroskops nicht auf Phasenkontrast-Bilder
zuriickgegriffen werden kann, miissen Zellaufnahmen moglichst vor dem Aufbau der Ap-
paratur erfolgen. Hier kann sich jedoch zwischenzeitlich die Position der Zelle - durch
Migration oder Stéfle am Mikroskop-Tisch - verdndert haben. Eine Moglichkeit, die End-
position der Zelle unmittelbar vor den Messungen bestimmen zu kénnen, ist die Verwen-
dung einer Beleuchtung mit indirektem Licht (engl. ,oblique-light). Da die Auflosung
und Qualitédt der Bilder jedoch sehr schlecht ist, dienen sie nur zur groben Lokalisierung
und zur Positionierung der Cantileverspitze oberhalb der Zelle. Des Weiteren werden bei
Krafttransmissionsmessungen mit dem Kraftmikroskop und der Scherflusskammer exter-
ne Krifte appliziert, die zum Zeitpunkt der Fluoreszenzaufnahmen wirken. Dadurch wird
eine Anpassung der Auswerteroutinen erforderlich, die im Folgenden beschrieben wird.

5.3.3 Zugkraftmessungen mit externen Kraften

Bis heute wurden Zugkraftmessungen unter verschiedensten experimentellen Bedingun-
gen durchgefiihrt. Hierzu zéhlen neben dem Einfluss unterschiedlicher Inhibitoren auf die
Erzeugung von Zugkriften vor allem die Mechanik der Zellbewegung [161, 45].

In den meisten Fillen wirken auf die untersuchten Zellen keine dufleren Kréfte. Die-
se konnen beispielsweise durch mechanische Stimulation mit Scherkriften oder mit dem
Rasterkraftmikroskop erzeugt werden. Da die Analyse der Deformationsmatrix unter ande-
rem auf der Losung unbestimmter Fredholm-Integral-Gleichungen beruht, ist es wichtig, so
viele Randbedingungen wie méglich vorzugeben. So lange keine externen Kréfte auf die zu
beobachtenden Zellen einwirken, miissen alle Deformationen des Substrates durch interne,
das heiflt in den Zellen erzeugte Krifte hervorgerufen werden. Auf Grund der Gleichung
sactio = reactio“ muss hierbei die Summe aller Kraftvektoren Null ergeben. Folglich kann
es also auch kein relatives Drehmoment geben, das von den Zellen erzeugt wird. Diese
beiden physikalisch sinnvollen Annahmen sind als starke Randbedingungen zur Analyse
der Deformationsmatrix und der Berechnung des Kraft-Vektor-Feldes zu beriicksichtigen.
Mit Hilfe der oben genannten Annahmen kénnen aus der groffen Anzahl moglicher Losun-
gen zahlreiche Vektor-Felder ausgeschlossen werden. Eine weitere Randbedingung ist, dass
Kréfte nur im Bereich des Zell-Substrat-Kontaktes auftreten kénnen und ,tractions at a
distance” ausgeschlossen werden koénnen.

Zur Auswertung der Experimente, in denen die Zellen durch die Applikation &uflerer
Krifte stimuliert wurden, musste die vorhandene Software dahingehend verédndert werden,
dass die Anwendung der Randbedingungen Netto-Kraft und Netto-Drehmoment gleich
Null ausgeschaltet werden konnte. Diese Bedingung ist sowohl fiir die Krafttransmissions-
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messungen mit dem Kraftmikroskop als auch fiir die Messungen in der Scherflusskammer
notwendig.

5.3.4 Quantenpunkte

Wie das Absorptions- und Emissionsverhalten der hier verwendeten Mikrokugeln zeigt,
betriagt die Stokes-Verschiebung der meisten Fluoreszenzfarbstoffe nur einige Nanometer.
Damit trotzdem verschiedene Farbstoffe eingesetzt werden konnen, um so beispielsweise
zelluldre Zugkrafte und die Calciumkonzentration simultan bestimmen zu kénnen, kommen
haufig dichroit Da sich hierbei allerdings mit der Anzahl der Spektralbénder die optischen
Eigenschaften der Komponenten verschlechtern, kénnen schwache Fluoreszenzintensitéten
leicht durch Streulicht {iberlagert werden.

Eine Losung dieses Problems stellen die seit kurzem erhéltlichen Quanten-Kiigelchen
(engl. ,quantum-beads*) dar. Sie bestehen aus einer Polystyren-Trégersubstanz, in die eine
grofle Anzahl so genannter Quantenpunkte (engl. ,quantum-dots“) eingebettet ist. Quan-
tenpunkte sind fluoreszierende Halbleiter-Nanokristalle, die hier aus Cadmium und Selenid
bestehen (CdSe) und einen Durchmesser von etwa 10nm aufweisen. Da der Vorteil dieser
Quantenpunkte ist, dass das Anregungsspektrum unterhalb einer bestimmten Wellenlénge
frei gewihlt werden kann, sollten spezielle , quantum-beads“ (TriLite, Crytalplex, USA) mit
einer Emissionswellenldnge von iiber 600nm im Rahmen dieser Arbeit die herkémmlichen
Mikrokugeln ersetzen. Damit hétte die gleichzeitige Beobachtung der Zugkréfte in Kombi-
nation mit der intrazelluldren Calciumkonzentration mit Fura-2 erfolgen kénnen, ohne auf
Filtersédtze mit Multibédndern zuriickgreifen zu miissen. Bei Probemessungen zeigte sich je-
doch, dass die erhéltlichen Nanokristalle gegeniiber Phosphationen instabil sind. Allerdings
enthélt das zur Herstellung der Gele zwingend notwendige APS (Adenosin-Phosphosulfat)
Phosphatverbindungen. Die Phosphationen &tzen die Oberfliche der Nanokristalle an und
fithren zu einer radikalen Polymerisierung. Da das Probleme bislang vom Hersteller nicht
gelost werden konnten, bleibt die Anwendung der ,quantum-beads fiir die Zugkraftmes-
sungen zunéchst versperrt. Es werden jedoch Versuche unternommen, die Herstellung der
Polyacrylamid-Gele unter Ausschluss von Phosphationen zu erméglichen.

72



6 Experimente und Ergebnisse

6.1 Einleitung

In diesem Kapitel erfolgt die Darstellung der Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten zellbiologischen Experimente, der daraus resultierenden Fragestellungen
und einiger weiterfithrender Experimente. Eine ausfiihrliche Diskussion der Ergebnisse
beziiglich des zellmechanischen Kontextes findet in Kapitel 7 statt.

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die Mechanotransduktion an priméren
Osteoblasten zu untersuchen. Ausgehend von den Ergebnissen der Scherfluss- und Deh-
nungsexperimente anderer Arbeiten, die eine Calciumantwort 120 Sekunden nach mechani-
scher Stimulation zeigten, sollten hier in erster Linie die mechanischen Eigenschaften des
Mechanosensors mittels lokaler Stimulation unter variierenden Stimulationsparametern
analysiert werden. Hierfiir wurde das in Kapitel 4 beschriebene Kraftmikroskop verwen-
det. Bei diesem kann die Frequenz, die Zyklenzahl und die Amplitude der Stimulation frei
gewihlt werden. Des Weiteren ermoglicht das Kraftmikroskop die Bestimmung der depo-
nierten Energie. Parallel zur Stimulation wurde der Calciumhaushalt der Zellen mit Hilfe
des Fluoreszenz-Farbstoffes Fura-2 beobachtet (siche Kapitel 3.3). Auch die Ergebnisse
dieser Untersuchungen werden im folgenden Abschnitt besprochen.

Der Aufbau des Kapitels ist so gewahlt, dass die Experimente und deren Ergebnisse
in chronologischer Reihenfolge aufgefiihrt werden. Anschlieend werden die experimentell
gewonnenen Daten analysiert und hinsichtlich der Mechanotransduktion diskutiert. Da-
bei werden neue Fragestellungen aufgeworfen, die mit weiteren Experimenten untersucht
wurden und deren Ergebnisse diskutiert werden.

6.2 Vertikale Stimulation und Calcium

Die Stimulation der Osteoblasten erfolgte zunéchst mit Hilfe des eindimensionalen Kraft-
mikroskops. Selbiges ermoglichte die Stimulation der Zellen aus vertikaler Richtung (relativ
zur Substratoberfliche). Diese Art der mechanischen Belastung von einzelnen Knochen-
zellen wird im Folgenden als ,,vertikale Stimulation“ bezeichnet. Bei diesen Experimenten
wurde die Kraftschwelle, die unter der Variation der Stimulationsparameter Frequenz und
Zyklenzahl zum Auslésen einer Calciumantwort von Noten ist sowie die Dynamik der
Calciumerhéhung und die Signaltransduktion der Zelle untersucht.

6.2.1 Kraftschwelle und Dynamik der Calciumantwort

Die Charakteristik der Calciumantwort Die lokale mechanische Stimulation von Osteo-
blasten, die mittels eines Kraftmikroskops und einer 10um Silika-Kugel erfolgte, 16ste bei
den Zellen eine Calciumerhohung mit einem charakteristischen Verlauf aus (siehe Ab-
bildung 33). Unmittelbar nach Stimulation der Osteoblasten konnte beobachtet werden,
dass die Intensitéit der Emission nach Anregung im spektralen Bereich von 340nm anstieg
(sieche Abbildung 33, violette Kurve), wohingegen sie nach Anregung des Farbstoffes bei
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6 Experimente und Ergebnisse

einer Wellenléinge von 380nm fiel (siche Abbildung 33, blaue Kurve). Die Berechnung des
Verhiltnisses beider Spektren (Ratio) macht deutlich, dass direkt auf die Stimulation eine
intrazelluldre Erhohung der Calciumionen-Konzentration folgte, die im weiteren Verlauf
wieder sank (siche Abbildung 33, rote Kurve).

Im Gegensatz zu der Calciumcharakteristik nach der Simulation mit Scherfliissen und
Dehnungsreizen zeigte sich nach vertikaler Stimulation ein véllig anderer zeitlicher Ab-
lauf des Calciumsignals. Anstatt einer verzégerten Calciumantwort trat hier die Calciu-
merhohung sofort nach der Stimulation auf. Damit stellt sich die Frage, ob nach einer
vertikalen Kraftapplikation ein anderer Mechanismus durch den mechanischen Reiz in der
Zelle ausgelost wird als nach Scherfliissen und Dehnungsreizen, und ob fiir die Reizauf-
nahme ein anderer Mechanosensor verantwortlich ist.

Die Dynamik der Calciumantwort Die lokale Stimulation mit dem Kraftmikroskop ver-
ursachte eine sofortige Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels. Die Calciumionen
stammen hierbei entweder aus den intrazelluldren Speichern (ER) oder gelangen aus dem
Extrazellulairmedium in das Zytosol. Innerhalb von 40 bis 80 Sekunden nach dem spon-
tanen Anstieg der Calciumkonzentration wird das iiberschiissige freie Calcium zum einen
durch den passiven Transport durch die Zellmembran, zum anderen durch den aktiven
Transport mittels Calciumpumpen (Calcium-ATPasen) in das Endoplasmatische Retiku-
lum oder den Extrazellularraum zuriickgefiithrt und damit das physiologische Gleichge-
wicht wieder hergestellt. Dem schnellen Anstieg der Calciumkonzentration folgt also ein
Abfall mit einer deutlich grofleren Zeitkonstante. Der auftretende quantitative Anstieg
der Ionenkonzentration konnte durch die in Kapitel 3.3.2 beschriebene Kalibrierung von
Ratio-Farbstoffen bestimmt werden. Wéahrend in der ruhenden Zelle die absolute Calcium-
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Abbildung 33: Die Abbildung zeigt die charakteristische intrazelluldre Calciumantwort von
Osteoblasten nach mechanischer Stimulation mit dem Kraftmikroskop. Der Pfeil markiert den
Zeitpunkt der Stimulation, die mit einer maximalen Kraft von 450nN erfolgte. Die rote Kurve
zeigt das Verhéltnis, das aus den Intensitdten nach Anregung bei 340nm beziehungsweise 380nm
gebildet wurde. Die Intensitdt der Emission nach Anregung bei 340nm ist violett, die bei 380nm
blau dargestellt.
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6.2 Vertikale Stimulation und Calcium

konzentration bei etwa 100nM lag, stieg sie in Folge der mechanischen Stimulation auf bis
zu 1puM an. Dieses dynamische Verhalten ist fiir viele Calciumsignale typisch und kann,
allerdings erst 90 bis 150 Sekunden nach Applikation des mechanischen Reizes, auch durch
Scherfliisse und Dehnungsreize hervorgerufen werden.

Die Kraftschwelle in Abhdngigkeit von den Stimulationsparametern Fiir die Zell-
stimulation mit dem Kraftmikroskop wurde zunéchst die applizierte Maximalkraft, aus-
gehend von einigen 100pN, in jedem Stimulationszyklus sukzessiv erhoht. Dabei erfolgte
nach jeder Stimulation mit einer definierten Kraft eine fiinfminiitige Pause, bevor die Sti-
mulation mit einer erhdhten Kraftamplitude wiederholt wurde. Diese Prozedur wurde so
lange fortgefiihrt, bis es bei der Zelle zu einer verdnderten Calciumkonzentration kam
(sieche Abbildung 33). Parameter wie die Zyklenzahl (20 Zyklen) und die Periodendauer
(100ms) wurden hierbei zunéchst konstant gehalten, um so eine mogliche Auswirkung die-
ser Stimulationsparameter auf die Calciumantwort zu unterbinden. Die Geschwindigkeit
des Cantilevers war bei der Annédherung und der Riickzugsphase konstant, so dass in einem
Ort-Zeit-Diagramm fiir den Abstand der Cantileverspitze von der Zelle ein Dreiecksprofil
entstand. Als Sonde diente dem Cantilever eine 10um grofie Silika-Kugel.

Etwa 98% der mechanisch stimulierten Zellen reagierten mit einer Erhohung der intra-
zelluldren Calciumkonzentration, wie sie in Abbildung 33 gezeigt ist. Die Kraftschwelle fiir
die einzelnen Zellen lag hierbei zwischen 500nN und 800nN. Krifte iiber 700nN erhohten
das Risiko einer Zellbeschédigung deutlich. Die Zerstérung einer Zelle kann daran erkannt
werden, dass beide Fluoreszenzintensitédten des Farbstoffes stark abfallen, die Zelle kugelig
wird und sich vom Substrat ablost.

Die oben vorgestellten Experimente wurden anschlieBend mit variierender Zyklenzahl
und Stimulationsfrequenz (Periodendauer) wiederholt, um so den Einfluss dieser Stimula-
tionsparameter auf die Mechanotransduktion und damit die Mechanik des Mechanosensors
zu untersuchen. Hierfiir wurde die Frequenz zwischen 0,1Hz und 100Hz und die Zyklenzahl
zwischen 1 und 100 Wiederholungen veréndert. Die Variation der Stimulationsparameter
innerhalb dieser Bandbreite liel jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Dynamik der
intrazelluldren Calciumerhohung und die Kraftschwelle erkennen.

Es scheint also unabhéngig von der Frequenz und der Wiederholungsrate des mecha-
nischen Reizes eine Mechanotransduktion ausgeldst zu werden, die eine instantane Cal-
ciumerhéhung bewirkt. Des Weiteren zeigte sich, dass verhéltnisméfig hohe Kréfte von
Noéten sind, um ein Calciumsignal nach erfolgter Stimulation auslésen zu kénnen. Der
dabei auf die Zellmembran applizierte Druck betrug circa 5.000Pa, wéhrend bei Scher-
fliilssen zur Evokation einer Calciumantwort nur 0,8Pa bis 3Pa benétigt werden. Es musste
daher genau analysiert werden, ob die induzierte Calciumerhchung tatséchlich auf einem
physiologischen Prozess (Mechanotransduktion) zuriickzufiihren ist.

6.2.2 Die interzelluldre Signalweiterleitung
Osteoblasten liegen im Knochen in einem Netzwerk, das heiflt in einer direkten Inter-

aktion vor. Hierfiir stehen sie vor allem iiber so genannte ,gap-junctions“ untereinander
in Kontakt. Diese membrandurchspannenden Kanile ermoglichen zwischen den einzelnen
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Zellen den Austausch von kleinen Signalmolekiilen. Man vermutet, dass ,gap-junctions®
nicht nur fiir die Mechanotransduktion im Knochen, sondern auch fiir die Differenzierung
der Knochenzellen eine wichtige Rolle spielen [49]. Auf Grund der Kommunikation der
Zellen kann die Untersuchung der nach mechanischer Stimulation erfolgenden Signalwei-
terleitung an benachbarte Zellen dazu dienen, den Mechanismus der Mechanotransduktion
im ganzheitlichen Knochen zu untersuchen. Schon eine Stimulation weniger Zellen konnte
ausreichen, um eine interzelluldre Signalkaskade in Gang zu setzen, die beispielsweise eine
Umstrukturierung des Knochenbaus zur Folge hat.

Da bei Scherkraft- und Dehnungsexperimenten die Stimulation vieler Zellen erfolgt, war
es mittels dieser Methoden nicht gegliickt, die Signalweiterleitung zwischen Zellen zu unter-
suchen. Dazu muss die Stimulation einzelner Zellen erfolgen. In der Vergangenheit wurden
unter anderem Mikropipetten verwendet. Diese erlauben zwar nicht die Messung der ap-
plizierten Kraft, dienen aber dem Beweis, dass ,gap-junctions® an der interzellularen Wei-
terleitung von Calciumsignalen beteiligt sind [64, 102, 255]. Im Gegensatz hierzu kénnen
jetzt mit Hilfe des Kraftmikroskops einzelne Zellen mit definierten Kréften gezielt stimu-
liert und gleichzeitig der Calciumhaushalt benachbarter Zellen beobachtet werden.

Die typische Reaktion der mechanisch mit dem Kraftmikroskop stimulierten Osteobla-
sten war eine Calciumerhéhung im Zytosol (siehe Abbildung 34, griin dargestellt). Zellen,
die in unmittelbarer Nachbarschaft zu dieser Zelle lagen, zeigten hingegen eine deutlich
zeitverzogerte Calciumantwort (sieche Abbildung 34, rot und schwarz dargestellt). Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass die stimulierte Zelle in Folge eines mechanischen Reizes
Botenstoffe aussendet, die zu einer Calciumantwort in den Nachbarzellen fithren. Durch
die begrenzte Ausbreitungsgeschwindigkeit der Signalmolekiile, beispielsweise durch ,gap-
junctions“ hindurch, ist die Zellantwort jedoch zeitlich verzogert. Diese Calciumreaktionen
der Nachbarzellen traten in einigen Zelllangen Entfernung von der mechanisch stimulierten
Zelle nicht mehr auf. Eine Erklarung hierfiir kénnte die Ausschiittung des Botenstoffs in
den Extrazellularraum sein. Die Diffusion in den zellumgebenden Halbraum sorgt dafiir,
dass die Konzentration der Signalmolekiile mit dem Abstand vom Urspungsort minde-
stens zum Quadrat abnimmt und so die Ausléseschwelle einer Calciumantwort schnell
unterschritten wird.

6.2.3 Die intrazelluldre Signalweiterleitung

Die in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten Ergebnisse zeigen, dass untersucht wer-
den muss, wie das Calciumsignal in den Knochenzellen zustande kommt. Fiir die Generie-
rung von Calciumsignalen sind zum einen sehr hohe Kréfte notwendig. Da diese in keiner
Relation zu Scherflusskréften stehen, kann die erhchte Calciumkonzentration womdoglich
auf einen nicht-physiologischen Vorgang zuriickgefiihrt werden. Zum anderen konnte ein
anderer Mechanotransduktionsweg als der nach einer Stimulation mit Scherfliissen und
Dehnungsreizen ausgelost werden. Um diese Vermutungen zu kléren, miissen die Prozesse,
die zur Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration bei lokaler Stimulation beitra-
gen, untersucht werden.

Die Calciumkonzentration des Zytosols wird in erster Linie durch zwei Prozesse be-
einflusst (siche Abbildung 35). Auf der einen Seite kann Calcium auf Grund des zwi-
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Abbildung 34: Dargestellt ist eine typische Calciumantwort nach mechanischer Stimulation
der Zellen mit dem Kraftmikroskop. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Stimulation. Die stimu-
lierte Zelle ist griin, die Nachbarzellen sind rot und schwarz dargestellt. Die zeitliche Verzogerung
des Calciumanstiegs der Nachbarzellen ist zu erkennen.

schen Zytosol und Extrazellularraum vorliegenden Calciumgradienten durch das Offnen
Calcium-sensitiver Ionenkanéle in das Zellinnere einstromen (siche Kapitel 2.2.1). Hier-
bei kénnen unter anderem mechanosensitive Ionenkanéle eine wichtige Rolle spielen (siehe
Kapitel 2.3.6). Auf der anderen Seite kénnen die Calciumionen aus dem Endoplasmati-
schen Retikulum (ER) freigesetzt werden, indem Inositol-(1,4,5)-Triphosphat (IP3) an die
entsprechenden Rezeptoren des ERs bindet [12] (siche Kapitel 2.3.6).

Es konnte bereits beobachtet werden, dass das Calcium in Folge von Scherfliissen und
Dehnungsreizen (vermittelt durch die Aktivierung der PLC, siehe Kapitel 9) aus den intra-
zelluldren Speichern freigesetzt wird. Nun ist fraglich, woher die Calciumionen stammen,
die nach vertikaler Stimulation zur Erhohung der intrazelluliren Calciumkonzentration
beitragen. Diese Frage wurde in dieser Arbeit mit den folgenden Experimenten unter-
sucht.

Thapsigargin-Experimente Thapsigargin fithrt durch die Blockade der Aufnahme freier
Calciumionen aus dem Zytosol in das ER zu einer Entleerung des intrazelluldren Speichers
(siehe Kapitel 3.9.1). Folglich stehen dort keine weiteren lonen zur Erhéhung der intra-
zelluldren Calciumkonzentration zur Verfiigung (siche Abbildung 36). Fiir die Blockade
der Calciumaufnahme in das ER wurden die Zellen fiir 60 Minuten mit 54M Thapsigar-
gin inkubiert und anschlieBend mit Hilfe des Kraftmikroskops stimuliert. Wie beschrieben
blieben die Zyklenzahl und Periodendauer iiber die Stimulationsdauer konstant. Ledig-
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Abbildung 35: Gezeigt ist die schematische Darstellung der Calciumionen-Verteilung zwi-
schen Zytosol (Cytoplasm), Endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Extrazellularraum
(Medium).

lich die Kraft wurde zur Bestimmung der Kraftschwelle sukzessiv erhcht. Da auf Grund
der Behandlung der Zellen mit Thapsigargin diesen keine Calciumionen zur Erhéhung der
intrazelluldren Calciumkonzentration zur Verfiigung standen, konnte mit Hilfe der Experi-
mente die Rolle des intrazelluldren Speichers fiir die Calciumantwort der Zelle untersucht
werden.

lon channel Medium
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Abbildung 36: In der Abbildung ist die Auswirkung von Thapsigargin auf den Zugriff auf
ER-gespeicherte Calciumionen dargestellt. Thapsigargin blockiert die Rezeptoren des ER, so dass
keine Calciumionen aus dem intrazelluldren Speicher freigesetzt werden kénnen.

Die Zellen reagierten auf die vertikale mechanische Stimulation mit dem Kraftmikro-
skop wie zuvor mit einer charakteristischen Calciumantwort (siche Abbildung 33). Diese
Beobachtung lédsst den Schluss zu, dass die Calciumionen, die zur Erhohung des intrazel-
luldren Calciumspiegels beitragen, nicht aus dem Endoplasmatischen Retikulum stammen,
da trotz dessen Blockade die Calciumerhohung der Zelle als Reaktion auf einen mechani-
schen Reiz stattfand.

Mit den Thapsigargin-Experimenten konnte also gezeigt werden, dass andere Prozesse
zur Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration fiithren als bei der Applikation von
Scherfliissen und Dehnungsreizen (siche Kapitel 2.3.8).
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Quenching-Experimente Da auf Grund der Ergebnisse der Thapsigargin-Experimente
das Endoplasmatische Retikulum als Quelle der Calciumionen, die nach einer mechani-
schen Stimulation vorliegen, auszuschliefen ist, wurden die folgenden Experimente auf die
Untersuchung des extrazelluldren Einstroms der Calciumionen hin ausgerichtet. Hierfiir
konnen, wie in Kapitel 3.9.3 beschrieben, Manganionen verwendet werden. Diese lonen
besitzen die gleichen physiologischen Eigenschaften wie Calcium, jedoch mit dem Unter-
schied, dass der verwendete Farbstoff nicht mehr fluoresziert, sobald Mangan mit diesem
eine Verbindung eingeht (,,Quenching*, sieche Kapitel 3.9.3). Fiir den Versuch wurden die
im extrazelluldren Medium vorliegenden Calciumionen durch Manganionen (2mM) substi-
tuiert (siche Abbildung 37) und die Zellantwort nach Stimulation mit dem Kraftmikroskop
wurde beobachtet.

lon channel Medium

Cytoplasm

Abbildung 37: Schematische Darstellung der intra- und extrazelluiren Kationenverteilung
mit Manganionen im Zellkulturmedium. Manganionen haben die gleichen physiologischen Eigen-
schaften wie Calcium und kénnen durch Calcium-spezifische Ionenkanéle in die Zelle einstrémen.

Die mechanische Stimulation fiihrte sowohl nach Anregung bei 340nm als auch nach
Anregung bei 380nm zu einem starken Fluoreszenzverlust (siehe Abbildung 38). Die Man-
ganionen stromten anstatt der Calciumionen durch Ionenkanile in das Zytosol ein und
quenchten die Farbstoffmolekiile. In der Folge &nderte sich das chemische Gleichgewicht
zwischen Farbstoff und den noch vorhandenen Calciumionen, so dass im Ratio-Signal eine
scheinbare Calciumerhchung zu beobachten war.

Die experimentelle Ergebnisse zeigen, dass der durch die mechanische Stimulation evo-
zierte Calciumanstieg durch Ionen hervorgerufen werden muss, die durch Ionenkanéle aus
dem Extrazelludrmedium in die Zelle einstromen.

Cadmium- und Lanthan-Experimente Um zu untersuchen, ob der Einstrom der Cal-
ciumionen iiber Calcium-sensitive Ionenkanéle vermittelt erfolgt, wurden dem extrazel-
luldren Medium die Schwermetalle Cadmium oder Lanthan zugesetzt. Beide verhindern
den Transport von Calciumionen in die Zelle. Dieser wiirde auf Grund des vorhandenen
Konzentrationsgradienten bei gedffneten lonenkanélen stattfinden (siche Kapitel 3.9.4 und
Abbildung 39).

Zur Inhibition der spezifischen Calciumkanéle wurden dem Medium entweder 10mM
Cadmium oder 10uM Lanthan zugesetzt. Da diese Schwermetalle in Anwesenheit von

79



6 Experimente und Ergebnisse

|

50 100 150 200

10-%
50 100 150 200
204 4
104 4

50 100 150 200
Time /s

Ratio

Intensity / 340nm

Intensity/ 380nm

Abbildung 38: Dargestellt ist eine klassische Calciumantwort nach mechanischer Stimulation
mit dem Kraftmikroskop in Anwesenheit von Manganionen im Medium. Der Pfeil markiert den
Zeitpunkt der Stimulation. Rot gibt den Verlauf des Fluoreszenzverhéltnisses wieder. Violett
zeigt die Fluoreszenzintensitét des Farbstoffes Fura-2 nach Anregung bei 340nm, blau die bei
380nm.
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Abbildung 39: Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der intra- und extrazel-
luldren Kationenverteilung in Osteoblasten in Verbindung mit Cadmium- beziehungsweise Lan-
thanionen. Sowohl Cadmium als auch Lanthan blockieren alle spezifischen lonenkanéle, so dass
Calcium nicht in die Zelle einstromen kann.

Phosphaten und Bikarbonaten ausflocken, kamen Medien zum Einsatz, die solche Verbin-
dungen nicht enthielten (siche Kapitel 3.10).

Trotz der Blockade der Calcium-sensitiven Ionenkanéle war nach mechanischer Stimu-
lation mit dem Kraftmikroskop eine Calciumantwort, wie sie auch ohne den Zusatz der
Schwermetalle auftritt, messbar (sieche Abbildung 33). Dieses Ergebnis ldsst darauf schlie-
Ben, dass die Calciumionen, die zur intrazelluldren Erhohung der Konzentration beitragen,
nicht durch Ionenkanéle in das Zytosol gelangen.
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6.2.4 Mikroporation der Zellen

Mit Hilfe der oben beschriebenen experimentellen Ergebnisse konnte die Herkunft der
Calciumionen, die zu einer intrazelluldren Calciumerhéhung beitragen, geklédrt werden:
die Calciumionen stromen in Folge der lokalen Stimulation aus dem Extrazellularmedi-
um in das Zytosol ein und stammen nicht aus intrazellularen Speichern. Dabei sind keine
Calcium-sensitiven Ionenkanéle an der Generierung der Calciumsignale beteiligt. Des Wei-
teren kann die beobachtete Calciumdynamik nicht durch den passiven Drift der Calciumio-
nen iiber die Zellmembran oder durch den aktiven Ionentransport mittels lonenpumpen
erklart werden, da diese Prozesse zu langsam ablaufen.

Die Vermutung, dass ein nicht-physiologischer Prozess fiir die intrazelluldre Calciu-
merhohung in Folge der lokalen Stimulation verantwortlich ist und damit den Beobach-
tungen kein anderer Mechanotransduktionsweg zu Grunde liegt, wird durch die oben be-
schriebenen Messungen gestérkt. Die zur Auslosung der Calciumsignale notwendigen ho-
hen Kréifte lassen vermuten, dass durch die mechanische Stimulation die Zellmembran
kurzzeitig verletzt wird, so dass ein Ionenaustausch entlang des Konzentrationsgradienten
erfolgen kann und damit eine scheinbare Calciumantwort auftritt.
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Abbildung 40: Dargestellt sind charakteristische Calciumantworten nach mechanischer Sti-
mulation mit dem Kraftmikroskop. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der drei Stimulationen.
Die stimulierte Zelle ist griin, die Nachbarzellen sind rot beziehungsweise schwarz gekennzeich-
net. Gezeigt sind das Ratio des Farbstoffes Fura-2 sowie die Fluoreszenzintensitit nach Anregung
bei 380nm. Die schwarzen Querbalken definieren das urspriingliche Ratio- bzw. Fluoreszenzni-
veau der stimulierten Zelle. Nach jeder mechanischen Stimulation steigt das Ratio, wéihrend die
Fluorezenzintensitét nach Anregung bei 380nm fillt.

Dieser Verdacht konnte erhirtet werden, indem die Calciumsignale nach vertikaler Sti-
mulation genauer untersucht wurden. In Abbildung 40 ist eine solche typische Calciumant-
wort abgebildet. Die Intensitéat der Fluoreszenz nach Anregung des Farbstoffes Fura-2 bei
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380nm und das Verhéltnis der Fluoreszenzintensititen (siehe Kapitel 3.3) ist hier hoher
aufgelost dargestellt (griin: stimulierte Zelle; rot und schwarz: Nachbarzellen). Wie im An-
stieg des Ratios und im Abfall der Fluoreszenzintensitédt deutlich wird, reagiert die Zelle
auf jeden Stimulus (siehe Pfeile in Abbildung 40) mit einer Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration. Die Nachbarzellen hingegen zeigen lediglich nach der ersten und der
dritten Stimulation eine Calciumantwort, die eine interzelluldre Signalweiterleitung ver-
muten lasst. Es wird deutlich, dass die Fluoreszenzintensitéit der stimulierten Zelle nach
Anregung des Calcium-ungebundenen Farbstoffes bei 380nm auf einem niedrigeren Ni-
veau verbleibt. Da die Emissionsintensitit des Calcium-gebundenen Farbstoffes annédhernd
unverdndert bleibt (hier nicht dargestellt), kommt es im Ratio-Signal nach einer Calciu-
mantwort zu einer scheinbar erhohten Calciumkonzentration. Dieses Phéanomen tritt bei
den Nachbarzellen nicht auf. Des Weiteren zeigen auch Calciumantworten, die durch Deh-
nungsreize und Scherfliisse ausgelost wurden, keinen Fluoreszenzverlust (siehe Abbildung
41). Auch die in dieser Arbeit durchgefithrten PTH-Experimente (Eigenschaften von PTH
siche Kapitel 3.9.2) zeigen ebenfalls keine scheinbar erhthte Calciumkonzentration nach
Abklingen des ausgelosten Calciumsignals (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: Die Abbildung zeigt den charakteristischen Fluoreszenzverlauf nach Zugabe
von PTH (rot) oder mechanischer Stimulation mit Scherfliissen beziehungsweise Dehnungsreizen
(schwarz). Dargestellt sind das Verhéltnis (Ratio) und die Fluoreszenzintensitét des Farbstoffes
Fura-2 nach Anregung bei 380nm.

Der lediglich nach der mechanischen Stimulation auftretende Fluoreszenz-Verlust des
Calcium-ungebundenen Farbstoffs kann durch eine Mikroporation der Zellmembran er-
klart werden: durch zu hohe Kréfte wird die Membran kurzzeitig verletzt, so dass Cal-
cium in die Zelle einstromen kann und eine physiologische Calciumantwort suggeriert.
Im Gegenzug verlassen Farbstoffmolekiile auf Grund des Konzentrationsgradienten das
Zellinnere und verringern so die zellinterne Farbstoff-Konzentration. In der Folge &ndert
sich das chemische Gleichgewicht zwischen Calcium und Fura-2 und im Verhéltnis-Signal
ist ein scheinbarer Anstieg des intrazelluliren Grundlevels der Calciumkonzentration zu
beobachten. Auch die zeitverzogerte Reaktion der Nachbarzellen ldsst sich mit Hilfe der
Mikroporation erkldren, da neben dem Farbstoff auch andere Stoffe aus der stimulierten
Zelle austreten konnen. Diese gelangen durch Diffusion durch den Extrazellularraum zu
den Nachbarzellen und koénnen dort eine Calciumantwort auslésen. Bei dieser Art der inter-
zelluldren Signalweiterleitung wiirde es sich jedoch um ein nicht-physiologisches Phéanomen

82



6.2 Vertikale Stimulation und Calcium

handeln.

Erst nicht-physiologisch hohe Krifte kénnen scheinbare Calciumantworten auslésen. Sie
entstehen jedoch in Folge einer durch die applizierte Kraft hervorgerufenen Mikroporation
der Zellmembran. Eine Mechanotransduktion, in deren Folge die intrazelluldre Calcium-
konzentration verdndert wird, kann durch die lokale Stimulation nicht ausgelost werden.
Auf Grund der Tragweite dieses Ergebnisses ist eine eindeutige Verifikation notwendig.
Deshalb werden in den kommenden Abschnitten Experimente und Uberlegungen vorge-
stellt, die zur Bestétigung der Hypothese der Mikroporation der Zellmembran durch lokale
Stimulationen mit einem Kraftmikroskop beitrugen.

EGTA-Experimente Zur Bestitigung der angenommenen Mikroporation der Zellmem-
bran wurden Experimente mit EGTA durchgefiihrt. Diese sollten helfen, den parallel zum
Calciumeinstrom vorhandenen Ausstrom von Fura-2 zu zeigen. Hierzu wurde dem Me-
dium EGTA in einer Konzentration von 5uM zugesetzt. EGTA bindet die im Extrazel-
lularraum befindlichen Calciumionen durch die Ausbildung eines Komplexes, so dass die
extrazelluldre Calciumkonzentration auf die intrazelluldre Konzentration von circa 100nM
eingestellt werden konnte (siehe Kapitel 3.9.5). In der Folge kam es zur Aufhebung des
iiber der Zellmembran bestehenden Konzentrationsgradienten (siehe Abbildung 42).

lon channel Medium

Cytoplasm

Abbildung 42: Die intra- und extrazellulidre Kationen-Verteilung nach Zugabe von EGTA zum
Extrazellulirmedium ist schematisch dargestellt. Durch EGTA wird die extrazelluldre Calcium-
konzentration auf den intrazelluldren Wert eingestellt und das Konzentrationsgefille aufgehoben.

Wie die Abbildung 43 verdeutlicht, konnte trotz des geringen Signal-Rausch-Abstandes
in den einzelnen Experimenten der Abfall der Fluoreszenz und damit verbunden ein An-
stieg des Ratios verzeichnet werden. Die Farbstoffmolekiile stromen also durch die Mikro-
poration der Membran aus der Zelle aus. In der Folge dndert sich das chemische Gleichge-
wicht zwischen Farbstoff- und Calciumkonzentration, so dass eine Abnahme der Calcium-
ungebundenen Fluoreszenzintensitéit zu beobachten ist.

Die experimentellen Ergebnisse konnten die Hypothese, dass der Calciumanstieg in den
Osteoblasten nach mechanischer Stimulation durch eine Perforation der Zellmembran aus-
gelost wird, bestatigen. Die Mikroporation der Membran ist, da sich eine Zellmembran
prinzipiell wie eine Fliissigkeit verhilt und damit eine Regeneration ermdoglicht, nur tem-
porér. Aus diesem Grund konnen Farbstoffe direkt in einzelne Zellen injiziert werden, ohne
dass der Zelltod eintritt [93].
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Abbildung 43: Die Abbildung zeigt einen typischen Fluoreszenzverlauf nach mechanischer
Stimulation der mit EGTA inkubierten Zellen und Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2
bei 380nm. Dargestellt sind das Ratio (schwarz) und die Fluoreszenzintensitét des Farbstoffes
nach Anregung bei 380nm (blau). Die roten Linien représentieren die Mittelwerte der dargestell-
ten GroBen fiir die jeweiligen Zeitrdume nach der mechanischen Stimulation dar. Sie sind durch
senkrechte Linien abgegrenzt (schwarz).

6.2.5 Der Einfluss physiologischer Parameter auf die scheinbare
Calciumkonzentration

Wie durch die Verwendung der Schwermetalle Cadmium und Lanthan gezeigt werden
konnte, erfolgt der Einstrom von Calciumionen nicht durch spezifische Ionenkanile. Die
Zuverlassigkeit dieser Experimente bleibt allerdings fraglich, da die Auswirkungen der
Schwermetalle auf die Ionenkanile bis heute in der Literatur kontrovers diskutiert wer-
den. Jedoch bildet dieses Experiment eine wichtige Grundlage fiir die Interpretation, dass
die Mikroporation der Zelle die Ursache fiir den durch die lokale Stimulation induzierten
Calciumeinstrom ist. Um sicherstellen zu kénnen, dass die Mikroporation tatséchlich die
Folge der lokalen Stimulation ist, wurden weitere Experimente durchgefiihrt. Diese erfolg-
ten unter der Annahme, dass die Ergebnisse der Cadmium- und Lanthan-Experimente
falsch sind und es sich bei der Beobachtung um eine physiologische Calciumerhéhung han-
delt, die in Folge der Offnung von Calcium-sensitiven Ionenkanilen entsteht. Auch unter
dieser Hypothese musste jetzt die Frage beantwortet werden, wie es - in Folge der loka-
len Stimulation - zu einem Fluoreszenzverlust und damit verbunden zu einer scheinbaren
Erhohung des Calcium-Ruheniveaus kommen kann. Dazu wurde in erster Linie der Ein-
fluss der physiologischen Umgebungsbedingungen auf die Eigenschaften des Farbstoffes
Fura-2 betrachtet. Diese Experimente werden im Folgenden dargestellt und haben gezeigt,
dass die Mikroporation unter den beobachteten Phdnomenen die einzige Erklarung des
induzierten Calciumeinstroms ist.

Farbstoff-Sequestration Die Dynamik von Calciumantworten kann durch die Sequestra-
tion des Farbstoffes verdndert werden. Unter Sequestration versteht man den Einbau von
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Abbildung 44: Die Abbildung zeigt einen typischen Fluoreszenzverlauf unter der Langzeitbe-
obachtung von Zellen, die mit Fura-2 gefidrbt wurden. Die Fluoreszenzintensitét des Farbstoffes
Fura-2 nach Anregung bei 380nm ist blau, die Fluroeszenzintensitit nach Anregung bei 340nm
violett und das Verhiltnis aus beiden Intensitéten (Ratio) rot aufgetragen.

Farbstoffmolekiilen in die einzelnen Zell-Kompartimente wie zum Beispiel die Mitochon-
drien [183]. Durch die Umlagerung des Farbstoffes Fura-2 in die Zellorganellen steht dieser
nicht langer zur Messung der zytosolischen Calciumkonzentration zur Verfiigung.

Sollte die Sequestration von Fura-2 tatsédchlich die Charakteristik der Kraftmikroskop-
Experimente beeinflussen, so héitte dieser Effekt auch bei anderen Calciumantworten zum
Beispiel nach Stimulation mit PTH, Scherfliissen oder Dehnungsreizen zu beobachten sein
miissen. Da dieses jedoch nicht der Fall war, sind Sequestrations-Effekte zur Erklarung
der Calciumcharakteristik, die nach Stimulation mit dem Kraftmikroskop auftritt, auszu-
schlieflen.

Ausbleichen des Farbstoffes Neben der Sequestration kénnte ein , Farbstoff-Bleaching“
(Ausbleichen) ebenfalls zu scheinbaren Verdnderungen der Calciumkonzentration fiihren.
Fluoreszenzfarbstoffe reagieren auf intensives Licht empfindlich: die einzelnen Molekiile
werden durch das Anregungslicht so verdndert, dass sie ihre urspriinglichen optischen Ei-
genschaften verlieren, sie bleichen aus (engl. ,photobleaching). Dieser Effekt kann durch
eine Verringerung der Lichtintensitéit und Sauerstoffkonzentration vermindert werden [8].
Auch Fura-2 ist, wenngleich weniger als andere Farbstoffe [245], gegeniiber dem Photoble-
aching empfindlich [151]. In Abbildung 44 ist eine Langzeitmessung dargestellt, in der die
Zellen unter hohen optischen Anregungsdichten iiber einen ldngeren Zeitraum beobachtet
wurden. Wie sich zeigte, wird die Fluoreszenz der Zellen mit zunehmender Bestrahlungs-
dauer verdndert. Hierbei nimmt die Intensitdt der 380nm-Fluoreszenz schneller ab als
die nach Anregung bei 340nm. In der Folge ist ein relativer Anstieg des Ratios beider
Intensitdten zu beobachten, was auf eine scheinbare Calciumerhohung schlieflen 1dsst. Die-
se kann jedoch durch eine verdnderte Farbstoffkonzentration im Zytosol erklart werden,
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da hierbei das chemische Gleichgewicht zwischen Calcium-gebundenen und dissoziiertem
Farbstoff verdndert wird.

Wie die Abbildung 44 verdeutlicht, ist das Photobleaching ein langsamer Effekt. Daher
kann er nicht den Fluoreszenzverlust erkldren, der unmittelbar nach der mechanischen
Stimulation auftritt.

Calcium-Puffer, Temperatur- und pH-Effekte Neben Sequestration und Photoblea-
ching haben auch die Puffereigenschaften der im Zytosol vorliegenden Substanzen, die
Umgebungs-Temperatur und der intrazelluldre pH-Wert einen Einfluss auf die Eigenschaf-
ten des Farbstoffes und damit verbunden auf die scheinbare Calciumkonzentration. Diese
Einfliisse werden im Folgenden beschrieben.

Fluoreszenzfarbstoffe wie Fura-2 befinden sich mit den zytosolischen Calciumionen in
einem chemischen Gleichgewicht. Die dabei auftretenden Puffereigenschaften stehen zu
den endogenen Puffern in Konkurrenz. Da letztere jedoch im Vergleich zu Fura-2 durch
wesentlich geringere Kapazititen, Affinidten und Mobilitdten gegeniiber Calcium gekenn-
zeichnet sind [163, 10], eignet sich Fura-2 bestens zur Detektion kleiner Anderungen in
der intrazelluldren Calciumkonzentration. Dem hingegen haben die endogenen Puffer nur
einen minimalen Einfluss auf die Calciumdynamik, so dass der Abfall der Fluoreszenzin-
tensitdten und die damit verbundene scheinbar erhéhte Calcium-Ruhekonzentration nicht
mittels dieser Puffer erklart werden kann.

Bei der Bindung von Calcium an Fura-2 spielt die Dissoziationskonstante Kp des Farb-
stoffes eine wichtige Rolle. Sie gibt nicht nur Aufschluss {iber die Fahigkeit von Fura-2,
Calciumionen zu binden, sondern auch {iber das chemische Gleichgewicht zwischen dem
dissoziiertem Farbstoff und den Farbstoffmolekiilen, die Calciumionen gebunden haben.
Auf Grund der Anderung des Kp-Wertes éndern sich auch die Fluoreszenzintensitéiten fiir
die Anregung bei 340nm respektive 380nm. Die Dissoziationskonstante wird dabei sowohl
vom pH-Wert des Zytosols als auch von der Temperatur beeinflusst [137].

Der pH-Wert der Zelle ist unter anderem von der extrazelludren Kohlendioxidkonzentra-
tion und dem damit verbundenen extrazelluldren pH-Wert abhéngig [243]. Dieser nimmt
mit der Zeit auf Grund des Gasaustausches an der Oberfliche des Mediums zu. Um daher
bei den Experimenten den Einfluss des pH-Wertes auf die Zellen ausschliefen zu kénnen,
erfolgte ein permanenter Wechsel des Kulturmediums. Dieser wurde durch die Verwendung
einer Perfusionspumpe realisiert, mit der der pH-Wert konstant auf 7,4 gehalten wurde.
Allerdings kann hierbei nicht ausgeschlossen werden, dass die Anderung der Fluoreszen-
zeigenschaften von Fura-2 auf einer schnellen intrazellularen Akkumulation von Protonen
beruht. Diese konnten als Antwort auf einen mechanischen Reiz iiber spannungsgesteu-
erte Protonen-Kanile in die Zelle gelangen und dort eine spontane, wenn auch reversible
pH-Anderung verursachen [162]. Um zu untersuchen, ob die verinderten Fluoreszenzei-
genschaften einen Protonen-Einstrom zur Ursache haben, wurden Langzeitbeobachtungen
der mechanisch stimulierten Zellen mit dem Kraftmikroskop durchgefiihrt. Bei diesen Ex-
perimenten konnte beobachtet werden, dass die nach der Stimulation erniedrigte Fluores-
zenzintensitat nicht auf ihr urspriingliches Niveau zuriickkehrte. Dieses Ergebnis zeigt, dass
die Beteiligung von H*-Tonen ausgeschlossen werden kann. Die beobachtete Charakteristik
der Calciumantwort kann also nicht mit der Anderung des pH-Wertes erklirt werden.
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Abbildung 45: Die Abbildung zeigt einen typischen Fluoreszenzverlauf unter Langzeitbeob-
achtung von Fura-2 und Variation der Umgebungstemperatur. Die rote Kurve charakterisiert
das Verhéltnis des Farbstoffes wéahrend violett und blau die Fluoreszenzintensitédten nach Anre-
gung bei 340nm beziehungsweise 380nm wiedergeben. Die Pfeile kennzeichnen den Zeitpunkt des
graduellen Anstiegs der Temperatur beziehungsweise das Erreichen der Maximaltemperatur von
3rC.

Neben dem pH-Wert hat auch die Umgebungstemperatur einen Einfluss auf die Disso-
ziationskonstante von Fura-2. In Abbildung 45 ist eine Langzeitmessung dargestellt, in
der die Temperatur zwischen dem ersten und dem zweiten Pfeil von 25°C auf 37°C erhoht
und dann konstant gehalten wurde. Wie deutlich zu erkennen ist, stiegen zunéchst beide
Fluoreszenzintensitdaten. Die Emission nach Anregung bei 380nm nahm dabei schwécher
zu. Der Anstieg ging anschliefend in einen kontinuierlichen Abfall beider Kanéle iiber.
Letzterer ist auf Photobleaching und eine erhéhte Exozytose des Farbstoffes in Folge
der hoheren Temperatur zuriickzufiithren. Der aus dem hierbei verdnderten chemischen
Gleichgewicht zwischen Farbstoff und Calciumionen resultierende scheinbare Calciuman-
stieg kann am Ratio abgelesen werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
die unterschiedlichen Temperaturen ein zusétzlich verdndertes physiologisches Calcium-
Grundniveau in der Zelle herbeifithren. Es ist jedoch nicht anzunehmen, dass die lokale
mechanische Stimulation eine spontane signifikante Temperaturerh6hung auslost.

Das Zusammenspiel der oben genannten simultanen Prozesse ergibt Fluoreszenzkurven,
wie sie in Abbildung 45 dargestellt sind. Die einzelnen Prozesse und ihre zeitliche Relevanz
sind nur schwer voneinander zu trennen. Jedoch laufen alle Prozesse auf einer Zeitskala
ab, die nicht mit der Zeitskala der mechanischen Stimulation und deren Auswirkungen auf
die Calciumkonzentration korreliert.

Sonstige Prozesse Der nach Anregung des Farbstoffes bei 380nm resultierende Abfall
der Fluoreszenzintensitit konnte eine Zerstorung interner Zellstrukturen zur Ursache ha-
ben, in deren Folge eine nicht-physiologische Signalkaskade ausgelost wird.
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Auch Mangan- oder andere Metallionen, die sich wéhrend der Stimulation an der Sonde
des Cantilevers befinden und durch eine Verletzung der Zellmembran eindringen kénnen,
wiéren als Ursache des Farbstoffquenchings denkbar. Das Quenching wiederum liele einen
scheinbaren Calciumanstieg erkennen, wie er in Abbildung 37 dargestellt ist.

AuBlerdem muss der in der Mikroskopie auftretende , Schichtdickeneffekt® erwdahnt wer-
den. Er fiihrt dazu, dass die Intensitdt der vom Objektiv eingesammelten Fluoreszenz
variiert. Mikroskop-Objektive haben eine bestimmte Fokustiefe, die in der Regel (und bei
den verwendeten Objektiven) bei circa 5um liegt. Durch die Deformation der Zelle kénnen
das Zytosol und damit verbunden die fluoreszierenden Farbstoffmolekiile auf Grund dieser
Fokustiefe aus der Betrachtungsebene heraus verschoben werden, so dass sich die Inten-
sitdt der eingesammelten Fluoreszenz des Farbstoffes dndert. Das Hintergrundrauschen
bleibt jedoch hierbei annéhernd konstant. Die Folge wire eine Anderung des Fluoreszenz-
Verhiltnisses des Quotientenfarbstoffes Fura-2 und eine scheinbar verinderte Calcium-
konzentration. Jedoch zeigten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Messungen,
dass dieser Effekt erst signifikant wird, wenn die Zellen um mehr als 10pum aus der Foku-
sebene heraus geschoben werden. Eine solche Verschiebung ist jedoch, da Zellen lediglich
eine Hohe von 2pm bis 3um aufweisen, durch eine mechanische Stimulation und die da-
mit verbundene viskoelastische Verformung nicht moglich. Des Weiteren wére nach einiger
Zeit die urspriingliche Zellform wieder hergestellt und der Schichtdickeneffekt hiatte damit
keinen Einfluss auf die Fluoreszenzintensitét mehr.

6.2.6 Die Osteosarkom-Stammazelllinie MG63

Um eine physiologische Spezifitdt der zelluldren Antwort von Osteoblasten auf die lokale
vertikale mechanische Stimulation ausschlieen zu konnen, wurden die zuvor beschriebenen
Experimente zusétzlich mit der Zelllinie MG63 durchgefiihrt.

Diese Osteosarkom-Zellen zeigten ab einer gewissen Schwellkraft (sieche Abbildung 40)
das gleiche Verhalten in der Anderung der intrazelluliren Calciumkonzentration wie Osteo-
blasten. Auch hier kam es zu einer auf die Mikroporation der Zellmembran zuriickfiihrbare,
nicht-physiologischen Erhchung des Calciumlevels. Dieses Phénomen tritt dementspre-
chend nicht nur spezifisch bei priméren Osteoblasten auf, sondern scheint ein grundlegen-
des Problem bei der gewahlten Art der Stimulation zu sein.

6.2.7 Zusammenfassung

Die experimentellen Ergebnisse und Uberlegungen dieser Arbeit zeigen, dass die vertikale
mechanische Stimulation von Osteoblasten mit Hilfe des eindimensionalen Kraftmikro-
skops unter der Variation aller Stimulationsparameter (Frequenz, Amplitude, Zyklenzahl)
keine physiologische Calciumerhohung in der Zelle auslost. Im Gegensatz zu Scherkréften
und Dehnungsreizen kommt es hier nicht zu einer Aktivierung der Phospholipase C und
nachfolgend zu einer verzogerten Calciumantwort. Der charakteristische Mechanotrans-
duktionsweg kann also durch lokale vertikale Deformationen mit einer 10um messenden
Silika-Kugel nicht in Gang gesetzt werden. Des Weiteren kommt es in Folge der Stimula-
tion mit dem Kraftmikroskop auch nicht zu einer Aktivierung mechanosensitiver Ionen-
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kanale.

Erst unphysiologisch grofie Kréfte fithren zu einer scheinbaren Calciumantwort. Diese
ist, da andere Erklirungsansitze auf Grund der Experimente und Uberlegungen verworfen
werden miissen, auf eine Mikroporation der Zelle zuriickzufithren. Bei der Mikroporation
wird die duflere Zellmembran kurzzeitig verletzt, so dass ein Ionenaustausch stattfinden
und Farbstoff aus der Zelle austreten kann. Die Zellen sind zwar gegeniiber dufleren Kriften
relativ stabil [94], weisen jedoch lediglich ein Elastizitdtsmodul von 1kPa bis 10kPa auf.
Da die maximal applizierten Krifte, die zu einer scheinbaren Calciumantwort fiihrten,
im Bereich von 10kPa lagen, kénnen kleine temporére Verletzungen der Membran nicht
ausgeschlossen werden. Nur mit Hilfe der Mikroporation kann sowohl die spontane Calciu-
merhdhung als auch die Verdnderung des Calcium-Ruheniveaus der Zelle erkldrt werden.

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit vorgenommenen lokalen Stimulation der Osteoblasten
widersprechen den Interpretationen, die Horton und seine Mitarbeiter auf Grund vergleich-
barer Experimente machten [23]. Sie stimulierten unter zu Hilfenahme eines Rasterkraft-
mikroskops mit einer 10m messenden Silika-Mikrokugel Osteoblasten, die aus Rattenkno-
chen gewonnen wurden. Mittels der konfokalen Mikroskopie und dem Fluoreszenzfarbstoff
Fluo3-AM konnten sie bei Stimulationen mit Kréften von > 10nN einen sofortigen intrazel-
luldren Calciumanstieg, der wohl auf die Beteiligung von mechanosensitiven Ionenkanélen
zuriickzufiihren ist, feststellen (siche Abbildung 1E in [23]). Eine mogliche Erklarung fiir
dieses Ergebnis ist die Verwendung des Einzelwellenldngen-Farbstoffes Fluo3-AM, der in
Kombination mit einem Rasterkraftmikroskop auf Grund des auf den Cantilever fokussier-
ten Laserstrahls zu Fluoreszenz-Artefakten fithren kann. So fillt beispielsweise auf, dass
die in [23] in der Abbildung 1E dargestellte intrazellulire Calciumkonzentration schon
etliche Sekunden vor dem Kontakt des Cantilevers mit der Zellmembran (TD) anstieg.
Diese Beobachtung kann nicht als physiologisch angesehen werden und kénnte in einer
artifiziellen Messung der Farbstoff-Fluoreszenz begriindet sein. Des Weiteren stellt sich
auch hier die Frage nach der Mikroporation der Zellen. Allerdings scheinen Horton und
seine Mitarbeiter mit deutlich niedrigeren Kréften gearbeitet zu haben. Diese wurden als
> 10nN beschrieben [23]. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit fithrten Kréfte, die in
der Ndhe von 10nN lagen, jedoch nie zu einer Mikroporation. Es wére hingegen denkbar,
dass eine Spezifitit beziiglich der Zellkultur vorlag: so erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
die Phéanotypisierung der Osteoblasten durch mehrere verschiedene Nachweise (siche Ka-
pitel 3.2.3); Horton und seine Mitarbeiter hingegen erbrachten diesen Nachweis lediglich
iiber die alkalische Phosphatase. Hier besteht die Moglichkeit, dass die Arbeitsgruppe um
Horton zwar eine verniinftige Interpretation der Ergebnisse vorgenommen hat, die sich
jedoch nicht zwangslaufig auf Osteoblasten beziehen, sondern eventuell auf ausdifferen-
zierte Osteozyten. Letztere kénnten auf lokale Reize mit einer spontanen Calciumanwort
reagieren.

Beide Ergebnisse stehen sich also kontrir gegeniiber. Auf Grund der zahlreichen Kon-
trollexperimente, die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, kann fiir Osteobla-
sten folgendes Ergebnis festgehalten werden: physiologisch vertrégliche Kréfte sind nicht in
der Lage, durch lokale vertikale Deformation den speziellen Mechanotransduktionsweg zu
aktivieren, der eine verzogerte Calciumerhéhung bewirken wiirde. Der Mechanosensor, der
fiir diese charakteristische Signalkaskade verantwortlich ist, wird anscheinend nicht ausrei-
chend beeinflusst. Auch mechanosensitive lonenkanéle konnen durch die lokale Stimulation
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nicht aktiviert werden. Hier stellt sich die Frage nach grundlegenden Unterschieden der
gewdhlten Stimulationsarten wie Scherfliissen, Dehnungsreizen und lokaler Stimulation.
Deshalb wurde in den weiteren Experimenten untersucht, ob Osteoblasten externe Kréfte
richtungsspezifisch detektieren kénnen und in der Folge Calciumaktivierungen ausgelost
werden, wie sie bei Dehnungsreizen und Scherfliissen zu beobachten sind.

6.3 Laterale Stimulation und Calcium

Im Folgenden werden Experimente vorgestellt, die der Untersuchung der Richtungs-
abhéngigkeit der mechanischen Stimulation und einer damit verbundenen mdglichen
verzogerten Calciumantwort dienten. Dabei konnte auf der Basis des dreidimensionalen
Kraftmikroskops die lokale Stimulationsrichtung vorgegeben werden, um einen Vergleich
zu Dehnungsreizen und Scherfliissen zu ermoglichen.

6.3.1 Einfluss der Stimulationsrichtung auf die Mechanotransduktion

Adhérente Zellen stellen aus physikalischer Sicht kein homogenes System dar. Im Gegenteil:
durch das Anwachsen an einer planaren Oberfliche weisen sie eine ausgezeichnete Richtung
auf. Damit stellt sich die Frage, ob die Richtung der lokalen Stimulation einen Einfluss auf
die Mechanotransduktion in Osteoblasten hat.

Fokale Adhésionen scheinen nicht nur eine wichtige Rolle in der Mechanotransduktion
zu spielen [189], sondern werden selbst durch die mechanischen Eigenschaften des Sub-
strates reguliert [174]. Wéhrend in Dehnungsexperimenten die Deformationen direkt auf
die Ventralseite der Zellen wirken und damit die fokalen Adhésionen und das assoziier-
te Zytoskelett beeinflussen, erzeugt das Kraftmikroskop Deformationen auf der Obersei-
te der Zelle. Wenn nun, wie vermutet wird, der Mechanosensor im Bereich der fokalen
Adhésionen lokalisiert ist [76], ist leicht einzusehen, dass die Kraftmikroskop-Stimulation
moglicherweise eine Deformation generiert, die den Mechanosensor nicht beeinflusst. Letz-
teres hingt im Wesentlichen von den mechanischen Eigenschaften der Zelle ab, iiber die
in Kapitel 2.3.5 gesprochen wurde. Die Funktionsweise des Mechanosensors wird haufig
von einem Modell beschrieben, in dem der Mechanosensor durch ein Molekiil représentiert
wird, das durch duflere Krifte seine Konformation und damit seine biochemische Aktivitét
andert. Wirkt nun aber die Deformation der Zelle nicht bis zum Ort des Mechanosensors,
kann dieser moglicherweise nicht aktiviert werden. Auch Scherkréfte konnen unter die-
sem Betrachtungwinkel in das Schema eingepasst werden. Sie bewegen die Zellen durch
die vorgegebene Flussrichtung vermutlich in eine Richtung bewegt, so dass in der Folge
Krifte zwischen Zelle und Substrat und damit auf die fokalen Adhésionen und einen dort
lokalisierten Mechanosensor wirken.

6.3.2 Experimente mit Calcium

Um den Einfluss der Stimulationsrichtung untersuchen zu kénnen, wurden mit dem drei-
dimensionalen Kraftmikroskop (siche Kapitel 4.3) laterale Stimulationen durchgefiihrt.
Wiéhrend vertikale Stimulationen unter einem Winkel von 90° relativ zum Zell-Substrat
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und damit zur Glasoberfliche appliziert wurden, erfolgte die laterale Stimulation in ei-
nem Winkel von 0°. Unter konstanter Periodendauer (100ms) und Zyklenzahl (20) wurde
die Maximalkraft eines dreieckigen Stimulationsprofils so lange sukzessiv erhoht, bis ei-
ne intrazelluldre Calciumantwort auftrat. Dazu wurde der Cantilever zundchst neben der
Zelle iiber den vertikalen Annéherungsalgorithmus auf die Glasoberfliche gefahren. Damit
der Ausleger bei der lateralen Stimulation nicht direkt iiber die Oberfliche ,,schleift* und
Reibungskrifte zwischen Substrat und Cantilever wirken kénnen, wurde dieser auf einen
Abstand von 100nm bis 200nm iiber die Glasoberfliche zuriickgenommen. Aus dieser Po-
sition startete die laterale Anndherungsprozedur, die so lange ausgefiihrt wurde, bis ein
bestimmtes Schwellensignal des positionsempfindlichen Detektors tiberschritten und damit
die Oberfliche der Zelle erreicht wurde. Nun konnte die eigentliche mechanische laterale
Stimulation der Zellen beginnen.

Die Abbildung 46 zeigt den typischen Verlauf einer Calciumantwort nach lateraler me-
chanischer Stimulation mit dem Kraftmikroskop. Die Dynamik der Calciumsignale ist zu
der nach vertikaler Stimulation vergleichbar (siche Abbildung 33). Auch bei einer lateralen
Stimulation kam es in Folge des mechanischen Reizes zu einem eindeutigen Fluoreszenz-
verlust von Fura-2 nach Anregung bei 380nm und damit verbunden zu einer scheinbaren
Erhohung der Calcium-Ruhekonzentration der stimulierten Zelle. Das Fluoreszenzsignal
benachbarter Zellen blieb hingegen annéhernd konstant. Lediglich ein minimales Ausblei-
chen des Fluoreszenzfarbstoffes war zu beobachten. Die Maximal-Kréfte auf die Zelle und
die resultierenden Deformationen lagen im Bereich der fiir vertikale Stimulation erforder-
lichen Amplitude zur Evokation von Calciumantworten. Die Variation des Stimulations-
winkels zwischen 90° (vertikale Stimulation) und 0° (laterale Stimulation) fiihrte ebenfalls
zu keinen physiologischen Calciumsignalen.

Da sowohl bei der vertikalen als auch bei der lateralen Stimulation vergleichbare Cal-
ciumantworten erst bei entsprechend hohen Kréften zu beobachten waren, muss auch
hier von einer nicht-physiologischen Antwort durch eine Mikroporation der Zellmembran
ausgegangen werden. Eine Calciumerhohung konnte bei der Applikation physiologischer
Kréfte nicht ausgelost werden. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde auf weitere Messungen
beziiglich der Herkunft der Calciumionen verzichtet.

6.3.3 Vertikale und laterale Stimulationen l6sen keine Mechanotransduktion unter
der Beteiligung von Calcium aus

Unabhéngig vom Winkel der Stimulation und der damit verbundenen Stimulationsrich-
tung kann durch eine lokale Deformation der oberen Zellmembran adhérenter Zellen keine
Mechanotransduktion ausgelost werden, die zu einer verzogerten Calciumantwort fiihrt,
wie sie bei Scherkriften und Dehnungsreizen zu beobachten ist. Obwohl die laterale Sti-
mulation mit dem dreidimensionalen Kraftmikroskop unter einem Winkel von 0° relativ
zum Zellsubstrat im Prinzip die Verhéltnisse von Scherkréften und Dehnungsreizen besser
simuliert als die vertikale Stimulation bei 90°, scheint ein weiterer wesentlicher Unterschied
zwischen diesen verschiedenen Stimulationsarten zu bestehen. Eine mdégliche Ursache fiir
das unterschiedliche Mechanotransduktions-Verhalten liegt in der Wahl des Cantilevers
und der dazugehorigen Sonde. Die relativ hohe torsionale Federkonstante fithrte unter den
verwendeten Kréften zu einer geringen Torsion des Cantilevers, so dass die tatséchlich
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Abbildung 46: Dargestellt ist ein typischer Fluoreszenzverlauf nach lateraler Stimulation
mit dem Kraftmikroskop. Der untere Graph zeigt die Fluoreszenzintensitidt nach Anregung des
Farbstoftes Fura-2 bei 380nm. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, zu denen die Zelle mechanisch
stimuliert wurde. Die rote Linie spiegelt den Verlauf der Calciumkonzentration der stimulierten
Zelle wider, wéihrend die schwarze Linie die Calciumantwort einer nicht-stimulierten Nachbarzelle
charakterisiert.

applizierte Kraft nur ungenau bestimmt werden kann. Im Gegenzug bleibt jedoch die
Kontaktfliche zwischen Zelle und Cantilever-Spitze nahezu unverédndert. Des Weiteren
war eine vollstandige Entkopplung zwischen der vertikalen und der lateralen Auslenkung
der Cantilever nicht zu realisieren, so dass eine durch laterale Deformation ausgehende
Versteifung in senkrechter Richtung gemessen werden kann. Als Sonde wurde auch hier
eine 10pum grofle Silika-Glas-Kugel verwendet. Das Groflenverhéltnis zwischen Zelle und
Cantilever-Sonde ist in Abbildung 47 dargestellt. Der Durchmesser der Mikrokugel iiber-
steigt die Hohe einer durchschnittlichen Zelle, die iiber dem Zellkern in der Regel 2um
bis 3um betrigt, um das zwei- bis dreifache (siche Abbildung 47). Die Topographie des
iibrigen Zellkorpers ist wesentlich flacher. Je grofler der Durchmesser der Sonde ist, desto
problematischer wird die Ubertragung lateraler Krifte auf die Zelle, da auf Grund der
sphérischen Form die Zelle unter dem Cantilever hindurch gleiten kann. In der Folge wird
die tatsdchlich {ibertragene laterale Kraftkomponente kleiner. Auch eine im Gegenzug an-
steigende vertikale Kraftkomponente konnte in den Experimenten beobachtet werden. Die
Kugelgrofle wurde jedoch gezielt gewéhlt, um sicherstellen zu konnen, dass das scharfkan-
tige Substrat des Cantilevers keinen direkten Kontakt zur Zelle hat und die Zellmembran
nicht verletzen kann.

Um eine bessere laterale Stimulation zu ermdéglichen, wére die Verwendung von kleinen
Silika-Wiirfeln denkbar gewesen. Eine Wiirfelform hétte das Abtauchen der Zelle unter
dem Cantilever vermindern kénnen. Allerdings war es nicht mdéglich, auf kommerziellem
Wege Wiirfel mit einer Kantenléinge von circa 10um zu erhalten. Aulerdem hétten die
Kanten eines solchen Quaders ebenfalls eine Quelle fiir Mikroverletzungen der Membran
darstellen konnen.
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Abbildung 47: Die Abbildung zeigt schematisch das GréfBlenverhéltnis eines Osteoblasten zu
der zur Stimulation verwendeten Mikrokugel. Der Pfeil gibt die Stimulationsrichtung an.

Trotz dieser experimentellen Probleme war es zumindest lokal moglich, laterale Kréfte
auf die Zellmembran zu iibertragen. Dass diese Krifte im Gegensatz zu Scherfliissen
und Dehnungsreizen keine Mechanotransduktion mit einer verzogerten Calciumantwort
auslosen, konnte an der schwachen Kopplung zwischen Zellmembran und Zytoskelett liegen
(siche Kapitel 2.3.6). So kommt es durch die lateralen Kréfte lediglich zu einer Translokati-
on der Zellmembran, ohne dabei das Zytoskelett und damit die Adhéssionsseite wesentlich
zu beeinflussen. Doch gerade die Weiterleitung applizierter Kréfte scheint fiir Frage, ob
ein mechanischer Reiz verzogerte Calciumantworten auslosen kann oder nicht, wichtig zu
sein. Die Kraftweiterleitung unter lokalen Stimulationen wird in Kapitel 6.6 eingehend
untersucht, um so die Unterschiede der Stimulationsarten in der Mechanotransduktion
ergriinden zu konnen.

Um mogliche physiologische Ursachen - beispielsweise verschiedene Zellchargen - fiir die
beobachteten Unterschiede zwischen lokaler Stimulation und Dehnungsreizen ausschlielen
zu konnen, wurden zunichst lokale Dehnungsexperimente durchgefiihrt. Sie werden im
folgenden Kapitel dargestellt.

6.4 Dehnungsmessungen mit dem Kraftmikroskop

In diesem Kapitel werden Experimente vorgestellt, die eine moglichst genaue Imitation
von Dehnungsreizen auf Osteoblasten mit Hilfe des Kraftmikroskops ermdoglichen.

Wie die vorherigen Experimente gezeigt haben, wirken die verschiedenen applizierten
Kréfte unterschiedlich auf die Zellen. So kann nach Dehnungsreizen die Aktivierung eines
speziellen Mechanotransduktionsweges unter der Beteiligung von Calciumionen beobach-
tet werden, der nach lokalen Stimulationen nicht auftritt. Dies kann unter der Annahme
der in dieser Arbeit mehrfach aufgestellten Hypothese, dass der Mechanosensor in der
Néhe der fokalen Adhésionen liegt und fiir die Rezeption mechanischer Signale verant-
wortlich ist, erklart werden. Wihrend Dehnungsreize direkt auf die Adhésionsseite der
Zellen wirken, findet die lokale Stimulation auf der Oberseite der Zellen statt. Wird die-
se Deformation nun nicht an den Ort des Mechanosensors iibertragen, kann dieser nicht
aktiviert werden. Daher wurde die bei lokaler Stimulation resultierende Krifteverteilung
innerhalb des Zytoskeletts und deren Weiterleitung auf das Zellsubstrat mit so genannten
Krafttransmissionsmessungen untersucht (siehe Kapitel 6.6).

Zuvor erfolgten jedoch Experimente, die die Ergebnisse der Dehnungsreize verifizieren
und die prinzipielle Mechanosensitivitédt der verwendeten Osteoblasten zeigen sollten. Die-
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se Experimente waren erforderlich, da die verwendeten Knochenzellen aus verschiedenen
Praparationen stammten. Die Vergleichsexperimente sollten helfen, einen moglichen Ein-
fluss der Zellkultur und der Dehnungsapparatur (ACLAR-Folie) auf die Stimulationsex-
perimente ausschliefen zu konnen.

6.4.1 Applikation lokaler Dehnungsreize mit dem Kraftmikroskop

Fiir die Vergleichsexperimente wurde mit dem Kraftmikroskop in den Verbindungsbereich
zwischen Zelle und Substrat ein lokaler Dehnungsreiz appliziert. Dieser musste, damit
der spezielle Mechanosensor aktiviert, die entsprechende Mechanotransduktion in Gang
gesetzt wird und eine verzogerte Calciumantwort auftritt, im Prinzip mit der mechanischen
Stimulation durch die Dehnungsmaschine vergleichbar sein. Zudem sollte eine Aussage
iiber die Effektivitédt einer ganzheitlichen Dehnung im Vergleich zu der hier applizierten
lokalen Dehnung beziiglich der Zelle getroffen werden kénnen.

Fiir die Vergleichsexperimente wurden Zellen auf einem Polyacrylamid-Gel kultiviert,
das ein Elastizititsmodul zwischen 5.000 N/m? und 10.000 N/m? aufwies. Durch das
Poisson-Verhéltnis von etwa 0,3 blieb das Volumen des Gels unter Deformationen nahezu
erhalten. Anschlieend wurde der Cantilever, der eine Spitze mit einem Radius von circa
100nm besafl, mit einer definierten Kraft in der Néhe einer Zelle in das Gel gedriickt und
dann lateral zur Adhésionsrichtung der Zelle ausgelenkt. Waren die Haftreibung zwischen
Gel und Cantilever und damit verbunden die Eindringtiefe in das Gel grofl genug, so konnte
das Polyacrylamid-Gel an der auslenkungsabgewandten Seite gedehnt werden. Hierbei
wurde das Gel fiir eine Stimulation innerhalb von zwei Sekunden zwanzigmal gedehnt,
so dass sich eine Stimulationsfrequenz von 10Hz ergab.

Die Beobachtung der intrazellularen Calciumkonzentration erfolgte unter Verwendung
des Farbstoffes Fura-2. Damit neben der Zelle auch die Dehnung ihres Substrates be-
trachtet werden konnte, wurden in das Polyacrylamid-Gel Fluoreszenzkugeln eingebettet,
deren optische Anregung oberhalb der Emission von Fura-2 erfolgt. Die Fluoreszenz die-
ser Kiigelchen liegt im roten Wellenléngenbereich. Sie haben jedoch Nachteil, dass ihre
Fluoreszenzintensitét deutlich schwécher ist als bei den Standard-Fluoreszenzkugeln (sie-
he Kapitel 5.2). So war die Messung der Dehnungsamplitude nur qualitativ méglich, da die
verwendete CCD-Kamera ein stark verrauschtes Bild lieferte. Geschéatzte Werte der Deh-
nungsamplitude lagen im Bereich von 0,1% bis 5% (entsprechend 1.000pu€ bis 50.000p€).

Bei den achtzig durchgefithrten Messungen wurde die Dehnung des Gels so lange suk-
sessiv erhoht, bis der Cantilever das Gel zerstorte. Dabei zeigten lediglich in drei Expe-
rimenten die Zellen nach der mechanischen Stimulation eine verzogerte Calciumantwort.
Wie in Abbildung 48 zu sehen ist, trat dabei die intrazellulare Calciumerhchung 70 bis 120
Sekunden nach dem mechanischen Reiz auf. Der linke Pfeil markiert den Zeitpunkt der
ersten mechanischen Stimulation. Wéahrend diese noch eine verzogerte Calciumantwort
hervorrief, wurde schon eine zweite Stimulation auf die gleiche Zelle appliziert (rechter
Pfeil), so dass wiederum eine verzogerte Calciumantwort initiiert werden konnte.
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Abbildung 48: Die Abbildung zeigt die Calciumantwort einer Zelle nach der Dehnung ihres
Substrates mit dem Kraftmikroskop. Der linke Pfeil markiert den Zeitpunkt der ersten Stimula-
tion. Der rechte Pfeil markiert den Zeitpunkt der zweiten Stimulation. Letztere erfolgte wiahrend
der Calciumantwort auf den ersten Reiz.

6.4.2 Lokale Dehnungsreize l6sen verzogerte Calciumantworten aus

Im Vergleich zu den Experimenten mit der Dehnungsmaschine [221], in denen bis zu 50%
der Zellen mit einer verzogerten CalciumerhShung auf die Stimulation reagierten, war
die Reaktionswahrscheinlichkeit nach einer Stimulation durch eine lokale Dehnung des
Substrats mit drei aus achtzig Zellen sehr gering. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass
Osteoblasten im Prinzip auf einen solchen Dehnungsreiz mit einer verzogerten intrazel-
luldren Calciumerh6hung reagieren kénnen. Die direkte vertikale und laterale Stimulation
von Osteoblasten zeigte hingegen bei iiber 2000 Experimenten kein solches Verhalten.

Die im Vergleich zur Dehnungsapparatur geringe Reaktions-Wahrscheinlichkeit kann ver-
schiedene Ursachen haben. Zum einen wurde bereits erwéahnt, dass die durch das Kraftmi-
kroskop verursachte absolute Dehnung nur geschétzt, aber nicht adédquat gemessen werden
konnte. Auch die Positionsbestimmung der Cantilever-Spitze war - auf Grund der gerin-
gen Auflésung der Kamera - nur mit einer begrenzten Genauigkeit bestimmbar. Diese
Unwiégbarkeiten konnten in vielen Féllen dazu gefithrt haben, dass die tatsdchliche Deh-
nung im Bereich der Verbindungen zwischen Zelle und Substrat die Schwelle zur Auslésung
der Mechanotransduktion nicht iiberschritten hat. Diese Schwelle liegt fiir die gesamte Zel-
le bei circa 4000ue. Des Weiteren kann auch die Art der mechanischen Stimulation, hier die
Dehnung, eine wichtige Rolle spielen. Wahrend bei der Verwendung der Dehnungsmaschi-
ne die Zelle und damit, vermittelt iiber Adhésionspunkte, das Zytoskelett (siehe Kapitel
2.3.5) als Ganzes eine Langenénderung erfihrt, kann das bei einer Dehnung mittels der
Kraftapparatur lokal begrenzt sein. Dabei tritt ein rdumlich begrenzter Dehnungsgradient
auf, der mit zunehmenden Abstand von der Cantilever-Spitze kleiner wird. Wie Abbildung
52 verdeutlicht, sind die groBten Kraftvektoren jedoch gerade entlang der Léngsachse von
Osteoblasten zu finden (siehe Kapitel 6.5.2), so dass auch die Spannung, die iiber das Zy-
toskelett auf das Substrat vermittelt wird, in dieser Richtung am groiten ist. In der Folge
wére eine mechanosensitive Vorzugsrichtung denkbar, die den Mechanosensor unter einer
gewissen Vorspannung entlang der Léngsachse der Zellen in das Zytoskelett integriert.
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Um eine Aktivierung erfahren zu kénnen, miisste die Zelle entlang dieser Achse signifi-
kant gedehnt werden. Eine lokale Dehnung, die nicht entlang der Vorzugsrichtung auftritt,
wiirde dementsprechend nur zu einer lokalen Verdnderung der intrinsischen Spannungs-
verhéltnisse des Zytoskeletts fithren und damit nur in Ausnahmefillen eine ausreichende
Deformation des Zytoskeletts bewirken. Tatséchlich treten bei Zellen nach mechanischer
Stimulation Vorzugsrichtungen auf. So fiithrt gerade die zyklische Dehnung zu einer Aus-
richtung der Zellen [164]. Bei der Auswertung der Experimente, die mit der Dehnungsma-
schine erfolgten [221], wurde allerdings keine richtungsabhéngige Analyse durchgefiihrt.
Mit dieser hétte, wenn vor allem Zellen mit einer definierten Ausrichtung gegeniiber der
Dehnungsrichtung mit einer Calciumantwort reagierten, eine solche Vermutung erhértet
werden konnen. Allerdings ist die lokale Dehnung des elastischen Substrates in der Lage,
den Mechanosensor zu aktivieren. In Folge dieser Aktivierung tritt eine verzogerte intra-
zelluldre Calciumerhohung auf. Hierbei scheint jedoch ein Dehnungsreiz, der die Lénge der
Zelle in einer Richtung dndert, deutlich besser geeignet die Mechanotransduktion in Zellen
auszulosen.

Die Experimente zeigten, dass die Prédparation der Zellen keinen Einfluss auf die Me-
chanotransduktion und damit auf die verzogerte Calciumfreisetzung hat. Es kann daher
festgehalten werden, dass sowohl laterale als auch vertikale lokale Stimulationen mit dem
Kraftmikroskop nicht in der Lage sind, die Osteoblasten in der Art zu beeinflussen, dass
diese eine Mechanotransduktion initiieren, in deren Folge Calcium aus den intrazelluléren
Speichern freigesetzt wird. Dieses Ergebnis ist unabhéngig von den Stimulationsparame-
tern wie der Frequenz, der Amplitude und der Zyklenzahl. Es stellt sich aber die Fra-
ge, ob in Osteoblasten unterschiedliche Mechanotransduktionswege und Mechanosensoren
existieren, die auf die Art des mechanischen Reizes mit differenzierten Signalkaskaden rea-
gieren. Die Untersuchung, ob die Zellen beispielsweise aktive mechanische Antworten auf
dufBere Stimulationen generieren, wird im folgenden Kapitel dargestellt.

6.5 Mechanische Stimulation und Zugkraftmessungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig Experimente durchgefiihrt, in denen mogliche
aktive mechanische Antworten der Zellen nach lokaler Stimulation und Dehnungsreizen
mittels der Zugkraft-Mikroskopie beobachtet wurden. Auflerdem wurde untersucht, ob
Dehnungsreize und lokale Stimulationen unterschiedliche Mechanotransduktionswege in-
itiieren konnen.

Neben der Beteiligung an der Mechanotransduktion wird iiber die dynamische Calci-
uménderung beispielsweise auch die Migration der Zellen gesteuert [139]. Die Zusam-
menhénge zwischen den intrazelluldren Calciumsignalen und ihre Interaktion mit dem
Zytoskelett sind komplex [119]. So konnte ein durch die Mechanotransduktion hervorge-
rufenes Calciumsignal die Kraftverhéltnisse innerhalb des Zytoskeletts aktiv beeinflussen.
Aber auch Anderungen der Adhésionskréfte ohne Beteiligung von Calcium sind denkbar.
Um diese Hypothesen untersuchen zu kénnen und damit moégliche weitere Unterschiede in
der Reaktion der Zellen auf verschiedene mechanische Reize zu finden, sind Zugkraftmes-
sungen an gedehnten und lokal stimulierten Osteoblasten erfolgt.
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6.5.1 Dehnungsmaschine und Zugkraftmessungen

Die im Folgenden beschriebenen Dehnungsexperimente wurden im Wesentlichen von Tim
Lautenschlédger durchgefiihrt.

Fiir die Zugkraftmessungen wurden die Osteoblasten auf einem Polyacrylamid-Gel (Sub-
strat) kultiviert. Damit die Anderung der Adhasionskriifte der Zellen auf ihr Substrat
sichtbar gemacht werden konnte, enthielt dieses Gel fluoreszierende Mikrokugeln (siehe
Kapitel 5). Fiir die Experimente wurden die auf dem Substrat angewachsenen Osteobla-
sten mit Hilfe der Dehnungsmaschine (Kapitel 3.7) zwei Sekunden lang mit einer Frequenz
von 10Hz stimuliert. Dabei betrug die Dehnungsamplitude 6.000ue. Die Stimulationspa-
rameter wurden gezielt so gewéhlt, da hohe Frequenzen vermutlich eine wichtige Rolle in
der Knochensynthese spielen. Allerdings ist es mit der Dehnungsapparatur nicht moglich,
hohere Frequenzen als 10Hz zu applizieren. Des Weiteren konnte ein Mitarbeiter zeigen,
dass zur Auslosung von Calciumsignalen Dehnungsreize von 4.000ue bis 6.000u€ notwen-
dig sind [221]. Die Dehnungsapplikation musste auflerdem manuell ein- und augeschaltet
werden. Auf Grund dieser Bedingungen fiel die Wahl auf eine zwei Sekunden dauernde
Stimulation. Auch die weiteren in dieser Arbeit mit dem Kraftmikroskop applizierten Be-
lastungen wurden in der Regel mit den gleichen Parametern durchgefithrt, um so eine
Vergleichbarkeit der Experimente und Ergebnisse gewihrleisten zu konnen. Vor und nach
der Applikation der Dehnungsreize wurde im Abstand von fiinfzehn Sekunden jeweils fiinf
Minuten lang die Verteilung der Fluoreszenzkugeln im Polyacrylamid-Gel bestimmt und
es wurden Phasenkontrastaufnahmen von den Zellen angefertigt. Nach Beendigung des
Experiments wurde die Zelle vom Substrat abgelost und eine Fluoreszenzaufnahme des
relaxierten Gels angefertigt. Das hierbei erhaltene Nullbild diente der Analyse der Ge-
samtzugkrifte der untersuchten Zellen zu jedem einzelnen Messzeitpunkt (siehe Kapitel
5).

Die siebzig stimulierten Zellen, die zur Analyse der Zugkrafte herangezogen wurden,
ergaben ein differenziertes Bild. Vor der Stimulation schwankten die Zugkréfte nur wenig.
Die Analyse der Zugkriifte, die direkt nach der Stimulation auftraten, erfolgte etwa sieben
Sekunden nach Beendigung des Dehnungszykluss. Sie zeigten eine sprunghafte Erhéhung
oder Verringerung der zelluldren Adhésionskrifte (Gruppen [t+] und [t-]). Nur bei wenigen
Zellen war keine Anderung der Zugkréfte zu beobachten. Nach der sprunghaften Anderung
verblieben die Zugkréfte auf dem neuen Niveau, wiesen jedoch groflere Schwankungen als
vor der Stimulation auf. In Abbildung 49 ist der spontane Anstieg der Adhésionskrafte
normiert aufgetragen. Wiahrend die Erhohung der Substratkrifte der Zellen der Gruppe
[t+] im Schnitt bei etwa 100% lag, wiesen die Zellen die Gruppe [t-] durchschnittlich eine
um 50% verringerte Adhésionskraft auf (Daten nicht gezeigt). Ob nach der Stimulation
eine Erhchung oder einer Verringerung der Substratkrifte zu beobachten war, hing von
den initialen Zugkréften der Zelle vor der Stimulation ab: wihrend die Zellen der Gruppe
[t+] vor der Stimulation relativ niedrige Zugkrifte aufwiesen, iibten Zellen der Gruppe
[t-] verhdltnisméBig grofie Adhésionskrifte auf das Substrat aus. In Abbildung 50 ist die
typische Kraft-Vektor-Karte einer gedehnten Zelle, die zur Gruppe [t+] gehort, dargestellt.
Die Zugkrafterhohung duflert sich in der Zunahme der in das Zellinnere gerichteten Kréfte
(siche Kraftvektoren in Abbildung 50).

Die Osteoblasten zeigten also nach mechanischer Stimulation mit physiologischen Deh-
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Abbildung 49: Die Abbildung gibt die normierten Zugkriéifte eines Osteoblasten vor und
nach der mechanischen Stimulation wieder. Die senkrechte Linie markiert den Zeitpunkt der
Dehnungsapplikation.

nungsreizen eine Anderung der Adhésionskrifte auf ihr Substrat. Diese Messergebnisse
konnten durch Doyle et al. bestétigt werden [53]. Sie applizierten bei ihren Experimenten
durch Ziehen eines elastischen Substrates mit einer Mikropipette Dehnungsreize an Kera-
tozyten und maflen simultan die Zugkraft und die Calciumkonzentration [54]. Allerdings
beobachteten sie dabei, dass die intrazelluldre Calciumerhhung durch mechanosensitive
TIonenkanile erfolgte und mit der Anderung der Substratkrifte korrelierte. Diese Beobach-
tung konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden, da die Calciu-
mantworten nach Applikation von Dehnungsreizen in den zuvor durchgefithrten Experi-
menten immer verzogert auftraten [221]. Im Gegenteil: Calcium spielt fiir die instantane
Zugkraftdnderung von Osteoblasten nach Dehnungsreizen keine Rolle und tritt erst als
moglicher ,,downstream“-Effekt auf.

Ein dhnliches Verhalten konnte bereits ein Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe bei der
Ausiibung von elektrischen Feldern auf Osteoblasten beobachten [39]. Auch hier kam es
zu einer schnellen Anderung der Zugkrifte, wihrend sich die Dynamik der intrazelluliren
Calciumkonzentration erst etwa 90 Sekunden nach Anlegen des elektrischen Feldes dnder-
te.

6.5.2 Kraftmikroskop und Zugkraftmessungen

Wie in Kapitel 2.3 dargestellt ist, konnen Zellen unterschiedlich auf mechanische Reize
reagieren [109]. Dehnungsreize beispielsweise 16sen direkt nach der mechanischen Stimu-
lation eine Anderung der Zugkrifte aus. Dabei erfolgt erst circa 120 Sekunden spéter
eine Calciumantwort. Trotz dieser zeitlichen Divergenz konnten die nach Dehnungsreizen
auftretende Calciumantwort und die Anderung der zelluldren Zugkraft Komponenten des-
selben Mechanotransduktionsweges sein. Alternativ hierzu besteht die Moglichkeit, dass
zwei unterschiedliche Signalkaskaden ablaufen, die von zwei unabhéngigen Transduktions-
mechanismen gesteuert werden. Es stellt sich also die Frage, ob die lokale mechanische
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Abbildung 50: Die Kraft-Vektor-Karte stellt das typische Kraftverteilungsmuster einer ge-
dehnten Zelle dar. Die Kraft-Vektoren zeigen ausschlieSlich in das Zellinnere. Die Lénge der
Vektoren ist ein Ma# fiir die Kraft der Zelle, die pro Flidcheneinheit auf das Substrat iibertragen
wurde.

Stimulation mit dem Kraftmikroskop einen anderen Signaltransduktionsweg auslost, in
dem Calcium nicht als Botenstoff auftritt, die Zugkréfte jedoch trotzdem verédndert wer-
den.

Diese Fragestellung wurde in den folgenden Experimenten untersucht.

Anderung der Zugkrifte Die Osteoblasten wurden auf einem Polyacrylamid-Gel kulti-
viert, in das Fluoreszenzkugeln eingebettet waren (siehe Kapitel 5). Anschlieflend wurden
die Zellen mit Kréften von circa 150nN lokal mit dem Kraftmikroskop aus vertikaler Rich-
tung stimuliert. Bei diesen Kréiften kann eine Perforation der Zellmembran ausgeschlossen
werden, da diese erst bei wesentlich hoheren Kriften von etwa 800nN auftritt. Um die
Ergebnisse der Messungen besser mit den vorangegangenen Experimenten vergleichen zu
konnen, betrug die Stimulationsdauer auch hier zwei Sekunden. In dieser Zeit wurden 20
Zyklen durchfahren, so dass die Stimulationsfrequenz bei 10Hz lag. Vor und nach der Sti-
mulation wurde im Abstand von 30 Sekunden drei beziehungsweise fiinf Minuten lang die
Verteilung der Fluoreszenzkugeln im Gel bestimmt. Nach Beendigung des Experiments
erfolgte das Ablosen der Zellen und anschlieend eine Aufnahme des relaxierten Gels. Die
Analyse der zelluliren Gesamt-Zugkréifte mit externen Kriften wurde wie in Kapitel 5
beschrieben durchgefiihrt.

Lediglich 20 der insgesamt 36 Experimente konnten auf Grund des komplizierten Ver-
suchsaufbaus analysiert werden. Die mangelhafte Stabilitdt der Fokusebene und durch den
Cantilever verursachte Artefakte verhinderten bei den iibrigen Experimenten die Auswer-
tung.

Bei 14 der 20 Zellen kam es nach der lokalen Stimulation zu einer signifikant verringer-
ten (Gruppe [t-]) beziehungsweise erhohten (Gruppe [t+]) Zugkraft. Zwei der stimulier-

99



6 Experimente und Ergebnisse

ten Zellen zeigten kein eindeutiges Verhalten und weitere vier Osteoblasten zeigten keine
Zugkraftdnderung und wurden der Gruppe [t0] zugeordnet. Fiir jeden Messzeitpunkt wur-
den die Zugkréfte normiert aufgetragen. Die Normierung erfolgte fiir jede Zelle in Bezug
zum Mittelwert der Substratkréfte vor der mechanischen Stimulation. Aus den normierten
Werten der verschiedenen Zellen wiederum wurden zu jedem Zeitpunkt der Messung der
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet (siche Abbildung 51). Letztere bezieht
sich damit auf die Schwankungen der Zugkrifte zu einem beliebigen Zeitpunkt innerhalb
einer Zellgruppe.

RN FEEATRS
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Traction Force / arb.u.

0.4 4
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Time/s

Abbildung 51: In der Abbildung sind die Mittelwerte der normierten Zugkréifte der vier
Zellen, die nach der mechanischen Stimulation keine Anderung der Zugkriifte zeigten, gegen die
Zeit aufgetragen. Der lokale Reiz wurde zum Zeitpunkt t=0 Sekunden appliziert. Es ist keine
signifikante Anderung der Zugkrifte zu erkennen.

Die initialen Zugkriifte der Gruppe [t0] lagen im Mittel bei 25N /m?. Eine aktive Ande-
rung der Zugkrifte trat nach lokaler Stimulation nicht auf.

Verringerung der Zugkrifte Acht der zwanzig Zellen zeigten nach der mechanischen
Stimulation eine Verringerung der zelluldren Adhé#sionskrafte. Vier der acht Experimente
wiesen wiederum einen stetigen Verlust der Substratkréifte auf.

Auf Grund der groflen Streuung der Gesamtkréfte zwischen den einzelnen Zellen und
des kleinen Grundensembles von vier Zellen ist eine statistische Signifikanz nur bei der
Analyse einzelner Zellen zu erkennen. Da aber jede Zellmessung fiir sich eine deutliche
Signifikanz aufwies und die Zugkrafte wiahrend der Messung im Schnitt auf etwa 50% des
urspriinglichen Wertes fielen, ist es sinnvoll, diese Zellen in eine eigene Gruppe [ts-] (s:
»slow*) einzuteilen. In Abbildung 52 ist der stetige Verlust an Zugkraft einer Zelle exem-
plarisch mit Hilfe von Kraft-Vektor-Karten dargestellt. Vor der mechanischen Stimulation
schwankten die Zugkriifte zwischen den einzelnen Aufnahmen nur wenig (siehe Abbildung
52, unterer Graph) und waren entlang der Zell-Hauptachse am grofiten (sieche Abbildung
52 A). Die durchschnittliche Gesamtkraft der unstimulierten Zellen betrug 25,8N /m?.

Die vier weiteren Zellen der Gruppe [t-] reagierten auf den lokalen Reiz mit einer soforti-
gen, sprunghaften und signifikanten Verringerung der Gesamtzugkréfte (siche Abbildung
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Abbildung 52: Dargestellt ist der Verlauf der Zugkriéifte nach der mechanischen Stimulation
in Form von Vektor-Karten. (A) zeigt die Kraftvektoren vor der Stimulation, (B) und (C) zu
zwei Zeitpunkten nach der Stimulation. Im Graphen sind die normierten Zugkréfte der Zelle
aufgetragen. Die Stimulation erfolgte zum Zeitpunkt t=0.

53). Dabei nahmen die Adhésionskréfte innerhalb der ersten 15 Sekunden nach der me-
chanischen Stimulation im Mittel um etwa 50% des Ausgangswertes ab und gingen im
weiteren Verlauf der Messung auf circa 40% zuriick. Die Einteilung dieser Zellen erfolgte
in die Gruppe [tj-] (j: “jump®). Die Zugkrifte betrugen hier vor der Stimulation im Mittel
43N /m?.

Erhohung der Zugkrafte Vier der sechs Zellen der Gruppe [t+] wiesen einen signifikan-
ten Anstieg der zelluldren Zugkrafte nach der mechanischen Belastung auf (siehe Abbil-
dung 54). Dabei erfolgte der Anstieg stetig innerhalb von drei bis vier Minuten nach dem
Stimulus (Gruppe [ts+]). Die maximale Anderung der Zugkrifte pro Zeiteinheit wurde
nach etwa drei Minuten erreicht. Nach durchschnittlich vier Minuten endete der Anstieg
der zelluldren Zugkréfte in einem Plateau. Die mittlere Erhohung betrug hierbei etwa das
Zehnfache des urspriinglichen Niveaus. Die Adhésionskréifte der Zellen der Gruppe [ts+]
lagen vor der Stimulation im Mittel bei 6,1N/m?.

Auch in der Gruppe [t+] kann zwischen einem langsamen und einem instantanen Anstieg
der zelluldren Krifte unterschieden werden. Hier zeigten zwei weitere Zellen eine sprung-
hafte Erhohung der auf das Substrat iibertragenen Krifte (sieche Abbildung 55). Auf Grund
der starken Schwankungen der einzelnen Messwerte ist die Standardabweichung verhélt-
nisméfig hoch. Trotzdem kann die sprunghafte Anderung der Krifte, die innerhalb von 15
Sekunden nach der mechanischen Stimulation bei der Gruppe [tj+] auftrat, als signifikant
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Abbildung 53: Die Abbildung zeigt die Auftragung der Mittelwerte der normierten Zugkriifte
der vier Zellen, die nach der mechanischen Stimulation mit einer sprunghaften Erniedrigung der
Zugkréfte reagierten. Der lokale Reiz wurde zum Zeitpunkt t=0 Sekunden appliziert.
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Abbildung 54: In der Abbildung sind die Mittelwerte der normierten Zugkriifte der vier Zellen,
die nach der mechanischen Stimulation mit einer stetigen Erhchung der Zugkréifte reagierten,
aufgetragen. Der lokale Reiz wurde zum Zeitpunkt t=0 Sekunden appliziert.

angesehen werden. Die Zugkrifte stiegen dabei im Mittel um 100% an. Die Gruppe [tj+]
wies im Durchschnitt eine initiale Adhésionskraft von 4,1N/m? auf.

Einfluss der initialen Zugkrdafte Wie beschrieben konnten die beobachteten Zellen im
Wesentlichen in drei Hauptgruppen [t0], [t+] und [t-] unterteilt werden. Die letzten beiden
wurden ihrerseits auf Grund der Dynamik der Zugkraftinderung jeweils in die Untergrup-
pen [ts+], [tj+], [ts-] und [tj-] eingeteilt. Bei diesen trat also entweder eine stetige Anderung
iiber mehrere Minuten hinweg ([ts+] und [ts-]; ,s“: slow) oder eine sprunghafte Anderung
([ti+] und [ti; ,§*: jump) ein.

Trdgt man anstelle der normierten initialen Zugkrifte der Zellen die tatséchlichen
Messwerte in ein Histogramm ein, so ergibt sich ein Bild, wie in Abbildung 56 darge-
stellt ist. Die quergestreiften Balken geben hier die Gesamtkréfte der Zellen wieder, die
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Abbildung 55: Die Abbildung gibt die Mittelwerte der normierten Zugkriéfte der zwei Zellen
wieder, die nach der mechanischen Stimulation mit einer sprunghaften Erhéhung der Zugkréfte
reagierten. Der lokale Reiz wurde zum Zeitpunkt t=0 Sekunden appliziert.

nach der mechanischen Stimulation eine Erhohung der zelluldren Substratkrifte aufwiesen.
Die Zugkrifte lagen zwischen 5 und 9,7N/m? und betrugen im Mittel 5,1N/m?. Zellen, de-
ren Adhésionskraft nach der Belastung absanken, sind durch die Balken mit rechteckigem
Muster reprisentiert. Hier lagen die Zugkrifte zwischen 9,3N/m? und 80,7N/m? und der
Mittelwert betrug 33,9N/m?.

Counts
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Abbildung 56: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der Zugkriifte fiir alle Messzeitpunkte vor
der mechanischen Stimulation. Sie sind in Form eines Histogramms dargestellt. Das diagonale
Muster représentiert die Zellen, deren Zugkraft in Folge der Belastung anstieg. Das rechteckige
Muster beschreibt die Zellen, deren Zugkraft nach der Belastung abfiel.

Die Analyse der Daten zeigte eine signifikante Unabhéngigkeit der berechneten Mittel-
werte der Gruppen [t+] und [t-] (ANOVA, Daten nicht gezeigt). Damit lieflen sich die
Zellen sinnvollerweise in Gruppen mit geringen und hohen initialen Zugkréften einteilen.
Diese entsprachen den Hauptgruppen [t+] und [t-] und reagierten damit in Folge eines me-
chanischen Reizes, abhingig von der urspriinglichen Adhésionskraft, mit einer Erhchung
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oder Verringerung der Zugkréfte.

Interpretation der Ergebnisse Die langsame Anderung der Zugkrifte in den Gruppen
[ts+] und [ts-] kann nur auf einen aktiven Umbauprozess innerhalb des Zytoskeletts -
dhnlich mobilen Zellen bei Vorwirtsbewegungen - zuriickgefithrt werden [206]. Jedoch
konnte wéihrend des Experiments keine dem Stimulationsort zugeordnete Bewegung oder
charakteristische Verdnderung der zelluldren Topographie bestimmt werden. Gegen diese
Beobachtung der aktiven Antworten spricht, dass keine Korrelation der mechanischen Zel-
lantworten mit Calciumsignalen vorhanden ist. Zwar zeigen Dehnungsreize etwa 90 bis 150
Sekunden nach der Stimulation eine intrazelluldre Calciumerhohung, jedoch sind zu die-
sem Zeitpunkt die Zugkréfte der Zelle schon auf einem konstant hoheren oder niedrigeren
Niveau, das nicht mehr von der Calciumkonzentration beeinflusst wird. Allerdings konn-
ten andere Arbeitsgruppen zeigen, dass Calcium fiir die Aktivierung des Aktin-Mysoin-
Komplexes und damit zur aktiven Kraftgenerierung notwendig ist [213, 187]. Hier konnte
also ein vollig anderer, Calcium-unabhéngiger Prozess zum Umbau des Zytoskeletts und
fiir die Generierung von Zugkréften verantwortlich sein.

Der signifikante spontane Verlust an Zugkraft der Zellen der Gruppe [tj-] kann sowohl
auf aktive Zugkrafterh6hungen, als auch auf das passive Abreiflen einiger Zell-Substrat-
Kontakte (fokale Adhésionen) zuriickzufithren sein. Letzterer Mechanismus hat wahr-
scheinlich physiologische Relevanz: es wird vermutet, dass die Zellen die Zugkrifte auf
einzelne fokale Adhésionen erhohen, um so das Abreiflen dieser Kontakte zu ermogli-
chen [122]. Auch der sprunghafte Anstieg der Zugkrifte in Gruppe [tj+] kann durch die
Zerstorung von internen Zellstrukturen, zum Beispiel den Mikrotubuli, hervorgerufen wer-
den [236, 210]. Alternativ hierzu sind die Osteoblasten mdoglicherweise in der Lage, inner-
halb weniger Sekunden die Zugkréfte um 100% zu erhohen. Solch eine schnelle aktive Ant-
wort konnte, da die Adhésionspunkte sowieso schon unter einer hohen Spannung stehen,
wiederum zum Abreifien der fokalen Adhésionen in der Gruppe [tj-] fithren und damit die
erkennbare diskrete Zugkraftverringerung bewirken. Um dieser Vermutung auf den Grund
zu gehen, ist ein Mess-System von No6ten, das eine hohere zeitliche Auflosung und damit
die Untersuchung insbesondere der ersten Sekunden nach der mechanischen Stimulation
ermoglicht. Die zeitliche Auflésung der Messung wurde in erster Linie durch die verwen-
dete CCD-Kamera beschréankt. Thre Lichtempfindlichkeit war zu niedrig, so dass lange
Integrationszeiten (mehrere Sekunden) zur Aufnahme der Fluoreszenzbilder gewihlt wer-
den mussten. Durch die Verwendung einer EMCCD-Kamera (siche Kapitel 3.5) kénnte die
Belichtungszeit auf weniger als 100ms reduziert und damit eine hohe zeitliche Auflésung
der Zugkréfte gewihrleistet werden. Eine solche Kamera konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr bezogen und eingesetzt werden.

Die Beobachtung, dass die Anderung der Zugkréfte von den initialen Zugkriften
abhéngt, konnte biologische Relevanz aufweisen. So kénnte beispielsweise die Stérke der
auf das Substrat iibertragenen Zugkréfte von der Aktivitdt der Osteoblasten abhéngen,
Knochenmaterial zu synthetisieren. Da auch die Beweglichkeit von Zellen deren Adhési-
onskréfte beeinflusst, wére denkbar, dass Osteoblasten durch die selektive Auswirkung
der Mechanotransduktion auf ihre momentanen Substratkréfte in ihrer Beweglichkeit ge-
hemmt werden. In der Folge wiirden sie in einer Region des Knochens verharren, die durch
weiteren Aufbau an Knochenmaterial verstéarkt werden muss.
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Zwischen den beiden Hauptgruppen [t+] und [t-] ist ein weiteres Unterscheidungsmerk-
mal zu beobachten: so zeigte sich bei dem Versuch, den Stimulationsort der Silika-Kugel
zu quantifizieren, dass die Zellen der Gruppe [t+] direkt am Zellkern oder in dessen Néhe
stimuliert wurden. Die Bedeutung des Zellkerns in der Mechanotransduktion wurde be-
reits in Modell-Analysen beriicksichtigt [173]. Der Zellkern ist durch Intermedirfilamente
in das Zytoskelett integriert und weist eine direkte Verbindung zur dufleren Zellmem-
bran auf [115, 149]. Modell-Berechnungen zeigten, dass beispielsweise durch einen &ufleren
Scherfluss der Zellkern schneller deformiert wird als die Elemente des Zytoskeletts [154].
Vielleicht kann die mechanische Kopplung zwischen Zellkerns, Zytoskelett und Zellmem-
bran eine Erklarung fiir die verdnderte Gen-Expression bei mechanischen Stimulationen,
ausgelost durch die Anderung der Zellform, liefern [153]. Es ist denkbar, dass der Zell-
kern seine Funktionalitdt und damit die Mechanotransduktion in Folge der mechanischen
Stimulation auf biochemischem Wege direkt beeinflusst. Aber auch die mechanische Riick-
kopplung, die durch die Deformation des Zellkerns auf das umliegende Zytoskelett und
die duere Zellmembran erfolgt, kann moglicherweise den Mechanosensor und damit die
Mechanotransduktion beeinflussen und unterschiedliche Signalkaskaden in Gang setzen.
Die Verifizierung dieser Hypothesen ist schwierig, da der Stimulationsort nur ungenau
bestimmt werden konnte. Weitere Experimente, die zur Verfolgung dieser Ansétze durch-
gefiihrt werden miissten, gestalten sich jedoch schwierig, da unter anderem eine entkoppelte
mechanische Stimulation des Zellkerns (um dessen Relevanz in der Mechanotransduktion
untersuchen zu kénnen) nahezu unmdglich ist.

Im Vergleich der experimentellen Ergebnisse der mechanischen Stimulation mittels des
Kraftmikroskops mit denen der Dehnungsmaschine sind Gemeinsamkeiten festzustellen.
So ist bei beiden die sprunghafte Anderung der Zugkriifte Calcium-unabhiingig und tritt
abhéngig von der Hohe der initialen Adhésionskréifte auf. Da allerdings die Dehnungsreize
zu einer verspéateten Calciumantwort fithren kénnen, sind mindestens zwei unabhéngig ar-
beitende Mechanotransduktions-Systeme, die in den Osteoblasten die mechanischen Reize
rezeptieren und in biologische Signale umsetzen, zu vermuten. Dariiber hinaus deuten die
zusétzlichen langsamen Anderungen der Zugkrifte der Gruppen [ts-] und [ts+] auf einen
weiteren Mechanismus zur Verarbeitung mechanischer Reize hin. So koénnte es in den
Osteoblasten beispielsweise verschiedene Mechanosensoren geben, die - je nach Art des
mechanischem Reizes - aktiviert werden oder nicht. Des Weiteren wére denkbar, dass nur
ein iibergreifendes System und damit nur ein Mechanosensor existiert, der die Zellantwort
auf unterschiedliche externe Reize variiert.

Unter der Annahme, dass der die Mechanotransduktion initiierende Mechanosensor auf
der Adhésionsseite lokalisiert ist, wirken die an der Zelloberseite applizierten vertikalen und
lateralen Krifte anscheinend anders auf die Adhésionsseite der Zelle als Dehnungsreize.
Diese Annahme wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Experimenten untersucht,
in denen die Kraftweiterleitung unter mechanischer Stimulation mit dem Kraftmikroskop
gemessen wurde. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse werden im folgenden Kapitel darge-
stellt.
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6.6 Krafttransmission bei vertikaler Stimulation

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente zur Messung der Kraftweiter-
leitung innerhalb des Zytoskeletts nach vertikaler Stimulation mit dem Kraftmikroskop
vorgestellt. Die Experimente dienten der Bestimmung der Kraftverteilung im Bereich der
fokalen Adhésionen. Mit ihnen sollte die Frage beantwortet werden, ob die vertikale lokale
Stimulation in der Lage ist, einen moglichen Mechanosensor des Zytoskeletts, der sich im
Bereich der fokalen Adhésionen befindet, zu aktivieren, und welche generellen Unterschiede
zwischen lokalen Stimulationen und Dehnungsreizen existieren. Des Weiteren sollten diese
Experimente helfen, iiber die zellinterne Kraftweiterleitung das zellmechanische Verhalten
zu ergriinden und Zellmodelle zu evaluieren.

6.6.1 Experimenteller Aufbau

Um die Spezifitdt der lokalen Stimulation in Bezug auf die interne Kraftverteilung und
Kraftweiterleitung auf die Adhé&sionsseite der Zelle untersuchen zu koénnen, wurden die
Zellen auf einem elastischen Substrat kultiviert, mittels des Kraftmikroskops mechanisch
stimuliert und die auftretenden Zugkréfte parallel gemessen. Hierfiir wurde ein Cantilever,
der mit einer 10pum messenden Silika-Kugel besetzt war, wenige Mikrometer oberhalb der
zu stimulierenden Zelle positioniert. AnschlieBend wurde vor der Applikation der externen
Krifte alle zwanzig Sekunden die Verteilung der Fluoreszenzkugeln innerhalb des Gels be-
stimmt, um so die Zugkréfte der nicht stimulierten Zelle ermitteln zu konnen. Nach zehn
bis zwanzig Aufnahmen wurde der Cantilever mit einer zuvor gewéhlten Kraft auf der
Oberflache der Zelle abgelegt und dort fiir 360 Sekunden belassen. Die Position des Canti-
levers wurde in diesem Zeitraum relativ zur Glasoberfliche, auf der die Zellen angewachsen
sind, nicht verédndert und alle zwanzig Sekunden die Verteilung der Fluoreszenzkugeln im
Gel aufgenommen. Anschliefend wurde der Cantilever von der Zelloberfliche entfernt und
im Abstand von zwanzig Sekunden erneut weitere zehn bis zwanzig Bilder mit der CCD-
Kamera aufgenommen. Im Anschluss an die Messung wurde die Zelle vom Gel gelost und
mit Hilfe des relaxierten Gels ein Nullbild gewonnen.

Bei der Berechnung der Zugkraftmuster war darauf zu achten, dass die Randbedingungen
zur Losung der Fredholm-Integrale in der Bewertung der Deformationsmatrizen richtig
gewahlt werden. Auf Grund der extern applizierten Kréfte ist die Netto-Kraft der Zelle
auf das Substrat nicht notwendigerweise gleich Null. Auch eine Rotation um die Hochachse
ist bei unsymmetrisch wirkenden Kréften denkbar. Deshalb diirfen die Netto-Kraft und
die Rotation nicht als Randbedingungen zur Losung der Fredholm-Integrale eingesetzt
werden, um verldssliche Kraft-Vektor-Karten unter dufieren Kriften zu erhalten (siehe
Kapitel 5.3.3).

Die auf das Substrat {ibermittelten Zugkréifte der Zellen kénnen auf verschiedene Weise
bestimmt werden. In jedem Fall ist jedoch zur Bestimmung der Gesamtzugkréfte der Zelle
eine Auswertung gegeniiber dem Nullbild, also dem relaxierten Gel, von N6ten. Durch
die Applikation externer Deformationen ist zu erwarten, dass Krifte durch das Zytoske-
lett oder andere mechanische Eigenschaften auf die Adhé&sionsseite der Zelle iibertragen
werden und hier die Gesamt-Zugkraft beeinflussen. Diese zusétzlichen Zugkréifte konnen
jedoch gegeniiber den physiologischen Adhésionskréiften der Zelle sehr klein sein, so dass
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sie in der Analyse der Gesamt-Zugkrifte nicht signifikant messbar sind. Des Weiteren sind
die von der Zelle generierten Adhésionskrifte in das Zellinnere gerichtet. Im Gegensatz
hierzu kann eine duflere Krafteinwirkung in Abhéngigkeit vom tatséchlichen physikali-
schen Verhalten der Zelle zu unterschiedlich gerichteten zusétzlichen Zugkraften fiihren.
In den Kraft-Vektor-Karten der Gesamt-Zugkraftanalyse wére so eine Liéngen- und Rich-
tungsinderung der durch die Adhésionskraft der Zelle hervorgerufenen Kraftvektoren er-
kennbar. Um unmittelbar nach Auflage des Cantilevers die Variation der Gesamt-Zugkraft,
also die ,differenzielle” Zugkraft, die zwischen zwei Zeitpunkten auftreten, bestimmen
zu konnen, kann eine ,,Bild-zu-Bild“-Analyse durchgefithrt werden. Fiir diese wurde die
Verteilung der Fluoreszenzkugeln im Gel zweier aufeinanderfolgender Bilder verglichen, so
dass die berechneten Kraft-Vektor-Karten nur die Anderung der Zugkrifte von einem Zeit-
punkt zum n#chsten darstellen. Die Analyse der differenziellen Zugkrifte ermoglichte da-
mit, sowohl kleine Anderungen der Gesamt-Zugkrifte quantitativ darzustellen als auch die
Richtung der Anderungszugkriifte - ohne nachtrigliche Analyse der Kraft-Vektor-Karten
- zu erfassen.

6.6.2 Krafttransmission durch externe Krifte

Bei insgesamt 26 durchgefiihrten Experimenten konnte eine Krafttransmission beobachtet
werden. Hierbei betrugen die durch den Cantilever auf die Zelloberflache iibertragenen Ma-
ximalkrafte zu Beginn des Experiments 50nN, 150nN beziehungsweise 300nN. Diese Kréfte
werden im Folgenden als kleine, mittlere und grofie Kréfte bezeichnet. Wahrend der Sti-
mulation war in den meisten Féllen eine kontinuierliche Abnahme der zwischen Cantilever
und Zelle wirkenden Kraft um 20 bis 30% zu beobachten. Da bei der gesamten Stimulati-
onsdauer von 360 Sekunden die Position des Cantilevers relativ zur Glasoberfliche nicht
verdndert wurde, kann dieser Effekt nur auf den aktiven Umbau des Zytoskeletts der Zelle
oder viskoelastische Effekte mit einer groflen Zeitkonstante zuriickgefithrt werden. Es ist
also anzunehmen, dass sich durch die Deformation der Zelle die Kraftverhéltnisse inner-
halb des Zytoskeletts derart dndern, dass das physiologische Ruheniveau verlassen wird.
So kann beispielsweise unter externen Scherfliissen der Umbau des Zytoskeletts sowie die
Ausrichtung der Zelle und damit verbunden der Aktinfilamente entlang der Flussrichtung
beobachtet werden [46, 24]. Auch fiir eine lokale Stimulation mit dem Kraftmikroskop ist
zu erwarten, dass die Zelle auf Grund der dufleren Krifte das Zytoskelett umbaut. Die
Zelle weicht dabei der applizierten Belastung lokal aus und wird scheinbar weicher.

Kleine Krafte Fiir die Krafttransmissionsmessungen wurden den Zellen, wie bereits oben
beschrieben, zunéchst externe Krifte in der GréBlenordnung von 50nN appliziert (7 Ex-
perimente). Bei solchen kleinen Kriften konnten sowohl in differenziellen Kraft-Vektor-
Karten als auch in den Gesamtkraft-Vektor-Karten keine signifikanten Anderungen der
Zugkrifte beobachtet werden. Die differenziellen Zugkréfte lagen vor, wahrend und nach
der mechanischen Stimulation im Mittel bei circa 10N/m? und wiesen eine Standardabwei-
chung von 5N/m? auf. Das bedeutet, dass die Zugkréfte sich innerhalb des Zeitraums von
zwanzig Sekunden um durchschnittlich 10N /m? finderten. Hierbei blieben die Gesamtzug-
krifte nahezu unbeeinflusst bei 100N/m? bis 300N /m?. Diese Ergebnisse machen deutlich,
dass es sich bei den differenziellen Zugkriften lediglich um eine Anderung der auf das
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Substrat iibertragenen Kraftverteilung handelt. Bei letzterer findet eine Umorganisation
der Zugkrifte und damit verbunden des Zytoskeletts statt, wihrend die Gesamtzugkraft
anndhernd konstant bleibt. Da wiahrend des gesamten Experiments die differenziellen Zug-
krifte die gleiche Groflenordnung aufwiesen, kann geschlossen werden, dass die mechani-
sche Belastung der Zellen allem Anschein nach zu keiner verstéirkten Umbauphase beim
Zytoskelett fiihrt. Des Weiteren liefen die differenziellen Zugkréfte nur in den seltensten
Féllen eine bestimmte Richtung erkennen. Dies kénnte dann der Fall sein, wenn die Zel-
le richtungsorientiert migriert oder kleine Membranausstiilpungen generiert, da in beiden
Fallen das Zytoskelett eine gerichtete Aktion durchfithren und gezielt Kréfte auf das Sub-
strat ausiiben muss. Beispielsweise zeigte die Arbeitsgruppe um Collinsworth, dass durch
die mechanische Stimulation von Zellen eine Anderung ihrer Ausrichtung auftritt [30].

Die Applikation einer Kraft von 50nN iibertréigt einen Druck von 15N/m? bis 30N/m?
in Relation zur Zellfliche auf die Zellmembran. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass geringe
Driicke und die damit verbundenen geringen Deformationen von der Zelle , absorbiert
und deshalb keine zusétzlichen Krifte auf das Substrat weitergeleitet werden. So wére
es denkbar, dass viskoelastische Effekte der Zellmembran und des Zytosols die Deforma-
tionenergie absorbieren, ohne dabei die intrinsischen Spannungsverhéltnisse des Zytoske-
letts (kortikales und zelldurchspannendes Netzwerk) zu beeinflussen. Tatséchlich war bei
den Experimenten dieser Arbeit ein viskoelastisches Verhalten der Zellen zu beobachten
(sieche Abbildung 25). Andere Arbeitsgruppen untersuchten das viskoelastische Verhalten
der Zellen mit Rasterkraftmikroskopen [184] und optischen Pinzetten [7]. Die viskoelasti-
schen Eigenschaften werden dabei der Zellmembran [61], Teilen des Zytosols sowie den
Aktin-Filamenten [74] und Intermediér-Filamenten [120] zugeschrieben. Damit wire es
auch denkbar, dass lokal applizierte Kréfte relativ ortsgebunden in viskoelastische Defor-
mationen des Zytoskeletts umgewandelt werden, ohne dabei zusétzlichen Kréifte auf das
Substrat zu iibertragen.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass die Deformationsenergie, die bei der Stimu-
lation mit kleinen Kréften entsteht, an zytoplasmatische oder membransténdige Proteine
abgegeben wird und diese in der Folge ihre Konformation (Struktur) &ndern. Hierbei konn-
te die gesamte Deformationsenergie zur Ent- und Umfaltung proteinartiger Strukturen
dienen, ohne dass bei diesem Prozess zusitzliche Zugkrifte auf das Substrat iibertragen
werden.

Mittlere Kriafte Werden mittlere Krifte von 150nN auf die Zelloberfliche appliziert, so
konnten zu Beginn und zum Ende der Stimulation Anderungen in den Kraftverteilungsmu-
stern der differenziellen Zugkrafte beobachtet werden (11 Experimente). Zu allen anderen
Zeitpunkten der Messungen lagen die differenziellen Zugkréfte, wie auch bei der Appli-
kation von kleinen Kriften zu beobachten war, bei circa 10N/m? und wiesen eine Stan-
dardabweichung von 5N/m? auf. Diese Umbauaktivitiit des Zytoskeletts beziehungsweise
die stetige Anderung der internen Kraftverhiltnisse war nicht durch eine Vorzugsrichtung
gekennzeichnet. Folglich war auch keine Anderung der Gesamtzugkrifte zu beobachten.

Wurde der Cantilever mit einer Kraft von 150nN, also einem von der Zellgréfe abhéngi-
gen Druck von 38N/m? bis 80N/m? abgelegt, konnte ein Anstieg der differenziellen Zug-
krifte um 20N/m? bis 30N /m? beobachtet werden. Hier wird deutlich, dass nur ein kleiner
Teil des applizierten Drucks auf das Zytoskelett iibertragen wird, das in der Folge die
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intrinsischen Spannungsverhéltnisse dndert. Letztere kdnnen zu erhhten Zugspannungen
auf das Substrat fithren. Eine Erklarung dieser Diskrepanz kann mit den im vorangegan-
genen Abschnitt beschriebenen Mechanismen der viskoelastischen Deformation und der
Entfaltung zytoplasmatischer Proteine gegeben werden. Bevor die hervorgerufene Defor-
mation also auf dem Substrat zu zusétzlichen Zugspannungen fiihrt, wird ein Teil der
Deformationsenergie absorbiert.

Die grofiten Zugkraftanderungen waren im Bereich der Stimulation zu finden (siehe Ab-
bildung 57). Dabei zeigte die Orientierung der induzierten differenziellen Zugkrifte ein

——— 1,08*10% N/m?
——— 1,46*10%m

Abbildung 57: Die Abbildung zeigt die differenziellen Zugkréfte unmittelbar nach Beginn
der Stimulation der Zelle mit 150nN. Der Kreis dient der Darstellung des GréBenverhéltnisses
zwischen der Silika-Kugel (Durchmesser: 10pm) und der Zelle. Der Pfeil markiert den Mittelpunkt
der Stimulation. Die Kraftvektoren sind im Bereich der Stimulation am gréfiten.

indifferentes Bild. In einigen Experimenten lielen sich im Bereich der Projektionsflache
der Silika-Kugel auf die Adhésionsseite der Zelle anndhernd konzentrische Kraftmuster
erkennen. Letztere wiesen entweder iiberwiegend nach innen (siche Abbildung 57) oder
nach auflen (siehe Abbildung 58) gerichtete Kréfte auf. Eine mogliche Erklarung fiir lokal
nach innen gerichteten Kréfte ist die Annahme eines kontinuierlichen elastischen Materi-
als. Dessen Steifigkeit wird unter einer dufleren Deformation lokal erh6ht und damit die
direkte Ubertragung der Deformation auf das Substrat ermdglicht. Durch die Annahme
nicht-kompressibler Strukturen hingegen kénnen durch die lokale Deformation des Zy-
toskeletts und die damit verbundende Abflachung nach auflen gerichtete Kréfte auf das
umliegende Zytoskelett und damit das Substrat iibertragen werden. So werden Mikrotubu-
li in der Literatur hédufig als Kompressions-widerstehende Komponenten des Zytoskeletts
beschrieben [115], die in Tensegrity-Modellen der Stabilisierung des Zytoskeletts dienen.
In Abhéngigkeit von den lokalen physikalischen Eigenschaften scheint eine dieser mecha-
nischen Eigenschaften zu iiberwiegen, so dass im Bereich der Stimulation entweder nach
innen oder nach auflen zeigende Krifte auftreten.

Auch in den Bereichen, die nicht auf der Projektionsfliche der Silika-Kugel lagen, war
die Orientierung der differenziellen Kraftvektoren nicht eindeutig. Allerdings war hier zu
beobachten, dass die Regionen, die in unmittelbarer Ndhe zur Projektionsfliche liegen,
mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit Kraftvektoren aufweisen, die in das Innere der Zelle
gerichtet sind. Je grofer dabei die Entfernung zwischen dem Ort der Stimulation und
den betrachteten Zugkréften wurde, desto indifferenter war deren Verteilung und umso
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— > 3,74*102 N/m?
1 1,01*10%m

Abbildung 58: Die Abbildung zeigt die konzentrischen differenziellen Zugkréfte im Bereich des
Stimulationsortes. Sie traten unmittelbar nach Beginn der Stimulation der Zelle mit einer Kraft
von 150nN auf. Der Kreis dient der Darstellung des Gréfienverhéltnisses zwischen der Silika-Kugel
(Durchmesser: 10um) und der Zelle. Der Pfeil markiert den Mittelpunkt der Stimulation.

seltener traten erhohte Zugkréfte auf. Das zeigt, dass eine wie bei den Tensegrity-Modellen
beschriebe Fernwirkung bei den hier applizierten Driicke nicht auftritt.

Die Gesamt-Zugkriifte der Zellen lagen zwischen 100N/m? und 250N/m? und wurden,
im Gegensatz zu den differenziellen Zugkréften, durch eine Belastung von 150nN nicht
verindert. Allerdings traten Anderungen in der Verteilung der Zugkraftmuster auf. Wur-
de der Cantilever nach 360 Sekunden von der Zelle entfernt, wurden die Gesamtzugkréfte
teilweise verringert. Eine mogliche Begriindung hierfiir kénnte der oben beschriebene Um-
bau des Zytoskeletts sein. Jedoch wirkte sich dieser erst auf die Gesamt-Zugkrifte aus,
sobald der Cantilever von der Zelle entfernt wurde.

Da die Gesamt-Zugkrifte nahezu unverdndert blieben und die differenziellen Zugkraft-
muster ein indifferentes Bild beziiglich der Orientierung der Zugkréfte aufwiesen, ist davon
auszugehen, dass wihrend der Belastung unterschiedliche mechanische Eigenschaften der
Zelle in den Vordergrund treten und miteinander konkurrieren. So kénnte durch die ap-
plizierte Kraft das Zytoplasma lokal verdrangt werden und hierbei, da das Zellvolumen
erhalten bleibt, nach auflen gerichtete Kréfte generiert werden. Gleichzeitig konnte die zu-
nehmende Belastung des Zytoskeletts zu nach innen gerichteten Zugkréften fithren. Diese
unterschiedlichen Mechanismen stiinden untereinander in Konkurrenz und kénnten teil-
weise gekoppelt sein: werden auf Grund der Volumenkompression nach auflen gerichtete
Kréfte auf das Substrat iibertragen, so werden umgekehrt durch die fokalen Adhésionen
Krifte an das Zytoskelett weitergegeben. Letztere édndern das intrinsische Spannungs-
verhéltnis im Zytoskelett und konnen lokal zu nach innen gerichteten Zugkréften fiithren.
Weisen die nach innen und nach auflen gerichteten Kréfte auf Grund der Inhomogenitét
der Zelle ein zufélliges Verteilungsmuster auf, so konnen sich die entstehenden Zugkréfte
bei der Berechnung der Gesamt-Zugkraft gerade autheben. Im Gegensatz hierzu werden
im differenziellen Zugkraftbild alle Anderungen der Zugkréfte im Vergleich zu dem vor-
angegangenen nicht-stimulierten Bild beriicksichtigt. Das Modell der konkurrierenden me-
chanischen Eigenschaften der Zelle ist also in der Lage, eine Begriindung fiir das indifferen-
te Verteilungsmuster der differenziellen Kraft-Vektor-Karten sowie fiir die unverénderten
Gesamt-Zugkréfte zu liefern.
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GroBe Kraifte Bei acht Zellen erfolgte eine Belastung der oberen Zellmembran mit
Kriften von etwa 300nN. Im Mittel lagen die resultierenden differenziellen Zugkrifte
der Osteoblasten vor, wahrend und nach Applikation des mechanischen Reizes bei cir-
ca 10N/m? und wiesen eine Standardabweichung von 5N/m? auf. Auch hier war in den
Kraft-Vektor-Bildern keine beschleunigte Neuorganisation des Zytoskeletts und damit ver-
bunden keine Variation der Adhésionskréifte der Zelle zu erkennen.

Wurde der Cantilever mit einer Kraft von 300nN auf eine Zelloberfliche gefahren, ent-
spricht das in Abhiingigkeit von der Zellfliiche einem Druck von 110N/m? bis 220N /m?.
Letzteres entspricht auch der Gréenordnung der durch die Deformation der Zellen bei
der Auflage des Cantilevers auf dem Substrat erzeugten differenziellen Zugkréfte. Deshalb
spielt hier, im Gegensatz zu kleinen und mittleren Kréften, die Absorption der Deforma-
tionsenergie durch bestimmte Zellstrukturen eine untergeordnete Rolle.

Die Orientierung der differenziellen Zugkréifte in Abbildung 59 zeigt im Bereich der
Projektionsflache der Silika-Kugel iiberwiegend konzentrisch nach auflen. Es scheint al-
so, als ob die Ubertragung der Deformation auf umliegende Zellbereiche und damit die
Kraftiibertragung auf das Substrat in den Vordergrund tréte (siehe Beschreibung bei mitt-
leren Kriften). Weiterhin ist zu erkennen, dass auflerhalb der Projektionsfliche der Silika-

— > 5,76*10%2 N/m?
- 1,52*10%m

Abbildung 59: In der Abbildung ist die Krafttransmission dargestellt, die wihrend der Stimu-
lation mittels einer Kraft von 300nN auftrat. Gezeigt ist das differenzielle Kraft-Vektor-Bild einer
Zelle nach der Ablage des Cantilevers auf der Zelloberfliche. Der Kreis gibt das Grofienverhélt-
nis zwischen der Silika-Kugel (Durchmesser: 10pm) und der Zelle wieder. Die Pfeile markieren
jeweils den Mittelpunkt der Stimulation.

Kugel die Kraftvektoren eine Orientierung fast ausschliellich in das Zellinnere aufwiesen.
Dabei wurden die nach innen gerichteten Kréifte umso kleiner, je grofler der Abstand zum
Stimulationsort war. Eine Ausnahme stellten hierbei die Hauptachse (Léngsachse) begren-
zenden Zellrénder dar. Diese Beobachtung konnte durch das Vorhandensein von kortikalen
Aktin-Filamenten erklart werden. Letztere sind vor allem entlang der Hauptachse von Zel-
len ausgerichtet und werden beispielsweise durch kortikale Membranmodelle beschrieben
(genauere Beschreibung in Kapitel 7). Wurde am Ende der Stimulation der Cantilever
entfernt, zeigte das differenzielle Kraft-Vektorbild eine inverse Verteilung der Zugkrifte
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———  1,04*10% N/m?
———  1,42*10°%m

Abbildung 60: Dargestellt ist die wéihrend der Stimulation mit einer Kraft von 300nN auftre-
tende Krafttransmission. (A) zeigt die Gesamt-Zugkréfte der Zelle vor der Stimulation (75N/m?);
(B) gibt die Gesamt-Zugkriifte nach Auflage des Cantilevers auf die Zelle wieder (220N/m?). Die
Zunahme der Adhésionskriéifte durch die Stimulation ist deutlich zu erkennen.

(nicht gezeigt).

Berechnet man nun durch den Vergleich mit einem nicht deformierten Substrat die
Gesamt-Zugkrifte, so wird auch hier die Anderung der Adhésionskraft durch die Auflage
des Cantilevers deutlich (siehe Abbildung 60). Durch diese Belastung trat eine Erhthung
der Gesamt-Zugkriifte zwischen 80N /m? und 150N /m? auf. Damit trug ein grofier Teil des
applizierten Druckes zur Beeinflussung der auf das Substrat iibertragenen Adhé#sionskraft
der Zelle bei. Die konkurrierenden mechanischen Eigenschaften, die bei mittleren Kréften
diskutiert wurden, konnen diese Diskrepanz erkliaren. Ab einer bestimmten Deformation
tritt allerdings eine bestimmte mechanische Eigenschaft in den Vordergrund und fiihrt
zur Anderung der Gesamt-Zugkrifte. Anscheinend werden durch die Belastung vor allem
die intrinsischen Spannungsverhéltnisse des Zytoskeletts verdndert, so dass in der Folge
erhohte nach innen gerichtete Krifte auftreten (siche Abbildung 60).

Des Weiteren war bei der Applikation grofler Kréfte zu beobachten, dass die Hohe der
Adhésionskraft mit fortschreitender Stimulationsdauer abnahm, so dass die Zugkréfte nach
360 Sekunden um 20% bis 30% vermindert waren. Zusétzlich induzierte Gesamtzugkrifte
werden also hier in direkter Weise von der Zelle aktiv verdndert, um so das physiologische
Zugkraftniveau wiederherstellen zu konnen. Bei kleinen und mittleren Zugkraften hingegen
versucht die Zelle vor allem, die lokale Belastung auszugleichen, indem sie weicher wird,
ohne die Gesamtzugkréfte zu verdndern (siehe oben).

6.6.3 Interpretation der Ergebnisse
Das vorrangige Ziel der oben beschriebenen Experimente war es, die Transmission der ap-

plizierten Krifte durch das Zytoskelett zu den Adhésionspunkten und damit auf das Sub-
strat zu bestimmen. Hier sollte unter der Annahme, dass der Mechanosensor von Osteobla-
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sten in der Néhe der fokalen Adhé#sionen lokalisiert ist, untersucht werden, warum Osteo-
blasten auf einen Dehnungsreiz mit einer verzogerten Calciumantwort reagieren und auf
die lokale Stimulation mit dem Kraftmikroskop nicht. In den folgenden Abschnitten erfolgt
die Interpretation der Ergebnisse hinsichtlich dieser Fragestellung. Des Weiteren dienen
die durchgefiihrten Experimente zur Interpretation des zellmechanischen Verhaltens unter
auBleren Kréften. Eine ausfiihrliche Diskussion der erhaltenen Ergebnisse hinsichtlich der
giangigen Zellmodelle und ihrer Evaluierung erfolgt in Kapitel 7.

Kleine und mittlere Krdfte Tatséchlich lasst sich feststellen, dass Osteoblasten die durch
kleine Krifte von etwa 50nN hervorgerufen Deformationen absorbieren. Diese Krifte haben
keinen signifikanten Einfluss auf die Substratkrifte. Die Beobachtung lédsst vermuten, dass
die Deformationsenergie im Wesentlichen fiir eine viskoelastische, lokale Deformation der
Zellmembran, des Zytosols und des Zytoskeletts sowie einer Konformationsénderung zellin-
terner Proteine verwendet wird. Dabei werden keine zusétzlichen Kréfte auf das Substrat
iibertragen. Erst hohere Kréfte - von bis zu 150nN - lassen in den differenziellen Zugkraft-
bildern Zugkraftdnderungen erkennen. Da diese sind jedoch fast vollstiandig ungerichtet
sind, haben sie keine Auswirkung auf die Gesamt-Zugkraft. Hier scheinen unterschied-
liche mechanische Eigenschaften der Zelle zu konkurrieren, in deren Folge es zu lokalen
Unterschieden der Orientierung der differenziellen Zugkréfte (nach innen und nach aufien
gerichtete Krifte) und damit zu entsprechenden Unterschieden der Kréfteverhiltnisse des
Zytoskeletts kommt.

GroBe Krafte Appliziert man hingegen lokal auf die Oberseite eines Osteoblasten Krifte
von 300nN, so wird die vermittelt {iber Adhésionspunkte auf das Substrat erfolgende
Kraftiibertragung verstarkt. Hier scheinen auf Grund der groflen Deformation spezielle
mechanische Eigenschaften der Zelle zu dominieren. Dabei resultieren vor allem nach in-
nen gerichtete Kréfte auf das Substrat. Diese treten sowohl im differenziellen, als auch im
Gesamt-Zugkraftbild auf, sind aber nicht iiber die gesamte Zelle verteilt. Andere Effekte,
die nach Applikation kleiner und mittlerer Kréifte zu beobachten waren, treten hier in
den Hintergrund. Obwohl die eindeutige Deformation des Substrats zeigt, dass auf eine
kraftabhéngige Beeinflussung bestimmter Zellteile wie des Zytoskeletts und der Adhési-
onspunkte zuriickgeschlossen werden kann, kommt es hier im Gegensatz zu den Dehnungs-
reizen nicht zum Auslésen einer Calciumantwort.

Kraftverteilung im Vergleich zu Dehnungsmessungen Die Kraftverteilung in der Zel-
le scheint sich nach Applikation von Dehnungsreizen grundlegend von der Kraftverteilung
nach einem mechanischen Reiz durch das Kraftmikroskop zu unterscheiden: die uniaxiale
Dehnung fiihrt zu einer Streckung der kompletten Zelle entlang der Dehnungsachse. Auf
Grund dieser Langendnderung werden Kréfte auf alle Adhésionspunkte und damit auf die
gesamte Zelle ausgeiibt. Parallel zur Dehungsachse treten erhohte, nach innen gerichte-
te Zugkrifte auf. Im Gegensatz hierzu konnen die senkrecht zu dieser Achse nach innen
gerichteten Krafte auf Grund der Volumenerhaltung abgeschwécht werden. Die lokalen
Stimulationen hingegen zeigen ein anderes Bild: hier erfolgt die Erhéhung der Zugkréfte
auf das Substrat vor allem in Ortlicher Ndhe zur mechanischen Stimulation und die auf-
tretenden Zugkréfte sind in das Innere der Zelle gerichtet, so dass von einer mehr oder
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weniger lokalen, kreissymmetrischen Manipulation der Zelle und damit des Zytoskeletts
ausgegangen werden kann. Der Mechanosensor, der eine verzogerte Calciumantwort her-
vorruft, scheint derart in die Zelle integriert zu sein, dass eine mechanische Stimulation
auf der Adhésionsseite der Osteoblasten entlang einer bestimmten globalen Achse erfol-
gen muss, um diesen Mechanosensor aktivieren zu konnen. Die Experimente bestéirken
die Hypothese der Kopplung eines speziellen Mechanosensors mit der Adhésionsseite der
Zelle.

Die konstante lokale Deformation erzeugt keine aktiven Zugkrafte Die experimen-
tellen Ergebnisse fithren zu der grundsétzlichen Frage, ob die Anderung der Zugkrifte
durch eine passive Krafttransmission zustande kommt oder ob aktive Mechanismen der
Kraftgenerierung (siehe Kapitel 6.5) beteiligt sind.

In den Experimenten aus Kapitel 6.5 wurden die Zellen mit etwa 150nN und einer Fre-
quenz von 10 Hz fiir zwei Sekunden mit dem Kraftmikroskop lokal belastet. Hierbei sollte
die aktive Antwort der Zelle auf die mechanische Stimulation untersucht werden. Bei diesen
Experimenten waren verschiedene Anderungen in den Gesamt-Zugkriften zu beobachten:
so wurden die Zugkrifte einerseits innerhalb weniger Sekunden nach der mechanischen Sti-
mulation entweder abrupt erhoht oder verringert. Andererseits wurde auch eine langsame
Anderung der Gesamt-Zugkrifte nach der lokalen Stimulation erkennbar.

Die Experimente, die zur Bestimmung der Krafttransmission durchgefiihrt und deren
Ergebnisse in diesem Kapitel vorgestellt wurden, zeigten im Gegensatz dazu eine Gemein-
samkeit: die Stimulation fithrte hier, sofern die Krifte grofl genug waren, sofort nach Abla-
ge des Cantilevers zur Erhohung der Zugkréfte. Hierbei blieb der Cantilever allerdings fiir
360 Sekunden an einer vorherbestimmten Position. Die Anderung der Zugkrifte hing nun,
im Gegensatz zur vertikalen Stimulation, die mit einer Frequenz von 10Hz erfolgte, nicht
von den initialen Zugkraften ab. Des Weiteren zeigten die aktiven Zugkrafterh6hungen
aus Kapitel 6.5 eine gleichférmige Erhohung oder Verringerung der nach innen gerichteten
Zugkrifte tiber die ganze Zelle verteilt. Die Krafttransmissionsmessungen hingegen wiesen
nur eine lokale Kraftdnderung in den Zugkraftmustern auf.

Auf Grund der oben beschriebenen Beobachtungen ist zu schlieffen, dass die langsame
Auflage des Cantilevers und die sich anschlieende Dauerstimulation keine aktive Antwort
der Zelle hervorruft.

Frequenzabhingigkeit der Mechanotransduktion Die im vorangegangenen Abschnitt
beschriebenen Beobachtungen lassen vermuten, dass der Mechanosensor eine Frequenz-
abhéngigkeit besitzt. Dieses Phdnomen kann auch bei der Stimulation ganzer Knochen-
fragmente beobachtet werden (siche Kapitel 2.4). Dabei scheint das Knochenwachstum
vor allem mit kleinen Amplituden, aber hohen Frequenzen stimuliert werden zu konnen.
Der zelluldre Mechanismus, der auf solche Reize mit der Initiierung der Mechanotrans-
duktion reagiert, konnte also d&hnlich dem Aktin-Myosin-Komplex des Zytoskeletts eine
Art Vorspanneinrichtung sein. Das Zytoskelett kann unter ATP-Verbrauch Aktinfilamente
um eine bestimmte Schrittweite bewegen und unter erhohte Zugspannungen setzen (siehe
Kapitel 2.2.1). Der Mechanosensor konnte &hnlich funktionieren: durch wiederholte dufe-
re Krafteinwirkung wird die Molekiilstruktur des Mechanosensors schrittweise so lange
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entfaltet, bis neue Bindungsstellen freigelegt sind, die eine Signalkaskade in Gang setzen.
Die Stimulationsfrequenz definiert also nicht nur auf Knochenebene die Syntheseleistung,
sondern spielt auch auf zelluldrer Ebene anscheinend eine wichtige Rolle in der Mecha-
notransduktion.

Zusammenfassung Wie die Krafttransmissionsmessungen zeigten, konnen das Zytoske-
lett und die Adhésionspunkte der Osteoblasten durch eine lokale Stimulation beeinflusst
werden. Allerdings fithrt die mechanisch hervorgerufene Deformation zu einer Kraftver-
teilung in der Zelle, die sich wesentlich von der durch Dehnungsreize hervorgerufenen
Kraftverteilung unterscheidet. Das kann erkldren, warum durch die lokale Stimulation kei-
ne verzogerte Calciumerhchung, wie sie bei Dehnungsreizen zu beobachten ist, aktiviert
wird. Die Gemeinsamkeit von Dehnungsreizen und lokalen Stimulationen besteht hingegen
darin, dass bei beiden als Reaktion auf den mechanischen Reiz eine instantane Anderung
der Zugkréfte auftritt (siehe Kapitel 6.5). Nach wie vor konnte jedoch die Existenz eines
oder mehrerer Mechanosensoren in Osteoblasten nicht bestétigt werden. Ware nur ein Me-
chanosensor in Osteoblasten fiir die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden verantwort-
lich, so miisste dieser in der Lage sein, unterschiedliche Kraftverteilungen im Zytoskelett
und an den fokalen Adhésionen zu detektieren und abhéngig von der mechanischen Be-
lastung differenzierte Zell-Antworten initiieren zu konnen. Allerdings zeigte sich, dass die
lokale Belastung mit dem Kraftmikroskop in Abhéngigkeit von der Stimulationsfrequenz
eine aktive Zugkraftdnderung erzeugt. Wie die Krafttransmissionsmessungen zur Analyse
der zellmechanischen Eigenschaften in Hinblick auf Modelle der Zellmechanik diskutiert
werden kénnen, wird ausfiihrlich in Kapitel 7 besprochen.

Um die Frage, warum Scherfliisse genauso wie Dehnungsreize verzogerte Calciumant-
worten auslosen, klaren zu konnen, wurde die Krafttransmission von Osteoblasten auf die
Adhésionsseite der Zellen unter der Einwirkung eines dufleren Scherflusses untersucht. Die
Ergebnisse werden im folgenden Kapitel dargestellt und diskutiert.

6.7 Krafttransmission bei Scherfliissen

Zur Bestimmung der Unterschiede zwischen der lokalen Stimulation mit dem Kraftmikro-
skop und den Scherfliissen wurden Krafttransmissionsmessungen an Osteoblasten unter
Scherfluss durchgefithrt. Damit sollte die Frage gekldrt werden, warum Scherfliisse ei-
ne verzogerte Calciumantwort auslosen, lokale Stimulation mit dem Kraftmikroskop aber
nicht. Die Beobachtung und Analyse der Zugkraftmuster auf das Substrat erfolgt wie in
Kapitel (siche Kapitel 6.6.1) beschrieben.

6.7.1 Applikation von Scherkriften

Um die Zellen einem gezielten Scherfluss aussetzen zu konnen, wurde eine parallele
Scherflusskammer verwendet (siche Kapitel 3.8). Diese ermoglichte durch die Wahl der
Flussgeschwindigkeit die gezielte Applikation mechanischer Scherkréfte auf die in der
Kammer angewachsenen Zellen. Als Substrat diente den Zellen ein Polyacrylamid-Gel,
in das Fluoreszenzkiigelchen eingebettet waren. Sie ermoglichten die Messung der durch
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—— 3,43*102 N/m?

— 1,89*10°m

direction of flow

Abbildung 61: In der Abbildung ist die Krafttransmission durch die Zelle wihrend der Appli-
kation eines Scherflusses mit einer Kraft von 3N/m? dargestellt. Die Flussrichtung zeigt von links
nach rechts. Eine bestimmte Richtung der transmittierten Zugkréfte die mit der Flussrichtung
korrelieren lief3 sich nicht beobachten.

die mechanische Belastung auf das Substrat iibertragenen Kréfte (siehe Kapitel 5). Die
Flussgeschwindigkeit des Mediums durch die Kammer wurde so gewihlt, dass die Zellen
einer Scherkraft zwischen 3N/m? und 6N/m? ausgesetzt waren. Die Verteilung der Fluo-
reszenzkugeln wurde zunéchst bei ausgeschaltetem Fluss und anschliefend unter Flussbe-
dingungen bestimmt. Auf diesem Weg konnten differenzielle Zugkraftbilder, in denen die
Anderung der Zugkraft durch die wirkenden Scherkriifte beobachtet werden konnte, ge-
wonnen werden.

Da bei der Scherflussapplikation die Moglichkeit einer aktiven mechanischen Zellantwort
bestand, wurden die Zellen durch die Zugabe einer 4% Formalin-Losung fixiert. Die Zel-
len gelangten so in einen ,festen Zustand“, in dem biologische Prozesse inhibiert sind,
jedoch die Steifigkeit der Zelle zunimmt. Dieser Prozess wurde mit dem Kraftmikroskop
gemessen. Der ermittelte Steifigkeitswert der fixierten Zelle nahm etwa den vierfachen Wert
gegeniiber der nicht fixierten Zelle an. Damit war ein Einfluss auf die Zugkraftmuster nicht
auszuschlieen. Um diesem Problem begegnen zu konnen, wurde alternativ zu Formalin
mit dem Reagenz ML-7 gearbeitet (siche Kapitel 3.9.6). ML-7 fithrt bei den Zellen zu einer
Inaktivierung der Myosin-Light-Chain-Kinase (MLCK). Die MLCK aktiviert Mysoin und
stellt damit die Zellbewegung vermittelt durch das Zytoskelett sicher. Durch ihre Inhibie-
rung konnten also aktive, durch Aktin-Myosin-Aktivitdt ausgeloste Zugkraftdnderungen,
ausgeschlossen werden. Bei der Bestimmung der Zugkrifte war darauf zu achten, dass
externe Krifte auf die Zelle wirken und daher die Analyse der Zugkréifte mit definierten
Randbedingungen erfolgen musste (siche Kapitel 5.3.3).

Die experimentellen Ergebnisse zeigten, dass die Verteilung der differenziellen Zugkraft-
muster sehr indifferent ist. Die Abbildung 61 gibt eine Beispielmessung wieder, die die sehr
ungleichméfige, differenzielle Kraftverteilung nach Scherflussapplikation zeigt. Trotz der
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Vorzugsrichtung des Scherflusses (in der Abbildung von links nach rechts) konnte keine
spezielle Ausrichtung der Kraftvektoren beobachtet werden. Die Erhéhung der Zugkréfte
durch Aktivierung des Scherflusses lag in den differenziellen Zugkraftbildern bei Kréaften
zwischen 10N/m? und 100N/m? (siche Abbildung 61).

6.7.2 Die Krafttransmission zeigt keine Vorzugsrichtung

Die differenziellen Kraft-Vektor-Karten der acht durchgefiithrten Experimente zeigen keine
ausgezeichnete Richtung der Kraftvektoren. Da diese jedoch auf Grund eines gerichteten
Scherflusses zu erwarten gewesen wére, kann die Frage, warum nur die durch Scherfluss und
Dehnung stimulierten Osteoblasten mit einer verzégerten Calciumantwort reagierten nicht
beantwortet werden. Im Gegenteil: die durch Scherfliisse hervorgerufenen differenziellen
Zugkraftmuster sind eher mit denen, die auf Grund lokaler Stimulationen durch mittlere
Krifte entstehen, zu vergleichen. Folglich wiire anzunehmen, dass auch Scherfliisse nicht
zu einer Calciumantwort fithren, wie dies nach Stimulationen mit dem Kraftmikroskop zu
beobachten ist.

Kraftiibertragung im ganzheitlichen Knochen Eine wichtige Frage fiir den Vergleich
zwischen makroskopischen und mikroskopischen Vorgéngen der Mechanotransduktion ist,
wie die Deformation eines Knochens auf dessen Zellen iibertragen wird. Wie in Kapitel
2.3.6 beschrieben wurde, sind dafiir im Wesentlichen der durch hydrostatischen Druck ver-
ursachte Fliissigkeitsfluss und die direkte Ubertragung der Deformation an die Adhésions-
punkte der Zellen verantwortlich. Unter der Annahme, dass die im Rahmen dieses Kapitels
erhaltenen Ergebnisse die physiologischen Vorginge korrekt widerspiegeln, scheinen vor al-
lem Dehnungsreize die Adhésionsseite der Zelle zu beeinflussen. Damit wére die direkte
Kopplung des mechanischen Reizes an die Adhésisonsseite der Zelle ein wesentlich besserer
Reiz, um eine Mechanotransduktion auszulosen als mechanische Belastungen, die auf der
nicht adhérenten Seite der Zelle wirken. Demnach ist fiir den ganzheitlichen Knochen vor
allem die direkte Ubertragung zwischen der Knochenhartsubstanz und den Knochenzellen
entscheidend und der durch hydrostatischen Druck ausgeloste Fliissigkeitsstrom weniger
wichtig.

Berechnung der Wandscherkraft und experimentelle Daten im Vergleich Des Wei-
teren ist auffillig, dass die Anderung der Zugkrifte durch den Scherfluss weit oberhalb
der theoretisch durch die Flussgeschwindigkeit berechneten Scherkraft lag. Da jedoch auf
Grund der Formalin-Fixierung beziehungsweise der Behandlung der Zellen mit ML-7 kei-
ne aktiven Antworten auftreten konnten, wire zu erwarten gewesen, dass maximal der
durch die Stimulation aufgebaute Druck als zusétzliche Zugspannung durch die Zelle auf
das Substrat iibertragen wird. Dass allerdings differenzielle Zugkréfte auftraten, die die
applizierten Kréfte um den Faktor zehn iibertreffen, kann wenigstens zwei unterschiedliche
Ursachen haben: zum einen kann eine stark fehlerbehaftete Berechnung der Kraft-Vektor-
Karten. Zum anderen konnte auf Grund eines falschen Modells die Berechnung der durch
den Scherfluss auf die Zellen wirkenden Scherkraft fehlerhaft erfolgt sein (siehe Kapitel
3.8).

117



6 Experimente und Ergebnisse

Auch wenn die Scherflussexperimente zunéchst nicht zur Klarung der Unterschiede der
Mechanotransduktion beitragen, so konnte doch der Einfluss von lokalen Stimulationen,
Scherkriften und Dehnungsreizen auf die Adhésionseite gezeigt werden (siehe Kapitel 6.6).
Die mogliche Rolle der Adhésionspunkte in der Mechanotransduktion wurde in Kapitel
2.3.6 eingehend beschrieben, weshalb der Umbauprozess der Adhésionsstellen unter lokalen
Stimulationen mit der Transfektionstechnik (siehe Kapitel 3.4) in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurde. Die Ergebnisse werden im folgenden Kapitel beschrieben.

6.8 Vertikale Stimulation und Vinculin-Konzentration

In diesem Kapitel wird die Auswirkung der mechanischen Stimulation auf die fokalen
Adhésionen aus einem biochemischen Blickwinkel untersucht.

Zellen gehen vermittelt iber Adhésionspunkte eine Verbindung mit ihrer Umgebung ein.
Die hierbei auftretenden Integrin-Adhésionen wurden auf Grund ihrer molekularen Unter-
schiede von Zamir et al. [251] in drei Gruppen aufgeteilt: die klassischen fokalen Adhésionen
(FA) sind vor allem in der Zellperipherie zu finden und enthalten unter anderem die Pro-
teine Vinculin und Paxillin. Tensin hingegen kommt in erster Linie in zentral lokalisierten
fibrillidiren Adhésionen, die die zweite Gruppe bilden, vor [252]. Die letzte Gruppe bilden
die fokalen Komplexe (engl. focal complezes - FX). Sie weisen eine Punkt-dhnliche Struk-
tur auf und sind vor allem im Bereich der vorderen Front einer sich in Vorwértsbewegung
befindlichen Zelle zu finden. Hier beginnt die Erzeugung neuer Adhésionspunkte durch die
Bildung kleiner fokaler Komplexe, die unter mechanischer Belastung in fokale Adhésionen
tibergehen kénnen [71, 189]. Fibrilliire Adhésionen kénnen wiederum durch die induzierte
zentripetale Verschiebung von extrazellular gekoppelten Fibronektin-Rezeptoren aus den
fokalen Adhésionen entstehen [170, 253].

Da die Adhésionspunkte durch biologische und physikalische Aktivitéit beeinflusst wer-
den [5], wurde die Bildung und die GroBe der fokalen Adhé#sionen unter mechanischer
Stimulation beobachtet. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abschnitten beschrieben.

6.8.1 Aktivitat der fokalen Adhdsionen unter mechanischer Belastung

Fiir die Vinculin-Experimente wurden die Osteoblasten zunéchst auf einer Glasoberflache
kultiviert und anschlieBend mit Hilfe des Kraftmikroskops mechanisch stimuliert. Damit
weiterhin die Vergleichbarkeit der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
gewdhrleistet werden konnte, wurden zur Stimulation der Zellen die folgenden Parameter
verwendet: zwanzig dreiecksformige Stimulationszyklen wurden mit einer Maximalkraft
von 150nN bis 300nN innerhalb von zwei Sekunden appliziert. Damit betrug die Stimula-
tionsfrequenz 10Hz. Um den Einfluss der Stimulation auf die Adhésionspunkte der Zelle
beurteilen zu kénnen, wurden die Zellen transient mit dem Plasmid transfiziert, das das
Vinculin gekoppelt an das ,,Green Fluorescent Protein® (GFP) triagt (Beschreibung siehe
3.4). Die Transfektion ermdoglichte die Dokumentation der Vinculin-Verteilung. Letztere
erfolgte vor und nach der mechanischen Stimulation fiinf Minuten lang, alle 30 Sekunden
mit einer CCD-Kamera.

Wie sich zeigte, erfolgt der Umbau der fokalen Adhésionen auf einer Zeitskala, die nicht
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mit der verwendeten Kamera aufgelost werden konnte. Die geringe Lichtempfindlichkeit
des eingebauten CCD-Chips erforderte Integrationszeiten von mehr als zwanzig Sekun-
den. Da sich jedoch auf dieser Zeitskala die Morphologie der einzelnen Adhésionspunkte
wesentlich dnderte, ist die erhaltene Adhésions-Grofle nur ein Mittelwert der tatsachli-
chen Ausdehnung zu den verschiedenen Zeitpunkten. Um bessere Aufnahmen erhalten zu
konnen, ist eine Reduktion der Belichtungszeit von No6ten. Hierfiir wére die Verwendung
eines neueren EMCCD-Chips, dessen Licht-Sensitivitéit deutlich besser ist, denkbar (siehe
Kapitel 3.5). Eine solche Kamera stand im Rahmen dieser Arbeit nicht zur Verfiigung, so
dass die oben genannten Experimente wiederholt werden miissen.

Abbildung 62: Die Abbildung zeigt die Verteilung des Vinculins in der Zelle. Die dunklen
Bereiche entsprechen einer hohen Konzentration an Vinculin und charakterisieren damit die
Adhésionspunkte der Zelle zum Substrat.

Die fokalen Adhésionen waren vor allem in den peripheren Bereichen der Zelle loka-
lisiert (siehe Abbildung 62). Dabei war die grofite Dichte an den die Léngsachse be-
grenzenden Zellréindern zu finden. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen der
zelluldren Zugkraftmessungen iiberein. Sie zeigten, dass die Zugkréafte im Wesentlichen
parallel zur Hauptachse der Zelle auftreten (siche Zusammenfassung Kapitel 6.5 sowie
[70, 146, 168]). Fokale Adhésionen und fokale Komplexe werden an Hand ihrer Flichen-
ausdehnung unterschieden. So weisen fokale Komplexe in etwa einen Durchmesser von
1pm auf [189], wihrend die fokalen Adhésionen wesentlich grofer sind. In dieser Arbeit
war jedoch auf Grund der oben genannten Probleme diese Unterscheidung nicht moglich.
Auch die Ubergiinge zwischen den einzelnen Adhisionsstadien konnten dementsprechend
nicht beobachtet werden.

Es konnte jedoch qualitativ beobachtet werden, dass Zellen, die mit Kréiften zwischen
150 und 300nN stimuliert wurden, héufig die Dichte ihrer Adhé&sionspunkte &nderten.
Die Abbildung 63 zeigt im linken Bild die Verteilung der fokalen Adhésionen der nicht-
stimulierten Zelle und im rechten Bild die Verteilung nach der Stimulation. Deutlich ist hier
eine Erhohung der Dichte der Adhésionspunkte zu erkennen, die fiinf Minuten nach der
mechanischen Stimulation auf das urspriingliche Niveau zuriickkehrte. Allerdings konnte
die Dynamik aus oben genannten Griinden nicht quantitativ bestimmt werden.
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Abbildung 63: In der Abbildung ist die Verteilung des Vinculins iiber die Zelle invers dar-
gestellt. Die dunklen Bereiche entsprechen einer hohen Vinculin-Konzentration. Die linke Seite
zeigt die Zelle vor der Stimulation, die rechte Seite nach der Stimulation, die mit einer Kraft von
300nN erfolgte. Deutlich ist hier die erh6hte Konzentration an Adhésionspunkten zu erkennen.

6.8.2 Die Dynamik der fokalen Adhdsionen steigt nach mechanischer Belastung

Das oben beschriebene Ergebnis korreliert mit den Zugkraftdnderungen nach mechanischer
Stimulation: die Stimulation bewirkt eine sprunghafte Erhchung oder Verringerung der
zelluldren Zugkréfte, in deren Folge sich auch die Kraftverteilung auf die fokalen Adhésio-
nen verdndert (siehe Kapitel 6.5). Auch andere Arbeitsgruppen zeigten unldngst, dass
die Dynamik der fokalen Adh&sionen und deren Morphologie durch externe oder durch im
Aktin-Myosin-Netzwerk erzeugte interne Kréfte beeinflusst wird. Jedoch verharren die Zel-
len hier auf dem neuen, erhéhten oder verringerten Zugkraftniveau, wiahrend die Dynamik
und die Anzahl der fokalen Adhésionen innerhalb von fiinf Minuten nach der Stimulation
auf den urspriinglichen Wert zuriickgeht.

Als Erklarung fiir diese Beobachtung wére zum Beispiel folgender Mechanismus denk-
bar: das durch die Stimulation erzeugte hohere oder geringere Zugkraftniveau stellt
einen verdnderten , Ruhezustand® innerhalb des Zytoskeletts der Zelle dar. Hierfiir er-
folgt zunéchst eine instantane Anderung der Spannungsverhiltnisse des bestehenden Zy-
toskeletts, vermittelt durch die Aktivierung der Aktin-Myosin-Komplexe . Um dem neuen
Zugkraftniveau der Zelle zu entsprechen, beginnt anschliefend die Umorganisation des Zy-
toskeletts. In deren Folge dndern sich die lokalen Kraftverhéltnisse in der Zelle, wihrend die
auf das Substrat iibertragene Gesamt-Zugkraft konstant bleibt. Diese Beobachtung konnte
auch bei den Krafttransmissionsmessungen gemacht werden. Entsprechend der Remodel-
lierung des Zytoskeletts und der Variation der Kraftverteilung éndert sich die Dynamik der
fokalen Adhésionen. Nach Abschluss des Umbau-Prozesses geht der Auf- und Abbau der
fokalen Adhésionen auf das urspriingliche Niveau zuriick. Die Zugkriifte der Zelle weisen
jetzt ein verdndertes Grundniveau auf. Auch das Zytoskelett wurde an die verénderten
Anforderungen angepasst.

Da die dynamischen Anderungen der Adhésionsgrofie und -zahl in einem sehr begrenzten
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Zeitfenster erfolgen (externe Krifte dndern die Morphologie von fokalen Adhésionen in-
nerhalb weniger Sekunden [5]), miissen letztendlich diese spekulativen Mechanismen durch
Messungen mit einer Zeitauflosung, in der die einzelnen Prozesse zeitlich aufgelost darge-
stellt werden konnen, verifiziert werden. Eine zeitliche Auflésung von deutlich unter einer
Sekunde konnte hierbei helfen, die Entstehung und die Umwandlung fokaler Komplexe in
fokale Adhésionen zu zeigen.
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7 Diskussion

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse nochmals aufge-
griffen, um sie vor dem Hintergrund der mechanischen Eigenschaften von Zellen und deren
Modellierung zu diskutieren.

7.1 Die Notwendigkeit der Modellierung der Zellmechanik

Wie die in der vorliegenden Arbeit durchgefithrten Experimente zeigten, sind Zellen in
der Lage, unterschiedliche mechanische Reize zu detektieren. Hierbei konnen sie zwischen
verschiedenen mechanischen Deformationen unterscheiden und mit einer entsprechenden
Verdnderung in der Zellantwort auf diese reagieren.

Die Weiterleitung externer Kréfte wird von den mechanischen Figenschaften der Zelle
determiniert. Unter Zuhilfenahme mathematischer Modelle wird versucht, das mechanische
Verhalten der Zelle zu beschreiben (siehe Kapitel 2.3.6), um so die Vorhersage zelluldrer
Prozesse zu ermoglichen. Gerade fiir die Interpretation der Mechanotransduktion und die
Suche nach dem Mechanosensor konnen solche addquaten Zellmodelle hilfreich sein. Auf
den folgenden Seiten soll zunichst ein kurzer Uberblick iiber die géingigen Modelle gegeben
werden; im Anschluss folgt ein Vergleich der in dieser Arbeit erhaltenen experimentellen
Ergebnisse mit diesen Modellen und ein Mischmodell wird vorgeschlagen.

7.2 Modelle der Zellmechanik

Eine Unterscheidung der mathematischen Modelle, die der Beschreibung des mechanischen
Verhaltens adhérenter Zellen dienen, kann beziiglich des jeweils benutzten Mafistabs getrof-
fen werden. Dabei wird zwischen Kontinuumsmodellen und mikrostrukturierten Modellen
differenziert. Im Folgenden werden verschiedene Ansétze dargestellt.

7.2.1 Das Tensegrity-Modell

Schon vor vielen Jahren schlugen Ingber et al. vor, dass das mechanische Verhalten von
Zellen mittels des architektonischen Konzepts ,Tensegrity“ beschrieben werden miisste
[115]. Dieses architektonische Konzept wurde urspriinglich von Fuller entworfen [69], um
hiermit eine bestimmte Baustruktur zu beschreiben, die auf dem Gleichgewicht zwischen
einzelnen Struktur-Elementen beruht. Das Wort ,, Tensegrity “ ist ein Kunstbegriff, der sich
aus den Worten ,, Tension“ (Spannung) und ,Integrity“ (Integritdt) zusammensetzt. Die
so bezeichneten Strukturen sind hierarchisch aufgebaut und bestehen neben ,Kabeln®, die
unter Zugspannung stehen und ein kontinuierliches Netzwerk bilden, aus diskret verteilten,
Kompressions-widerstehenden ,,Streben“. Auf Grund der bei den Strukturen eingepréigten
Vorspannung, die entlang der Spannungs-Elemente erfolgt, sind diese selbsttragend und
gegeniiber dufleren Kréften stabil. Eine einfache Tensegrity-Struktur ist in Abbildung 64
dargestellt.
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Abbildung 64: Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung einer Tensegrity-Struktur,
bestehend aus unter Spannung stehenden Kabeln und Kompressions-widerstehenden Streben
(zum Teil aus [115]).

Das Prinzip , Tensegrity“ kann unter Beriicksichtigung des kortikalen Netzwerkes, das
direkt unterhalb der Zellmembran liegt, und des zelldurchspannenden Filamentsystems
auf das Zytoskelett iibertragen werden. Wéhrend hierbei die Aktinfilamente die ,Ka-
bel“ reprasentieren, die gegeniiber Zugspannungen stabil sind, bilden die Mikrotubuli
die ,Kompressions-widerstehenden FElemente”, da sie sich in Folge einer groflen Persi-
stenzléinge durch eine hohe Steifigkeit auszeichnen. Dabei steht die gesamte Struktur un-
ter einer vom Aktin-Myosin-System der Zelle erzeugten Vorspannung, die zum einen zur
Stabilisierung beitragt [116] und zum anderen die elastischen Eigenschaften des Zytoyke-
letts und damit der Zelle determiniert. Das hieraus resultierende Kraftgleichgewicht der
Tensegrity-Struktur wird allerdings nicht nur durch die gegensétzlichen Eigenschaften der
Aktinfilamente und Mikrotubuli bestimmt, sondern auch durch die Zell-Matrix-Kontakte
der adhérenten Zellen.

Eine weitere Charakteristik der Tensegrity-Strukturen ist, dass sie nach Applikation
duBerer Krifte eine Fernwirkung (,action at a distance®) aufzeigen [117]. Das heift, dass
eine lokal begrenzte Belastung der Tensegrity-Struktur in der Lage ist, die Spannungs-
verhéltnisse und die Morphologie der gesamten Struktur und damit die Kraftiibertra-
gung auf das Substrat zu beeinflussen. Die Kopplung applizierter Kréfte erfolgt hierbei
hauptséachlich iiber die starke Bindung zwischen den Integrinen und dem Zytoskelett. In-
zwischen nutzten auch andere Arbeitsgruppen das Konzept der Tensegrity-Strukturen, um
damit das Verhalten von Zellen zu beschreiben [34, 35, 242]. Alle Gruppen verwendeten da-
bei Modelle, die aus 24 Spannungs- (Aktin) und 6 Kompressionselementen (Mikrotubuli)
aufgebaut sind.

7.2.2 Das Percolation-Modell

Das Percolation-Modell [63] geht nicht von der Bildung hierarchischer Strukturen aus,
sondern von einer groflen Anzahl an zufillig verteilten Strukturelementen, die im We-
sentlichen durch die Aktinfilamente des Zytoskeletts dargestellt werden. Zur Ausbildung
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eines Percolation-Netzwerkes werden zuféllige Verbindungen zu den benachbarten Aktinfi-
lamenten generiert, wozu jedoch eine gewisse Mindestkonzentration von Strukturelementen
notwendig ist [63]. Das Percolation-Modell scheint die physiologischen Vorgénge der Zelle
besser beschreiben zu kénnen. Im Gegensatz zu den hochkomplexen Tensegrity-Strukturen
wird nur wenig Zeit und Energie zum Umbau des Zytoskeletts benotigt. Das Percolation-
Modell erméglicht stetige Ubergénge der mechanischen Eigenschaften von Zellen, die durch
eine verdnderte Anzahl an Querverbindungen zwischen den einzelnen Strukturelementen
erfolgen. Auch die Percolation-Struktur steht unter einer internen Vorspannung. Diese
wird allerdings {iberwiegend durch die Adhésion der Zelle auf einem Substrat realisiert;
vergleichbar einem Spinnensetz, das zur Aufrechterhaltung der Form einige Verbindungs-
punkte zur Umgebung benétigt. Das mechanische Verhalten eines zelluldren Percolation-
Netzwerks ist dem von Polymeren &dhnlich.

7.2.3 Kortikale Membranmodelle / Kontinuumsansitze

Wird die Mikrostrukturierung nicht berticksichtigt, so spricht man von Kontinuumsmo-
dellen, die beispielsweise ein homogenes Verhalten des Zytosols voraussetzen. So wurde
zum Beispiel zu Beginn der siebziger Jahre vorgeschlagen, Erythrozyten durch eine visko-
se Fliissigkeit zu beschreiben, die von einer festen Schale umgeben ist. Die Arbeitsgruppe
um Heidemann [95] erweiterte auf Grund der Ergebnisse ihrer Experimente ein solches
kortikales Membranmodell auf ein , Drei-Schalen-Modell“, wie es zuvor schon beschrie-
ben wurde [51]. Hierbei wird ein hochelastisches kortikales Zytoskelett angenommen, das
sowohl die Elastizitat der Zelle als auch ihre Fahigkeit, dufleren Kréaften widerstehen zu
konnen, beschreibt. Neben diesem Netzwerk wird im ,, Drei-Schalen-Modell“ auch der Kern
als hochelastische Struktur beschrieben. Dieser ist von einer Gel-artigen, viskosen Fliissig-
keit umgeben, deren Eigenschaften durch zytoplasmatische Mikrotubuli bestimmt werden.
Bei diesen Betrachtungen wird das interne Zytoskelett nicht explizit beriicksichtigt [1], es
taucht lediglich implizit in den viskoelastischen Eigenschaften des Zytosols auf.

7.3 Analyse der Ergebnisse dieser Arbeit im Rahmen der
Zellmodelle

In den folgenden Abschnitten werden die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen experimen-
tellen Ergebnisse mit Hilfe der oben vorgestellten mathematischen Modelle diskutiert und
der Versuch unternommen, die Zellmechanik auf dieser Basis genauer zu beschreiben.

7.3.1 Lokale Stimulation und Calciumantworten

Das Tensegrity-Modell scheint zunéchst zur Erkldrung der Zellmechanik ein sehr plausibler
Ansatz zu sein, da die propagierten Eigenschaften der Aktinfilamente und der Mikrotubuli
in verschiedenen Experimenten bestétigt werden konnten [224, 158]. Auf Grund der Eigen-
schaften eines solchen vorgespannten Tensegrity-Netzwerkes wire bei einer an beliebiger
Stelle erfolgenden Krafteinwirkung zu erwarten, dass sich die internen Spannungsverhalt-
nisse des Zytoskeletts und die Morphologie der Zelle global &ndern (,,action at a distance*).
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7.3 Die Ergebnisse im Rahmen der Zellmodelle

Wiire der Mechanosensor tatséchlich im Bereich des Zytoskeletts oder der Adhésionspunk-
te lokalisiert, so wiirde das fiir die Aktivierung der Mechanotransduktion bedeuten, dass
diese unabhéngig von der Art des mechanischen Reizes und vom Applikationsort initiiert
werden wiirde. Dabei miissten die folgenden Signalkaskaden miteinander vergleichbar sein.
Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich jedoch, dass lediglich Dehnungsreize eine verzogerte
Calciumantwort auslosen, aber lokale Stimulationen mit dem Kraftmikroskop die intrazel-
luldre Calciumkonzentration nicht beeinflussen.

Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung wire, dass die Kraftiibertragung ausge-
hend von der stimulierten Zellmembran und dem darunter liegenden kortikalen Netzwerk
zum internen Zytoskelett nur unzureichend stattfindet. Wie verschiedene Untersuchungen
zeigten, richtet sich die Stiarke der mechanischen Kopplung danach, ob die Zelle Adh#si-
onskomplexe zu einem Substrat ausbilden kann oder nicht. Fehlt den Zellen hierfiir ein
Bindungsparameter, wie zum Beispiel das Aktin-Bindungsprotein Vinculin, so kann le-
diglich eine schwache transmembrane Kopplung ausgebildet werden [235]. Dabei erfolgt
der Aufbau der fokalen Adhésionen zum einen iiber die Erhchung der Zugspannung im
Zytoskelett, zum anderen durch duflere, auf die Integrine iibertragene Krifte [189]. Folg-
lich wére die schwache mechanische Kopplung zwischen Membran und Zytoskelett auf der
nicht-adhésiven Seite eine Erkldrung dafiir, dass das interne Zytoskelett der Zelle durch
lokale Stimulationen nicht beeinflusst und der Mechanosensor nicht aktiviert wird. Da je-
doch vertikale Stimulationen durchgefiihrt wurden, die eine signifikante Deformation der
Zelle verursachten, muss das interne Zytoskelett in jedem Fall beeinflusst worden sein, so
dass nach der Tensegrity-Theorie eine Fernwirkung auf der Adhésionsseite der Zelle zu
erwarten gewesen wére.

Auf Grund der oben genannten Aspekte scheint ein Kontinuumsansatz besser geeignet
zu sein, um die Unterschiede zwischen lokaler Stimulation und Dehnungsreizen zu be-
schreiben. Kontinuumsmodelle sagen namlich eine Abnahme der induzierten Deformation
mit dem Abstand zum Stimulationsort voraus. Damit kénnte auch der Unterschied zwi-
schen globalen und lokalen Dehnungsreizen erkléart werden. Wahrend globale Dehnungsrei-
ze bei 50% der Osteoblasten eine verzogerte Calciumantwort auslosten [221], waren lokale
Dehnungsreize dazu nur in seltenen Fiéllen in der Lage (siehe Kapitel 6.4). Die lokalen
Dehnungsreize scheinen also nicht zu einer globalen Beeinflussung der Zelle zu fiihren.

Des Weiteren konnen unter der Annahme eines viskosen Zytosols [101] auch die be-
obachteten viskoelastischen Effekte der Zellstimulation (siehe Kraftkurven 4.4.1) erklért
werden. Hierbei wiirden Deformationen der Zelle zu einer Verdrédngung der zytosolischen
Fliissigkeit durch das engmaschige Netzwerk des internen Zytoskeletts fiihren. An den
Strukturen des Zytoskeletts treten auf Grund der relativ hohen Dichte der zytosolischen
Fliissigkeit Scherkréfte auf, die zu einer Energie-Dissipation fithren. Allerdings wird inzwi-
schen versucht, auch das Tensegrity-Modell zur Beschreibung von viskoelastischen Effek-
ten zu nutzen [21], indem den einzelnen Strukturelementen viskoelastische Eigenschaften
zugeschrieben werden.
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7.3.2 Kraft-Weiterleitung

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Krafttransmissions-Messungen (siehe
Kapitel 6.6) zeigten, dass die Adhésionsseite der Zelle durch lokale Stimulationen anders
beeinflusst wird als durch Dehnungsreize. Im Folgenden werden jetzt diese Ergebnisse
verwendet, um das zellmechanische Verhalten und die Giiltigkeit der gdngigen Zellmodelle
zu evaluieren.

Wenn es sich bei Zellen um Tensegrity-Strukturen handeln wiirde, dann wéren zwei Be-
obachtungen zu erwarten: zum einen miissten bei einem vorgespannten Zytoskelett schon
kleine Krifte ausreichen, um signifikante Anderungen der Adhésionskrifte auf das Sub-
strat zu bewirken, und zum anderen wiirden die resultierenden Substratkréfte iiber die
gesamte Zelle verteilt auftreten (,action at a distance®). Insbesondere letzteres stellt eine
der wichtigsten Eigenschaften des Tensegrity-Modells dar. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
konnte jedoch gezeigt werden, dass das Substrat nur lokal beeinflusst wird und dement-
sprechend die lokale Stimulation nicht zu einer Anderung der internen Krifteverhaltnisse
innerhalb des gesamten Zytoskeletts fiihrt; ein Phanomen, das auch Heidemann und seine
Mitarbeiter beobachteten [95]. Dariiber hinaus fithren erst sehr hohe Stimulationskréfte,
die einem Druck von etwa 50N /m? entsprechen, zu signifikanten Anderungen der Substrat-
krafte. Bei einer Tensegrity-Struktur sollte jedoch, so lange das zellmechanische Verhalten
einer Zelle nicht iberwiegend durch andere mechanische Eigenschaften bestimmt wird, auf
Grund der hohen Vorspannung schon bei kleineren Stimulationskriften eine Anderung der
Adhésionskrifte erkennbar werden.

Die lediglich lokale Kraft-Weiterleitung und die hohe Absorption der externen Defor-
mationen sprechen dafiir, dass die Zelle nicht hinreichend durch ein Tensegrity-Modell
beschrieben werden kann. Ein Kontinuums-Modell oder ein Drei-Schalen-Modell kénnte
die beobachteten Phénomene besser erkldren, da diese Modelle unter anderem das Zyto-
plasma als eine viskose Fliissigkeit und die Zellmembran und das kortikale Aktin-Netzwerk
als einen elastischen Kortex ansehen. Eine lokale Deformation wiirde nur zu einer loka-
len Beeinflussung der Zelle fithren. Das Zytoskelett spielt zwar in diesen Modellen fiir die
interne Krafterzeugung noch eine wichtige Rolle, allerdings ist die Art der internen Kraft-
weiterleitung grundlegend von der der Tensegrity-Strukturen verschieden und zum Teil
auf das kortikale Aktin-Netzwerk beschrankt.

Die Krafttransmissions-Messungen zeigten unter Verwendung grofler Stimulationskréfte,
dass an den die Hauptachse begrenzenden Zellrdndern hohe Zugspannungen auftreten (sie-
he Kapitel 6.6). Dieses Phdnomen spricht zwar fiir eine Fernwirkung des Zytoskeletts bei
der Kraftweiterleitung und damit fiir Tensegrity-Eigenschaften der Zelle, allerdings kann
es auch auf zelldurchspannende Aktin-Biindel, die entlang der Hauptachse im kortikalen
Aktin-Netzwerk liegen, zuriickzufiihren sein. Solche Aktinfasern kénnten die hochelasti-
schen Eigenschaften der kortikalen Membran in einem ,,Drei-Schalen-Modell“ symboli-
sieren. Thre Deformation wiirde die Lénge der Fasern im Verhéltnis zur Léange der Zelle
verkleinern, so dass an den Adhésionspunkten, an denen die Aktinfilamente verankert sind,
eine zusétzliche Ubertragung von Zugkriften auf das Substrat erfolgen wiirde. Allerdings
miisste unter der Annahme einer hochelastischen Schale dieses Phanomen auch schon bei
kleinen Deformationen auftreten, es sei denn, die Schale besitzt auflerdem gewisse visko-
elastische Eigenschaften.
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Die Richtung der Substratkrafte Durch die Applikation von kleinen Stimulations-
kriften waren auf der Adhésionsseite vor allem nach auflien gerichtete Zugkrafte zu beob-
achten. Dieses Verhalten konnte durch fluide Eigenschaften des Zytoplasmas beschrieben
werden, das von einer elastischen Schale, der Zellmembran, umgeben ist. Durch die Erhal-
tung des Zellvolumens bei dessen gleichzeitiger Kompression durch duflere Kréifte wiirde
das Zytoplasma nach auflen gedréngt, so dass der Druck auf die innere Zellmembran in den
Zellrandbereich verstiarkt werden wiirde. Die dort lokalisierten Adhésionspunkte wiirden
somit auf das Substrat eine nach auflen gerichtete Kraft {ibertragen. Auch mit Hilfe des
Tensegrity-Modells kann dieses Verhalten beschrieben werden: durch die Deformation der
Zelle wird das Zytoskelett dhnlich der initialen Adhésion einer Zelle abgeflacht. Bei die-
sem Prozess werden zum einen die intrinsischen Zugspannungen des Zytoskeletts erhoht
(bei der Adhésion durch die aktive Kraftgenerierung des Aktin-Myosin-Komplexes). In der
Folge wiirden hohere, nach innen gerichtete Zugkréfte auf das Substrat iibertragen. Zum
Anderen wiirde durch die Abflachung des Zytoskeletts dessen laterale Ausdehnung und
damit die Auflagefliche auf dem Substrat vergrofiert. Allerdings konnte sich hierbei die
Adhésionsflache der Zelle durch die ,feste“ Anordnung der Adhésionspunkte nicht sofort
andern, so dass an den Adhésionspunkten nach auflen gerichtete Krifte auftreten wiirden.
Die beiden beschriebenen Effekte konkurrierten miteinander. Dabei wiirden die nach auflen
gerichteten Kréfte dominieren, so lange keine neuen Adhésionen gebildet worden sind.

Erhoht man die externe Deformation weiter, so treten an den Zellrdndern fast aus-
schlieflich nach innen gerichtete Kraftvektoren auf, wahrend die Kraftvektoren am Ort
der Deformation iiberwiegend nach auflen zeigen. Zur Erklarung dieser Krifte konnte das
Tensegrity-Modell eingesetzt werden, sofern der Tensegrity-Struktur nur lokale Wirkun-
gen zuzuschreiben waren. Die zusétzlich nach innen zeigenden Krifte an den Zellréindern
sprechen zwar fiir eine Fernwirkung wie von Tensegrity-Strukturen erwartet, die Rich-
tung der Substrat-Kriéfte ist allerdings damit nicht vereinbar. Betrachtet man die Beob-
achtung unter Zuhilfenahme eines kortikalen Membranmodells mit zelldurchspannenden
Aktinfasern, so konnte zwar die Richtung der beobachteten Kréfte erklart werden, aller-
dings miisste hier auch bei kleineren Kréften dieses Verhalten auftreten oder es miissten
der Schale viskoelastische Eigenschaften bis zu einem gewissen Grad zugesprochen wer-
den. Eine Alternative, die nach innen gerichteten Kraftvektoren zu erkldren, bietet das
Percolation-Modell: durch die lokale Deformation des internen Zytoskeletts wiirden dabei
ab einer bestimmten duleren Kraft die hervorgerufenen Deformationen durch das gesamte
Zytoskelett weitergeleitet. Ahnlich zu den Aktinfasern kéime es entlang der Lingsachse zu
einer scheinbaren Verkiirzung und damit zu nach innen gerichteten Kréften.

7.3.3 Aktive Zellantworten unter mechanischer Stimulation

Die Experimente aus Kapitel 6.5.2 zeigten, dass die externe lokale Stimulation bei Osteo-
blasten Zugkraftinderungen hervorruft. Unter der Annahme, dass es sich dabei um akti-
ve Prozesse handelt, die durch Motorproteine wie Myosin und Kinesin bestimmt werden,
konnen diese Zugkraftdnderungen mit keinem der géngigen Modelle beschrieben werden.

Nur spontane Zugkrafténderungen, die direkt nach der Stimulation beobachtet wurden,
kénnen mittels Tensegrity-Strukturen ansatzweise erklart werden: der Bruch oder die Weg-
nahme von Mikrotubuli wiirde zu einer erhéhten Zugkraft der Zelle auf das Substrat fiithren.

127



7 Diskussion

+ MT disruption

Abbildung 65: Schematische Darstellung der zelluldren Zugkréifte auf ein Substrat. Die ein-
zelnen Strukturen des Zytoskeletts stehen dabei in einem Kriftegleichgewicht (MT: Mikrotu-
buli; MF': Mikro-(Aktin-)filamente; IF: Intermediérfilamente). Oberes Bild: Tensegrity-Struktur
mit Mikrotubuli. Unteres Bild: Tensegrity-Struktur ohne Mikrotubuli. Durch die Wegnahme der
Kompressions-widerstehenden Struktur werden die Substratkriéifte erhéht (aus [116]).

Dieser Mechanismus ist in Abbildung 65 schematisch dargestellt. Hier wird deutlich, dass
durch die Interaktion von Mikrotubuli und Aktin-Filamenten ein Krifte-Gleichgewicht im
Zytoskelett hergestellt wird, das durch die iiber fokale Adhésionen vermittelte Kopplung
zur extrazellularen Matrix zu einer bestimmten Zugkraft auf das Substrat fithrt. Durch die
Wegnahme der Kompressions-widerstehenden Struktur - des Mikrotubulis - kommt es zu
einer Erhchung der zelluldren Substratkréifte. Hierdurch kénnte erkliart werden, warum die
mechanische Stimulation von Osteoblasten zu erhohten Zugkréften fiihrt, ohne dabei eine
aktive Kraftgenerierung durch den Aktin-Myosin-Komplex anzunehmen. Im Gegensatz da-
zu kénnte das durch die Stimulation verursachte Abreiflen der Spannungs-widerstehenden
Strukturen, also der Aktin-Filamente, zu einer Verringerung der Adhésionskréfte fithren.
Diese Hypothese erhélt weitere Unterstiitzung durch die Betrachtung der vor der Stimu-
lation auf das Substrat iibertragenen initialen Zugkrifte der Zellen. Waren die Zugkréfte
der Zellen im Vergleich der Experimente zunéchst gering, kam es durch die Stimulation
zu einer Erhchung der Adhésionskrafte. Dabei konnten die geringen initialen Zugkrafte
daher riithren, dass entweder das Aktin-Netzwerk lediglich unter einer geringen Vorspan-
nung stand oder die Mikrotubuli auf Grund ihrer Anordnung im Zytoskelett den gréfiten
Teil der internen Zugspannungen ,absorbiert® haben. Durch letzteres stiinden die Mikro-
tubuli unter sehr hohen kompressiven Kréften. Induzierte man nun zusétzlich von auflen
weitere Krifte in das Zytoskelett, so konnte es zum Bruch der Mikrotubuli kommen und
die Zugkrafte auf das Substrat konnten dadurch spontan erhéht werden. Dementsprechend
stiinden in Zellen mit hohen initialen Zugkréaften die Aktin-Fasern der Tensegrity-Struktur
unter hohen Zugkréften, so dass eine weitere Belastung zu deren Abreiflen fiithrte und da-
durch eine instantane Verringerung der zelluldren Zugkrifte zu beobachten wére.
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7.4 Vorschlag eines Mischmodells
7.4.1 Kein Modell beschreibt das zellmechanische Verhalten vollstandig

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass keines der bisher bekannten Modelle die
Zellmechanik vollstandig beschreibt. Damit stellt sich die Frage, wie ein zellmechanisches
Modell prinzipiell aufgebaut sein miisste, um die Zelle korrekt zu beschreiben.

7.4.2 Das Mischmodell

Die experimentellen Ergebnisse legen nahe, dass die mechanischen Eigenschaften der ein-
zelnen Zellbestandteile durch unterschiedliche Modelle zusammengefasst in einem Misch-
modell beschrieben werden miissen.

In dem hier skizzierten Mischmodell wird angenommen, dass sich das interne Zytoske-
lett wie eine Tensegrity-Struktur mit gewissen viskoelastischen Eigenschaften verhélt. Die-
se werden zusétzlich durch ein die Hohlrdume des Zytoskeletts durchdringendes viskoses
Zytosol determiniert. Die komplette Struktur ist von einer elastischen Schale umgeben.

Appliziert man nun - wie in Kapitel 6.6 beschrieben - auf die duflere Zellmembran klei-
ne Krifte, so erfahrt diese eine lokale Verformung. Hierbei wird moglicherweise auch das
kortikale Netzwerk lokal deformiert, jedoch ohne dabei die zelldurchspannenden Aktinfa-
sern signifikant zu beeinflussen. Des Weiteren ist die Verdrangung des Zytosols unterhalb
des Cantilevers minimal, so dass insgesamt keine zusétzlichen Krifte auf das Substrat
iibertragen werden.

Erst nach der Erhéhung der applizierten Kraft, in deren Folge der duflere Druck auf die
Zelle steigt, ist eine Verdnderung der auf das Substrat iibertragenen Kréfte zu verzeichnen
(siche Kapitel 6.6.2). Nun wird das interne Zytoskelett im Bereich der Stimulation de-
formiert, so dass die Tensegrity-Eigenschaften des Zytoskeletts in nach auflen gerichteten
Kréften sichtbar werden (siche Abbildung 58). Die Deformation des internen Zytoskeletts
ist dabei auf Grund der viskoelastischen Eigenschaften lokal begrenzt. Gleichzeitig wird
durch die Deformation der Zelle das Zytosol aus dem Bereich der Stimulation verdrangt.
In der Folge treten an den Zellrdndern nach auflen gerichtete Krifte auf, die aus der Volu-
menerhaltung resultieren (siche Abbildung 57). Neben dem eben Beschriebenen fiihrt die
erhohte Deformation der Zellschale zur relativen Verkiirzung der Aktinfasern und damit
auf dem Substrat zu nach innen gerichteten Zugkréften (siehe Abbildung 57). Hierbei ist,
auf Grund der zum Teil viskoelastischen Eigenschaften der Aktinfasern beziehungsweise
deren Kopplung an das interne Zytoskelett, die Kraftweiterleitung an die Zellrdnder und
die hier lokalisierten Adhésionspunkte lokal begrenzt. Da die Verdrangung des Zytosols
und die Verkiirzung der Aktinfasern miteinander konkurrieren, werden die in der Summe
auf das Substrat wirkenden Gesamt-Zugkrifte nicht verdndert (siche Kapitel 6.6.2).

Erhoht man die applizierte Kraft noch weiter, treten charakteristische mechanische Ei-
genschaften der Zelle in den Vordergrund: zum einen fithrt die erhdhte Deformation des
internen Zytoskeletts im Bereich der Stimulation zu noch gréleren nach auflen gerichteten
Kréften (siehe Abbildung 59). Zum anderen werden die Aktinfasern des kortikalen Netz-
werks unter eine hohere Spannung gesetzt, so dass auch an den die Léngsachse der Zelle
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begrenzenden Zellrdndern nach innen gerichtete Krifte generiert werden (siehe Abbildung
59). Auf Grund der Deformationstiefe ist hierbei die Verdrangung des viskosen Zytosols
aus dem Bereich der Stimulation fast vollstdndig abgeschlossen und spielt deshalb nur
noch eine untergeordnete Rolle.

Es sind jedoch weiterfithrende Experimente notwendig, um das skizzierte Modell zu
evaluieren und zu verbessern. Hierbei kann eine tiefergehende Analyse der zelluldren
Vorgéange mittels molekularer Techniken zur Inhibition einzelner Zellprozesse weiteren Ein-
blick gewéhrleisten. Allerdings spricht vieles dafiir, dass eine physiologische Beschreibung
der Zelle nur durch die dargestellte oder eine dhnliche Kombination der momentan disku-
tierten Modelle zu erreichen ist.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Doktorarbeit wurde durch die interdisziplindre Zusammenarbeit der Fach-
bereiche Physik und Medizin der Philipps-Universitidt Marburg sowie dem Institut fiir
Werkstoffe und Nanoelektronik in Bochum realisiert. Ziel der Arbeit war es, zellulédre
Vorgénge im Knochen zu analysieren und damit das Verstédndnis des krankhaften Kno-
chenschwundes, der Osteoporose, auf makroskopischer Ebene zu vertiefen. Hierbei stand
die Untersuchung der Mechanotransduktion von Osteoblasten mit Hilfe der Rasterkraft-
und Zugkraftmikroskopie, sowie diverser Methoden der Fluoreszenzmikroskopie im Mit-
telpunkt. Mittels dieser Techniken konnten neue Erkenntnisse hinsichtlich der Rezeption
mechanischer Reize auf zelluldrer Ebene sowohl aus biologischer, als auch aus physikali-
scher Sicht gewonnen werden. Dariiber hinaus wurde das zellmechanische Verhalten unter
duBeren Kraften analysiert und auf der Basis der hierbei gewonnenen experimentellen
Ergebnisse ein neues zellmechanisches Modell postuliert.

Um die gezielte mechanische Stimulation einzelner Knochenzellen zu erméglichen, wur-
den im Rahmen dieser Arbeit ein dreidimensionales Kraftmikroskop, sowie eine neue Be-
leuchtungsquelle fiir Verhaltnismessungen mit Fluoreszenzfarbstoffen entwickelt. Durch die
Weiterentwicklung der Zugkraft-Mikroskopie konnte ein tieferer Einblick in das zellmecha-
nische Verhalten unter externen Belastungen gewéhrt werden.

Wie frithere Untersuchungen der Mechanotransduktion in Osteoblasten zeigten, wird
nach Applikation von Scherfliissen und Dehnungsreizen ein spezieller Mechanotrans-
duktionsweg initiiert, der eine verzogerte Calciumantwort vermittelt durch die Aktivie-
rung der Phospholipase C (PLC) hervorruft. In dieser Arbeit stellte sich jedoch heraus,
dass die lokale Stimulation von Osteoblasten mit dem Kraftmikroskop - unabhéngig von
den Stimulationsparametern Frequenz, Amplitude und Zyklenanzahl - keine Calciumant-
worten auslost. Weder die Aktivierung der PLC, noch das Offnen mechanosensitiver To-
nenkanéle waren zu beobachten. Ein spezieller Mechanosensor, der fiir die Erhéhung der
intrazelluldren Calciumkonzentation verantwortlich sein konnte, wird also durch die lokale
Stimulation nicht beeinflusst.

Beide Stimulationsarten - Dehnungsreize und lokale Stimulationen mit dem Kraftmikro-
skop - haben gemeinsam, dass sie eine spontane Anderung der auf ein Substrat iibertrage-
nen zellularen Adhésionskréifte von Osteoblasten hervorrufen. Die lokalen Stimulationen
verursachen dariiber hinaus einen langsamen Anstieg oder Abfall der zelluldren Adhési-
onskrifte. Insgesamt sind die aktiven Zellantworten von der intrazelluldren Calciumkon-
zentration unabhéngig.

Die Ergebnisse der Calcium- und Zugkraftmessungen zeigten, dass durch duflere Bela-
stungen verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden und damit moglicherweise unterschied-
liche Mechanosensoren der Zelle aktiviert werden konnen. Hierbei héngt die zelluldre Re-
aktion von der Art des mechanischen Reizes ab. Des Weiteren konnte festgestellt werden,
dass die Aktivierung der zellmechanischen Antworten und in Folge die Art einer speziellen
Mechanotransduktion von der Frequenz der lokalen Stimulation abhéngig ist - ein Phéno-
men, das auch bei der Stimulation von Knochenfragmenten beobachtet werden konnte.

Um zu kldren, warum die zellulare Antwort der Osteoblasten auf unterschiedliche me-
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8 Zusammenfassung und Ausblick

chanische Reize variiert, wurde die Kraftweiterleitung innerhalb der Zelle mit Hilfe von
Zugkraftmessungen bestimmt. Wéahrend Dehnungsreize die Adhésionsseite der Zelle glo-
bal beeinflussen, sind lokale Reize dazu nur bedingt in der Lage. Die Vermutung, dass
ein Mechanosensor in der Nahe der Adhésionspunkte oder des Zytoskeletts lokalisiert ist,
erhalt damit weitere Bestéatigung und liefert eine Erklarung fiir das beobachtete Phénomen
der divergierenden Zellantworten. Schlussendlich spielt vermutlich fiir die Induzierung der
Knochensynthese die direkte Ubertragung der Knochendeformation auf die Knochenzellen
eine wichtige Rolle, wahrend der durch hydrostatischen Druck verursachte Fliissigkeitsfluss
in den Knochenkanélchen zu vernachléssigen ist.

Da die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit den géngigen zellmechanischen Model-
len widersprechen, wird in dieser Arbeit ein kombiniertes zellmechanisches Modell postu-
liert, dass das physiologische Verhalten der Zelle besser beschreibt. Jedoch ist die weite-
re Erforschung der Mechanotransduktion zum Verstédndnis der Knochensynthese eminent
wichtig und es sollte mit weiterfithrenden Experimenten an die Ergebnisse dieser Arbeit
angekniipft werden. Im Vordergrund steht dabei die Weiterentwicklung des Kraftmikro-
skops zu einem System, das Experimente in Kombination mit der konfokalen Mikroskopie
ermoglicht. Eine solche Apparatur kénnte dazu dienen, mit Hilfe von Transfektionstech-
niken die Morphologie der Zellen unter mechanischer Stimulation zu beobachten und auf
diesem Weg eine weiterfithrende Analyse der zellmechanischen Prozesse ermoglichen. Es
bleibt zu hoffen, dass die Fortfithrung dieser interdisziplindren Forschung in naher Zukunft
neue Ansétze zur Therapie des krankhaften Knochenschwundes hervorbringt.
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