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1 Einleitung

1 Einleitung

Der Knochen stellt das mechanische Geriist des Sdugetierkorpers dar. Er kann sich
verdnderten Bedingungen und Anforderungen anpassen. So nimmt die Knochendichte
und Knochensteifigkeit bei gesteigerter Belastung zu und wird dabei der erhdhten
Belastung gerechter. Der Knochen ist auBerdem ein Teil des Bewegungsapparates und
Schutz fiir innere Organe. Dartiber hinaus ist er Speicherort fiir Mineralien, vor allem
fiir Calcium und Phosphat, und ist in diesem Sinne Zielorgan fiir verschiedene Hormone.
In diesem Kontext wird in der hier vorliegenden Arbeit versucht, mit verschiedenen in
vitro Stimulationsapparaturen die mechanische Belastung in vivo nachzuahmen und

einen Beitrag zur Aufkldrung der zelluliren Mechanismen des Remodeling zu leisten.

1.1 Remodeling

Der Einfluss von Kréften auf die Struktur des Knochens und die Anpassungsfahigkeit
des Knochens wurde bereits im Jahre 1892 von Julius Wolf'"®> beschrieben. Unter
Remodeling versteht man die Anpassung des Knochens durch Ab- und Aufbau von
Knochensubstanz. Eine gekoppelte Aktivitdit von Osteoklasten und Osteoblasten
ermoglicht so eine Umstrukturierung, die verdnderten Anspriichen an den Knochen
gerechter wird. Diese Kopplung und die genauen Mechanismen des Remodeling
scheinen duferst komplex. Osteoblasten sind im Wesentlichen fiir die Produktion von
Knochengrundsubstanz verantwortlich; wie sie aber das Signal zu gesteigerter
Proliferation und Produktion bekommen, ist noch Gegenstand aktueller Forschung. So
besteht die Moglichkeit, dass dem Remodeling bei pathologischen Zustdnden wie nach
einer Fraktur oder bei Osteoporose andere Mechanismen zu Grunde liegen als in nicht-
pathologischer Situation.

Remodeling scheint auBer mechanischen auch hormonellen und immunologischen

Einflissen zu unterliegen. Prostaglandin E, Parathormon, Interleukin 1, TGF- £ und

IGF konnte ein Einfluss auf das Remodeling nachgewiesen werden’'*'!!,

Osteoblasten scheinen nach PTH-Stimulation uber Interleukin-6 die

8182 und  Ostrogenmangel ist als Osteoporose

Osteoklastenbildung zu fordern
auslosender Faktor anerkannt. Auch ein Einfluss von apoptotischen Knochenzellen auf

lokales Remodeling wurde publiziert'®.



1.1 Remodeling

In vitro zeigen sich sowohl Osteoblasten als auch Osteozyten mechanosensibel®,
allerdings scheinen sie unterschiedlich auf bestimmte Arten von mechanischer
Stimulation zu reagieren®’. Eine Interaktion zwischen den beiden Zelltypen wurde
bereits mehrfach publiziert. Kommunikation iiber gap junctions'® oder iiber parakrin
sezernierte Substanzen’, eventuell unter Einbindung immunologischer Zellen®,
scheinen eine Rolle zu spielen. Welche Knochenzellen aber unter welchen Bedingungen
in vivo fiir Remodeling oder pathologische Verdnderungen verantwortlich sind, oder in
wie weit eine Interaktion der beiden Zelltypen fiir Remodeling notwendig ist, ist noch
unklar.

Besondere Bedeutung hat immer noch die von Frost vorgestellte Mechanostat-
Hypothese aus dem Jahre 1987°*** (s. Abb. 1). Darin wird ein Zielbereich fiir die
mechanische Belastung des Knochens postuliert. Durch strukturellen Umbau des
Knochens wird versucht, die Belastung im Knochen immer im sogenannten
,physiologischen Bereich®, entsprechend eines Sollwertes, zu halten (50 - 200 bis 1500
- 2500 pstrain). Bei erhohter mechanischer Belastung (Overuse, 1500 -2500 bis 4000 -
5000 pstr) wird die Steifigkeit des Knochens erhoht, bis die Belastung in den
physiologischen Bereich abgesunken ist. Bei reduzierter mechanischer Belastung
(Disuse, geringer als 100 bis 200 ustr) resultiert eine Resorption von Knochen mit der
Folge von erniedrigter Steifigkeit, aber mit einer Erhdhung der lokalen mechanischen
Belastung bis in den physiologischen Bereich. Oberhalb 4000 bis 5000 pstr Belastung
spricht Frost von einem ,,pathologic overload window®, in dem die Steifigkeit des

Knochens nicht weiter erhoht wird.

Disuse |Physiological Overuse Pathological
Window Window Window Overload
Window
Resorption=Formation | Resorption=Formation il Resorption<Formation Woven bone
formation
Increased remodeling Homeostasis Increased modeling

>

50-200 pstr 1500-2500 pstr 4000-5000 psir

Abbildung 1. Die Mechanostat-Hypothese von Harald Frost. 1000 pstr entsprechen einer
Dehnung von 0,1%. (aus **)



1.1 Remodeling

Der Komplexitdt des Remodeling kann die Mechanostat-Hypothese aber nicht gerecht
werden. So hat sich gezeigt, dass die Dynamik der mechanischen Belastung sehr
wichtig fiir das Adaptationsverhalten des Knochens ist. Sowohl die mechanische
Gesamtbelastung als auch die Stimulationsfrequenz und das Vorhandensein von Pausen
sind entscheidend fiir die Anpassung des Knochens ™. Eine genaue Charakterisierung
der Reaktionen nach speziellen Stimulationsprofilen steht noch aus. Auch andere
Modelle wie ein hydrostatisches Druck-Modell oder ein Modell, das auf
elektromechanischer Kopplung basiert, wurden diskutiert. Auch wenn Frost 1995 mit
der Einfilhrung des Utah Paradigmas, dessen Hauptaussage es ist, dass die
mechanischen Faktoren die biologischen im Remodeling kontrollieren, die
Belastungsschwellenwerte relativierte und bereits hormonelle Einfliisse vermutete™,
scheint ein einfaches Schwellenwertmodell nicht mehr der Komplexitit des Remodeling
gerecht zu sein. Trotz neuer Erkenntnisse auf dem Gebiet bleibt die Mechanostat-
Hypothese mit Threr Kernaussage, dass sich die Knochenbelastung selbst auf ein

physiologisches Niveau reguliert, sehr aktuell.

1.2 Mechanische Stimulationsarten

Welche Arten der mechanischen Stimulation fiir das Remodeling verantwortlich sind,
ist noch unklar. Um Fragen rund um die Mechanotransduktion zu kldren, werden als
Modell meist Dehnungs- oder Scherkraftstimulationen fiir in vitro-Experimente
verwendet (s. Abb. 2).

Die in vitro Scherkraftstimulation wird durch Fliissigkeitsstrome in den Canaliculi, die
Scherkrifte auf Osteozyten ausiiben, motiviert. Allerdings ist nicht geklédrt wie dadurch
eine gerichtete Knochenumstrukturierung erfolgt. Fliissigkeitsstrome werden primér
durch die bereits vorhandene Struktur der Canaliculi und Knochentrajektorien bestimmt.
Duncan und Turner®™ schlugen eine parakrine Sekretion von scherkraftstimulierten
Osteozyten vor, die via bone-lining Zellen, eine Form von Osteoblasten an der
Knochenoberfliche, die Differenzierung von Osteoblasten stimulieren. Auch konnte
eine erhohte Insulin-like-Growth-Factor-1 (ILGF-1) Produktion von Osteozyten nach
Scherkraftstimulation nachgewiesen werden’’. Trotzdem bleibt die Art der
Signalweiterleitung zu den Knochen aufbauenden Osteoblasten ungeklirt. Aber auch
die Scherkrifte, die bei Biegung des Knochens an den Knochenoberflichen auf die

Osteoblasten entstehen, motivieren Untersuchungen in Scherkraftstimulationsapparaten.



1.2 Mechanische Stimulationsarten

Dehnungsexperimente werden durch die Vorstellung motiviert, dass die an der
Oberfldche lokalisierten Osteoblasten bei Biegung des Knochens gedehnt werden. In
vitro kommt es nach Dehnungsstimulation zur Proliferationssteigerung53, zur
Stimulierung der Knochengrundsubstanzproduktion und zur Ausschiittung von
Mediatoren wie NO oder PGE2""°. Diese Zeichen des verstirkten Knochenaufbaus
fiihren im Modell dann zu einer Steifigkeitszunahme des gebogenen Knochenbélkchens
mit in der Folge niedrigerer Biegung bei gleicher Belastung (vgl. Mechanostat-
Hypothese). Ebenso fiihrt im Modell eine Minderstimulation zu reduzierter Produktion
von Knochengrundsubstanz und hat eine reduzierte Zellproliferation zur Folge. Dann
iiberwiegt der Einfluss der Osteoklasten und es resultiert eine lokale Abnahme der

Knochensubstanz mit erniedrigter Steifigkeit des Knochenbélkchens.
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Abbildung 2. Mechanische Stimulationsarten. Oben: Dehnungsstimulation. Durch Dehnung
des Substrates werden die darauf angewachsenen Zellen mit gedehnt. Mitte: Scherkraft-
Stimulation. Ein Fliissigkeitsfluss stromt an den Zellen vorbei. Unten: Kraftmikroskop-
Stimulation. Eine weiche Blattfeder mit Kugel an der Spitze komprimiert die Zelle in
vertikaler Richtung.

In der EOBM (Experimentelle Orthopaddie und Biomechanik) wird auch eine dritte Art
der mechanischen Stimulation verwendet (s. Abb. 3). Im FEigenbau wurde ein
Kraftmikroskop zur Stimulation von Zellen mit erweiterter Erfassung von Variablen
entwickelt. Es handelt sich dabei um ein in Anlehnung an ein Rasterkraftmikroskop

(engl. Atomic-Force-Microscope, AFM) gebautes Instrument zur Applikation von



1.2 Mechanische Stimulationsarten

Kraft-kontrollierten =~ mechanischen Stimuli und  zur  Erfassung  von
Steifigkeitsdnderungen des zelluldren Stiitzapparates.

In der EOBM werden alle drei genannten Arten der mechanischen Stimulation, die
Dehnungs-Stimulation, die Scherkraft-Stimulation und die Stimulation durch vertikale
Kompression mit dem Kraftmikroskop, genutzt. Fiir die hier vorliegende Arbeit wurden
Dehnungsexperimente  und  vertikale = Kompressions-Experimente mit dem

Kraftmikroskop an Osteoblasten durchgefiihrt.

1.3 Mechanotransduktion

1'% aus drei auf einander

Ein zelluldres mechanisches Phinomen besteht nach Voge
folgenden Elementen: Dem Erkennen einer Verdnderung des mechanischen Ist-
Zustandes (mechanosensing), der Konvertierung der wirkenden Kraft in ein
biochemisches Signal und letztlich einer mechanischen Antwort. Die generierten
biochemischen Signale fiihren aber nicht nur direkt oder indirekt zu einer mechanischen
Antwort, sondern modulieren auch zahlreiche andere Signalwege. Die zellulédre
Wahrnehmung und Konvertierung einer Kraft in biochemische Signale nennt man

Mechanotransduktion.

1.3.1 Relevanz der Mechanotransduktion

Das Erkennen von mechanischen Reizen und eine addquate Reaktion darauf sind
essentiell fiir die Funktion unseres Organismus. Mechanotransduktion ist auBer fiir
Knochenentwicklung und —anpassung auch fiir die Funktion und das Remodeling von
Endothelzellen der GefiBe’”, Herz, und fiir grofe Teile der embryonalen
Entwicklung®® unabdingbar. Im Knochen ist Mechanotransduktion die Grundlage des
Remodeling. So ist moderates Training eine wirksame Frakturprophylaxe'"”, auch wenn
noch kein umfassendes Verstindnis der zugrunde liegenden molekularen Prozesse
vorhanden ist. Untersuchungen zur Mechanotransduktion von Knochenzellen bilden die
molekulare Basis fiir die klinische Osteoporoseforschung.

Die ablaufenden Prozesse in Endothelzellen bei Aktivierung nach Scherkraft-
Stimulation spielen eine wichtige Rolle in der Artherogenese'””.

Untersuchungen zur Mechanotransduktion scheinen auch zunehmend interessanter fiir
die Krebsforschung zu werden’. So hat die Steifigkeit der Zellumgebung entscheidende
Einfliisse auf Wachstum und Morphologie einer Zelle’*>''°. Auch die FAK-Expression

10



1.3 Mechanotransduktion

(Focal Adhesion Kinase) ist in bestimmten Tumorzellen erhéht'' und hat Einfliisse auf

. . .. 41,4468
die Invasivitat™ "%,

1.3.2 Integrine

Einige fiir Mechanorezeption notwendige Bausteine sind bereits identifiziert. So sind
die Integrine, die den Kontakt der Zellen mit der Extrazelluldrmatrix herstellen, fiir eine
Aktivierung der Mechanotransduktionskaskade, also fiir die Mechanorezeption
notwendig. Es konnte ein Einfluss des Besetzungsverhiltnisses von Integrinen mit
extrazellulirem Kollagen I gezeigt werden®®. Auch gelang nach direktem Ziehen von
Integrinen  der  Nachweis der  Aktivierung  von  Elementen der
Mechanotransduktionskaskade”. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass der gleiche
mechanische Stimulus abhingig von der Beschaffenheit der Extrazelluldrmatrix zu

unterschiedlichen Reaktionen in der Zelle fithren kann®.

1.3.3 Fokale Kontakte

Das Transmembranprotein Integrin stellt also den Kontakt zwischen Extrazelluldrmatrix
und Zelle her. Intrazelluldr findet man an diesen Stellen zahlreiche Proteine, die eine
Rolle in der Mechanotransduktion spielen. Diese Stellen nennt man fokale Kontakte
und werden als ein wahrscheinlicher Ort der Mechanorezeption in Osteoblasten
verstanden. Eine lokal hohe Dichte des Transmembranproteins Integrin und weiterer
Bestandteile der fokalen Kontakte transmittieren dabei die Kréfte von der
Extrazelluldrmatrix auf Zytoskelettbestandteile.

Abhingig vom Reifestand der fokalen Kontakte werden sie auch fokale Komplexe oder
fokale Adhéisionen genannt.

Viele Proteine konnten mit fokalen Kontakten in Verbindung gebracht werden, aber die
genauen Mechanismen und die Proteine, die letztendlich die Mechanorezeption in
zelluldre Antwort iibertragen, bleiben unbekannt. Aktuell geht man davon aus, dass die
Integrin-bindenden Proteine Paxillin und Tallin die Focal Adhesion Kinase (FAK) und
Vinculin binden. Die FAK phosphoryliert dann alpha-Actinin, das so an Vinculin bindet
und damit Actin-Myosin-Fasern quervernetzt und zu fokalen Kontakten zusammenzieht.
Zyxin ist nur in reifen fokalen Kontakten vorhanden. Die Tyrosinkinase Src und das
Adapter Protein p130Cas befinden sich zeitweise ebenso wie Erk2 (Extracellular signal-

Regulated Kinase 2) an fokalen Kontakten. Die FAK wirkt aber auch iiber die Rho-
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1.3 Mechanotransduktion

GTPasen RhoA, Rac und Cdc42 indirekt auf Actin-Fasern und Mikrotubuli und spielt

somit eine wichtige Rolle in der Migration von Zellen®.

]

Actin stress fibres gEEke

Focal contact
proteins
(eF)
Flazma
mambrane ] |
O L i e ) )
L T L )

Integrins

| Extracellular matrix

Abbildung 3. Fokaler Kontakt. Integrine bilden den Kontakt zwischen Extrazellularmatrix
und Zellinnerem. Die Integrin-bindenden Proteine Tallin und Paxillin rekrutieren die
FAK und Vinculin. Alpha-Actinin wird von der FAK phosphoryliert, bindet an Vinculin
und quervernetzt Actin-Myosin-Biindel. Durch Zusammenziehen mehrerer dieser Biindel
entstehen fokale Kontakte. Dort assoziieren dann Src und p130 Cas. Viele andere Proteine
wie Erk2 konnen voriibergehend an fokalen Kontakten gefunden werden. (aus 68)

1.3.4 Downstream-Effekte

Neben der Kenntnis der beteiligten Proteine stellt sich die ebenso wichtige Frage wie
nun eine Krafteinwirkung, ob von extern oder intern, in ein biochemisches Signal
umgewandt werden kann. Aktuell wird ein direktes Entfalten oder Auseinanderziehen
von Proteinen nach externer Krafteinwirkung diskutiert. Durch das Entfalten konnten

funktionelle Abschnitte des Proteins zuginglich werden oder sich bilden'®.
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1.3 Mechanotransduktion

Nach Umwandlung der Kraft in ein erstes biochemisches Signal werden verschiedene
Signalwege aktiviert. So konnten bereits einige biochemische Downstream-Effekte
identifiziert werden (s. Abb. 4). So kann nach mechanischer Stimulation eine

Aktivierung der Phospholipase C (PLC) 2 in Osteoblasten beobachtet werden®.

gt
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Abbildung 4. Mechanotranduktionskaskade. Von oben links. An den fokalen Kontakten
kommt es zur Aktivierung von zur ras-Familie gehorendem rho, das via Erk1/2 in die
Transkription eingreift. Ebenso kommt es auf noch unklare Weise zur Aktivierung der
PLC beta2, die iiber IP3 zu einer Calciumausschiittung aus dem endoplasmatischen

Retikulum und via DAG zu einer Aktivierung der PKC und ebenfalls Erk1/2 fiihrt. (aus
101
)

Fiir einige PLC-Isoenzyme wurde bereits eine Assoziierung mit fokalen Adhésionen

gezeigt''’. Die PLC

Bisphosphat (PIP2) zu den Second Messengern Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und
13
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1.3 Mechanotransduktion

Diacylglycerol (DAG). IP3 fiihrt dann zur Calciumfreisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum. Ein FEinfluss der Erhohung des intrazelluldren
Calciumspiegels auf die Kraftverteilung innerhalb der Zelle konnte nachgewiesen
werden”®. Das nach Aktivierung der PLC freigesetzte DAG aktiviert die Protein Kinase
C (PKC), welche iiber die Threonin-/Serin-Kinase raf und MEK zur Aktivierung der
MAPKn ERK1 und ERK2 fiihrt. Die MAPKn fiihren zu Phosphorylierungen von direkt
genregulatorischen Proteinen'**’.

Mechanorezeption durch mechanosensible Ionenkanile'® scheint ein moglicher
Mechanismus in Osteozyten®’ zu sein. So wurde ein Calcium-vermittelter Calcium-

Einstrom''*

beschrieben. Hierbei setzten die endoplasmatischen Speicher Calcium frei
und der intrazelluldre Calciumspiegel erhoht sich. Durch diese Erhohung des
Calciumspiegels 6ffnen sich dann Ionenkanidle der Zellmembran und dies flihrt dann
zum Calciumeinstrom vom Extrazelluldirraum. Diese Art des Einstroms von
extrazellulirem Calcium ist fiir Osteozyten beschrieben worden®.

Ionenkanalgesteuerte Mechanotransduktion scheint allerdings keine Rolle fiir die

Mechanotransduktion in Osteoblasten zu spielen®’.

1.4 Zugkraftmessungen

1.4.1 Was sind Zugkrafte?

Alle Zellen iiben Kréfte auf ihre Umgebung aus. Nicht nur Muskelzellen, die
makroskopische Bewegungen bewirken konnen und Fibroblasten, die fiir den
Wundverschluss verantwortlich sind, generieren gro3e Krifte. Scheinbar nehmen alle
Zellen die Beschaffenheit ihrer Umgebung war, in etwa so wie Menschen eine
Beriihrung wahrnehmen. Welche Informationen aber neben der Festigkeit oder Steitheit
der Umgebung detektiert werden konnen, ist Gegenstand aktueller Forschung. Ebenso
liegt noch kein Modell vor, das die Mechanismen dieser Detektion ausreichend erklidren
kann.

Die Erfassung von mechanischen Eigenschaften der Zellumgebung und von extern auf
die Zelle wirkenden Kréften und die Umwandlung dieser biophysikalischen Signale in
biochemische oder elektrophysiologische Signale, nennt man Mechanotransduktion.
Neben den beobachtbaren biochemischen Verdnderungen kann Mechanotransduktion
auch zu Verdnderungen der biophysikalischen Eigenschaften, des biophysikalischen

Verhaltens der Zelle selber fithren. Biophysikalische Eigenschaften der Zelle sind unter

14



1.4 Zugkraftmessungen

anderem ihre Steifigkeit (ist die Zelle weich wie ein Schwamm oder hart wie Kork?)
und die Stirke und Art, wie sie Kréfte auf ihre Umgebung ausiibt (wie stark zieht die
Zelle an ihrem Nachbarn und in welche Richtung?).

Untersucht man Zellen in Kultur, liegen diese in der Regel einschichtig nebeneinander
vor. Ist die Zelldichte dabei noch gering (semi-konfluente Kultur), bilden die Zellen nur
wenig Kontaktfliche mit ihren Nachbarn aus. Dann kann man sich leicht vorstellen,
dass der Hauptteil der Krifte, die die Zellen ausiiben, in dem Fall auf das Material, auf
dem sie angewachsen sind, ausgeiibt wird. Diese Krifte kdnnen dann zuverldssig mit
Zugkraftmessungen bestimmt werden.

Die Steifheit einer Zelle kann lokal durch Bestimmung der Eindringtiefe einer Probe in
die Zelle bei gleichzeitiger Registrierung der dabei nétigen Kraft berechnet werden.

Dies ist mit dem Kraftmikroskop mdglich.

Zugkraftmessungen sind ein sehr gutes Mittel, um zelluldre Adhédsionskréfte zu messen.
Mit dieser Technik konnten bereits ndhere Einblicke in die Abldufe wiahrend der

2787 und Einfliisse der Extrazellulirmatrix auf die zelluliren

Migration gewonnen
Adhisionskrifte beschrieben werden®®™. Auch konnten mit dieser Technik Griinde fiir
die erhohte Steifheit von Tumoren gefunden und unter anderem ein Zusammenhang
zwischen Steitheit des Substrates und Phénotyp von Acinus-Zellen der Mamma

hergestellt werden”.

1.4.2 Die Geschichte der Zugkraftmessung

Harris stellte 1980 die Messung von zelluldren Zugkriften mittels Silikonsubstraten
vor®’. Zellen werden auf einem weichen Silikonsubstrat ausgesit. Durch die von der
Zelle generierten Zugkrifte wirft das Silikongel wihrend des Anwachsens und durch
Zellbewegung Falten (s. Abb. 5). Die Zugkrifte konnen mit dieser Methode allerdings
nur begrenzt abgeschdtzt oder quantifiziert werden. Als entscheidende
Weiterentwicklung dieser Technik wurde das Silikon vorgespannt, um Faltenbildung zu
vermeiden und Marker in das Silikon eingebracht, die durch Zellkréifte verschoben
werden™. So wurde es durch die Beobachtung der Marker moglich, die auftretenden
Krifte genauer abzuschitzen.

Oliver” und Balaban” fertigten Substrate aus soliden Elastomeren und brachten mittels
Photolithographie Vertiefungen in diese ein, deren Verschiebungen und Verzerrungen

unter dem Mikroskop visualisiert werden konnten. Galbraith und Sheetz* entwickelten
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1.4 Zugkraftmessungen

eine Mikroapparatur, in der tausende kleinster Hebel das Substrat bildeten. Allerdings
sind bei dieser Methode nur vertikale Kriafte auf das Substrat messbar, nicht aber
Zugkrifte in horizontaler Richtung, die innerhalb der Zelle auftreten und auf das

Substrat libertragen werden.

Abbildung 5. Zufkraftmessung nach Harris mittles Silikonsubstraten. Beim Anwachsen generiert
die Zelle Kriifte, die das Substrat unter ihr verformt. Harris konnte diese Zugkrifte durch ein
Falten werfendes Silikonsubstrat visulaisieren. (aus )

1.4.3 Die hier verwendete Art der Zugkraftmessung

Seit Ende der 90er Jahre Pelham und Wang'®”"7*!"? mehrere Arbeiten verdffentlichten,
in denen sie Polyacrylamid-Gele als Substrat verwendeten, erfreut sich diese Methode
immer groferer Beliebtheit. Diese Gele sind relativ untoxisch fiir Zellen und lassen sich
in ihren FEigenschaften durch geringe Verdnderungen in den Konzentrationen der
verwendeten Substanzen gezielt verdndern und gut kontrollieren. Durch Einbringen von
fluoreszierenden Kiigelchen in das Polyacrylamidgel konnen die durch die Zellkréfte
ausgelosten Deformationen des Gels gut beobachtet und anschlieBend in Zellkréfte

umgerechnet werden.

1.4.4 Das Prinzip der Zugkraftmessung

Ein elastisches Gel mit gleichmifig darin verteilten Fluoreszenzkiigelchen dient den

Zellen als Oberflaiche zum Anwachsen, im folgenden Substrat genannt. Wahrend des
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1.4 Zugkraftmessungen

Anwachsens beginnen die Zellen, Krifte auf das Substrat auszuiiben, die das weiche
Gel leicht verformen. Diese Deformationen fithren zu Verschiebungen der in das Gel
eingebrachten Fluoreszenzmarker. Nimmt man nun mehrere Bilder dieser Marker auf,
stellt man fest, dass diese sich zu verschiedenen Zeitpunkten an gering
unterschiedlichen Stellen befinden. Lost man die Zelle anschlieBend von dem Gel ab,
stellt man fest, dass die Fluoreszenzmarker sich an deutlich unterschiedlichen Stellen
befinden (s. Abb. 6). Diese Verschiebungen der Fluoreszenzmarker kénnen dann in

Zellkrifte umgerechnet werden.
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Abbildung 6. Prinzip der Zugkraftmessungen. Links: Eine auf einem Gel mit
Fluoreszenzmarkern angewachsene Zelle iibt Adhésionskriifte auf ihr Substrat aus. Dabei
baut die Zelle Spannung iiber Aktin-Myosin-Fasern zwischen den fokalen Kontakten an
den Zellrindern aus. Diese Krifte fithren zur Verschiebung der Fluoreszenzmarker an
der Oberfliche des Gels. Rechts: nach Entfernen der Zellen entspannt sich das Gel und
kehrt in seinen urspriinglichen Zustand zuriick. Die Verschiebung der Fluoreszenzmarker
bildet die Grundlage fiir die anschlieBende Berechnung der von der Zelle ausgeiibten
Krifte.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

1.5 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollen zelluldre Adhédsionskréifte nach mechanischer Stimulation mit
Hilfe der Technik der Zugkraftmessung beobachtet werden. Es ist noch immer nicht
geklart, unter welchen Umstinden Zellen {berhaupt auf Kompressions- oder
Dehnungsreize reagieren und wie sie dies tun. Wann und wie - oder ob iiberhaupt -
Zellen mit Verdnderungen in ihren Adésionskriften auf mechanische Stimulation

reagieren, ist Gegenstand der aktuellen Forschung und der hier vorliegenden Arbeit.

In dieser Arbeit wird eine Methode zur quantitativen Untersuchung von mechanischen
Zellantworten nach mechanischer Stimulation vorgestellt. Hierzu wurde die fiir

19,2 22,2 .
20 zur Zugkraftmessung®* fiir Dehnungsversuche

Osteoblasten adaptierte Methode
angepasst. Am Beispiel von Osteoblasten wird dann das mechanische Verhalten nach
Dehnung und vertikaler Kompression beschrieben. Die Dynamik der zelluldren
Adhisionkrifte wird in den Kontext der Mechanotransduktionskaskade eingeordnet, im

besondern im Vergleich zur Aktivierung von Calcium und der MAPKn Erk1/2.

2 Material und Methoden

Neu genannte Materialien werden am Ende des jeweiligen Unterkapitels aufgefiihrt.

2.1 Dehnungs-Experimente

2.1.1 Versuchsaufbau

Fiir die Dehnungsexperimente wird eine von Jones®” entwickelte Dehnungsmaschine
verwendet (s. Abb. 7). Sie wurde im experimentellen Aufbau und den verwendeten
Materialien angepasst, um zeitnahe Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie zu

ermoglichen.

Abbildung 7. Versuchsaufbau fiir Dehnungsexperimente.
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2.1 Dehnungs-Experimente

Fiir die Berechnung der zelluldren Adhésionskrifte der Zellen werden die Verteilungen
der Fluoreszenzmarker im Polyacrylamidgel auf der Aclar-Folie beobachtet. Da der
Zugang zur Zellkammer von oben durch die Zellkammer behindert ist, ist es notig die
Dehnungsmaschine auf einem inversen Mikroskop zu befestigen. Der verwendete
Trager der Polyacrylamidgele (hier die Aclar-Folie) muss sowohl elastisch als auch
transparent fiir Anregungs- und Emissionslicht der Fluoreszenzmarker sein und soll gut
mit den Polyacrylamidgelen vertréglich sein. AuBerdem muss sichergestellt sein, dass
sich die zu untersuchenden Zellen nah genug am Objektiv befinden und der Fokus vor

und nach Dehnung der gleiche ist.

Material:

e Nikon Diaphot IM

e Dehnungsmaschine™

2.1.2 Funktionsweise der Dehnungsmaschine

Es handelt sich hierbei um zwei die eigentliche Zellkammerhalterung tragende Schlitten
(Aclar-Klemm-Halterung), die auf gegenldufigen Gewinden gelagert sind. Durch
Umkehrung der Drehrichtung ndhern sich die zuvor voneinander entfernten Schlitten
wieder an. Ein elektronisch gesteuerter Elektromotor iibertrigt iiber das Getriebe die
Rotation auf die zuvor beschriebenen Gewinde und erlaubt die Auslenkung und deren
Frequenz zu kontrollieren. In der ACLAR-Klemmhalterung wird die Aclar-Folie, auf
der die eigentliche Zellkammer aufgebracht ist, zwischen zwei Klemmpunkten

eingespannt.

Abbildung 8. Foto der Dehnungsmaschine.
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2.1 Dehnungs-Experimente

Zwei Teflonerhohungen, liber die die Aclar-Folie leicht gespannt ist, gewéhrleisten
einen konstanten Abstand zwischen Zellen und Objektiv. Aclar-Folie verhilt sich im
Bereich der verwendeten Dehnstirke vollelastisch. Bei Dehnung von 40.000 pstr (4%)

und mehr reifdt sie.

Zu Uberpriifung der Genauigkeit der Dehnungsmaschine wurde diese auf einem
inversen Mikroskop mit 20x-Objektiv befestigt und ein mit Polyacrylamidgel (siehe
2.3.2) prédparierter Dehnungsstreifen eingespannt. Mit einer CCD Kamera wurden
Fluoreszenzbilder vor und nach Dehnung aufgenommen, um die Dehnung des Gels aus
den unterschiedlichen Abstidnden bestimmter Fluoreszenzmarker vor und nach Dehnung
zu bestimmen. Die Genauigkeit der Motorsteuerung ist sehr hoch. Mit der verwendeten
Kamera und deren Auflosungsvermdgen in diesem Versuchsautbau ist die

Dehnungsmaschine auf weniger als ein Pixel exakt.

Material:

e & Bit 1306 x 1032 Pixel CCD Kamera Xillix microlmagerMI1400
e Objektiv 20x: Fluor 20 Ph3DL, NA=0,75

2.2 Kraftmikroskop-Experimente

1986 wurde von Binnig, Gerber und Quate die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force
Microscope = AFM) vorgestellt®. Es handelt sich dabei um eine Abwandlung des
Scanning Tunneling Microscope (STM, Nobelpreis fiir Rohrer und Binnig, 1986) zur
Vermessung nicht geladener Oberflichen. Wéhrend beim STM die Topographie der
Probe tiber die Ladungsverteilung einer Oberfliche durch Anlegen einer elektrischen
Spannung an der Spitze der Abtastvorrichtung gemessen wird, wird mit einem
Rasterkraftmikroskop durch direkten Kontakt die physische Oberfldche einer Probe mit

atomarer Auflésung vermessen.

2.2.1 Versuchsaufbau

Das Rasterkraftmikroskop ist auf einem inversen Mikroskop befestigt. Das Mikroskop
kann trotz aufgebautem Kraftmikroskop mit wenigen FEinschrinkungen als

Lichtmikroskop benutzt werden. Es dient neben der Beobachtung von Zellen oder deren
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2.2 Kraftmikroskop-Experimente

Substraten der exakten Positionierung der Mess- und Stimulationsvorrichtung des
Kraftmikroskops tiber einer Zelle. Das Kraftmikroskop funktioniert, sobald der Mess-
und Stimulationskopf exakt positioniert ist, unabhingig vom Mikroskop und erlaubt so

dessen Verwendung zur Zellbeobachtung.

Abbildung 9. Fotographien des Kraftmikroskops. Links: Das Kraftmikroskop steht auf
einem inversen Mikroskop. Rechts: Nahaufnahme der Zellkammer im Heizungsblock mit
noch nicht ins Medium eingetauchtem Cantilever-Substrat.

Material:

e Nikon TE-2000 U

e Kraftmikroskop aus Eigenbau®*?"%

2.2.2 Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskops

Rasterkraftmikroskope detektieren Hoheninformation iiber die Auslenkung einer
geneigten Blattfeder, die iiber die zu untersuchende Oberfliche bewegt wird
(Kontaktmodus, engl. contact mode). Je nach Hohe der Probe wird diese Blattfeder, im
folgenden Cantilever (engl. fiir Ausleger) genannt, unterschiedlich stark ausgelenkt (s.
Abb. 10). Die Messung dieser Biegung erfolgt mittels eines Lasers, der an der Oberseite
der Blattfeder reflektiert wird und dessen Position sich durch die Biegung des
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2.2 Kraftmikroskop-Experimente

Cantilevers auf dem positionsempfindlichen Detektor (Position Sensitive Detector =

PSD) verédndert.

Laser Position Sensitive Laser
Detector

Position Sensitive
Detector

Cantilever Cantilever

Cantilever
= Sample » Sample

Abbildung 10. Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskops. Bei Kontakt mit der Probe
kommt es zur Auslenkung des Cantilevers. Dadurch verindert sich der Reflexionswinkels
des Lasers und dieser trifft an einer anderen Stelle auf das PSD (position sensitive
detector). (nach 96)

Die Verschiebungen des Lasers hidngen nur von der Winkeldinderung an der
ausgelenkten Cantileverspitze ab. Die Grofe des Cantilevers spielt dabei prinzipiell
keine Rolle. So werden die geringen Hohenunterschiede, der zu untersuchenden Probe
stark vergrofert auf dem PSD dargestellt. Kennt man die Federkonstante des
verwendeten Cantilevers, lassen sich die Messdaten in Hohenunterschiede oder fiir
Kraftspektroskopie auch in die applizierte Kraft zuriickrechnen.

Rasterkraftmikroskope zur Vermessung von Oberflichen verwenden Cantilever mit
Spitzen mit Kriimmungsradien von unter 10 nm, um eine moglichst hohe Ortsauflosung
der gerasterten Oberflache zu erreichen (bis 0,1 nm vertikal und 1 nm horizontal). Bei
der Vermessung von biologischen Proben kann dies allerdings bedingt durch die weiche
Beschaffenheit und wissrige Umgebung nicht erreicht werden.

AuBler der genauen topographischen Vermessung von Oberflichen kann man ein
Rasterkraftmikroskop auch zur Bestimmung der elastischen Eigenschaften einer
Oberfliche verwenden. Bei vertikaler Anndherung des Cantilevers an ein elastisches
Material (z.B. Zelle) verformt eine atraumatische Kugel an der Cantileverspitze die
Zelle. Bei hoher Steifigkeit der Zelle am Ort der Stimulation wird der Cantilever dann
beim Herunterfahren seiner Halterung stirker ausgelenkt als bei lokal geringerer

Steifigkeit (s. Abb. 11).
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2.2 Kraftmikroskop-Experimente

Abbildung 11. Steifheit der Zelle. Eine unterschiedliche Steifheit der Zelle fiihrt zu
unterschiedlichen Stimulations-Kriften obwohl die Cantileverbasis sich gleich weit an die Zelle
angenihert hat. Durch die unterschiedliche Steifheit der Zelle kommt es zu unterschiedlich
starkem Verdringen der Zelle. Ist die Zelle sehr steif (links), verdringt der Cantilever die Zelle
kaum und es kommt zu einer starken Auslenkung des Cantilevers. Ist die Zelle weich (rechts), wird
die Zelle verdringt und es kommt nur zu einer geringen Auslenkung des Cantilevers. Die
wirkenden Kraft ist links deutlich grofier als rechts.

Das von der Experimentellen Orthopddie und Biomechanik im Eigenbau erstellte
Rasterkraftmikroskop dient aber primér nicht der Vermessung von Oberfldchen.
Vielmehr wird es dazu genutzt, exakt definierte, kleinste Krifte (pN — nN-Bereich) auf
Zellen auszuiiben. Aus diesem Grund nennt man es auch nur Kraftmikroskop (und nicht
Rasterkraftmikroskop).

Wihrend des Anndherungsalgorithmus an eine Oberflache muss die vertikale Position
der Halterung des kraftausiibenden Cantilevers iiber Regelkreise mit dem PSD-Signal
sehr exakt gesteuert werden. Die vertikale Anndherung erfolgt durch Steuerung einer
long-distance piezoelektrischen Keramik (38 pm bei 10 V) unter Kontrolle des PSD-
Signals. Erfolgt kein Kontakt des Cantilevers mit der Oberfliche und somit keine
Anderung des PSD-Signals wihrend der Piezo-Anniherung, wird anschlieBend die
Piezo-Spannung wieder erhoht, der Piezo also zuriickgefahren und mit einem
Schrittmotor ein Teil der Distanz, 20 um vorgefahren. Anschlieend erfolgt wieder die
Piezo-Annédherung unter PSD-Signal Kontrolle. Auf diese Weise kann iiber die fiir den
Ein- und Ausbau der Zellkammer notwendige Freiheit von mindestens 2 cm sicher
angendhert werden.

Eine bestimmte Kraftapplikation geht mit einer entsprechenden Verdnderung der
Laserposition auf dem PSD einher. So wird bei der vertikalen Anndherung die
Cantileverhalterung so lange herunter gefahren, bis der Cantilever die Oberfliche
bertihrt, also eine eingestellte minimale Auslenkung des Lasers auf dem PSD erreicht ist.
Ist dies geschehen, beginnt die entfernungskontrollierte vertikale Stimulation. Hierbei

wird der Piezo eine eingestellte Distanz herunter- und wieder hochgefahren Das
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2.2 Kraftmikroskop-Experimente

entspricht dann der Applikation einer vorher indirekt iiber die Piezo-Spannung
eingestellten Kraft.

Die Cantileverspitze kommerziell erhéltlicher Cantilever wird mit 5 bis 40 nm
angegeben (veeco, USA). Diese feinen Spitzen sind fir die hier durchgefiihrten
Experimente aber nicht verwendbar, da bei der Stimulation die Zellmembran verletzt
werden kann. Deshalb wurden Cantilever ohne Spitze erworben und an der Spitze eine
Kugel (Durchmesser 10 pm) aus Silika-Glas angeklebt.

Bei bekannter Federkonstante des typischerweise 200 um langen Cantilevers lassen sich
dann die applizierte Kraft auf die Zelle, die von der Zelle dissipierte Energie und die
Steifigkeit der Zelle berechnen. Die Federkonstante der verwendeten Cantilever wird
von den Herstellern angegeben, weist aber betrdchtliche Schwankungen auf. So wurde
die Federkonstante jedes Cantilevers durch Referenzcantilever bestimmt
(Standardabweichung 10%'°°). Die Federkonstanten dieser Referenzcantilever werden
nach der von Cleveland'’ vorgestellten Methode der Resonanzfrequenzverschiebung
durch Anheftung zusétzlicher Massen bestimmt (Standardabweichung 5%).

Die genaue Funktionsweise des Kraftmikroskops und die verwendeten Methoden

werden detailliert von Struckmeier’®’”® beschrieben.

2.2.3 Auswertung der Kraft-Abstandskurven

Die mit dem Kraftmikroskop gewonnen Daten bestehen aus dem Wertepaar Piezo-
Spannung und PSD-Spannung. Die Piezo-Spannung entspricht der Ausdehnung der
piezoelektrischen Keramik und die PSD-Spannung codiert fiir die Laserverschiebung
auf dem PSD, die wiederum durch die Auslenkung des Cantilevers entsteht.

Vor jeder Messreihe muss die Sensitivitdt der Apparatur und der PSD neu kalibriert
werden, da sich die genaue Ruheposition des Lasers auf Cantilever und PSD sowie die
Sensitivitit der Apparatur durch geringe Verdnderungen der Umgebung leicht verdndert
(z.B. geringe Temperaturschwankungen). Unter Sensitivitit wird das Verhiltnis aus
Piezo-Ausdehnung und PSD-Spannungsveridnderung verstanden. Mit ihr kann man fiir
elastische und viskoelastische Materialien die durch das PSD-Signal registrierte
Cantileverauslenkung bei Kenntnis der Federkonstante des Cantilevers in die applizierte
Kraft zuriickrechnen. Die Kalibrierung erfolgt durch eine Referenzmessung auf einer

Glasoberfldche, an einer zell- und gelfreien Stelle des Zellkammerbodens.
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Spannung / V

2.2 Kraftmikroskop-Experimente

—— Piezo
—— PSD

Abbildung 12. Graph der Kraftmikroskop-Rohdaten einer Glasmessung.

Bei einer Referenzmessung auf Glas, einem sehr harten Material, herrscht ein streng

linearer Zusammenhang zwischen der Piezospannung und der PSD-Spannung (s. Abb.

13).

V(PSD) = A+ B eV (Piezo)

)

Die Steigung dieser Geraden ist die Sensitivitit B (s. Abb. 13).
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Abbildung 13. Beispiel der Sensitivititsbestimmung. Die Steigung des linearen Teils des
Graphen gibt die Sensitivitit an. Die Kurve setzt sich aus zwei Teilen zusammen, einem
wihrend der Stimulation und einem wihrend des Riickzuges. Wihrend der
Riickzugsphase filhren Adhisionskrifte zwischen Oberfliiche und Cantileverspitze
kurzzeitig zu einer iiber die urspriingliche Position hinausgehenden negativen Auslenkung
(bei 28500 nm).

Die bei Stimulation eines Osteoblasten gewonnenen Daten werden in Form von Kraft-
Abstandskurven dargestellt (s. Abb. 14). Als Substrat der Osteoblasten diente fiir alle
Versuche ein im Vergleich zu Glas sehr weiches Polyacrylamidgel.

Bei konstanter Annidherungsgeschwindigkeit der Cantileverbasis ist die Auslenkung des
Cantilever zundchst gering. Die Zelle hat bei geringer Kompression einen noch sehr
kleinen Elastizitdtsmodul, ist also noch weich. Dies sieht man an der bei Beginn der
Stimulation geringen Steigung der Kurve (s. Abb. 14, rote Kurve, rechter Teil), die ja
gerade das Verhiltnis von applizierter Kraft pro Annédherungsstrecke darstellt. Bei
zunehmend stirkerer Kompression erhoht sich der Elastizititsmodul, die Zelle wird also
steifer. Dies erkennt man an der nun deutlich groBeren Steigung der Kurve (s. Abb. 14,
rote Kurve, linker Teil). Wird die vorher indirekt iiber eine PSD-Spannungs-Schwelle
festgelegte Kraft erreicht, beginnt die entfernungskontrollierte Annéherungsphase der
Stimulation. Diese PSD-Schwelle wird festgelegt, um den Zeitpunkt des Zellkontaktes

zu definieren.
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2.2 Kraftmikroskop-Experimente

So bald eine Auslenkung des Cantilevers erfolgt, die zu PSD-Spannungsverdanderungen
oberhalb dieser PSD-Schwelle fiihrt, ist man sicher, dass Zellkontakt besteht. Dann wird
der Piezo eine vorher festgelegte Spannung heruntergefahren und direkt wieder
hochgefahren. Der Riickzug oder das Wiederhochfahren des Piezos wird durch den
schwarzen Teil der Kurve reprdsentiert. Die Zelle wird durch die applizierte Kraft
verformt und verharrt voriibergehend in ihrer Position; die Zelle ist viskoelastisch
verformt. Die von der Zelle dissipierte Energie entspricht der Fliche zwischen
Anndherungs- und Retraktionskurve. Am Ende der Riickzugsphase wéhrend des
Loslosens des Cantilevers von der Zelloberfliche werden negative Krifte gemessen (s.
schwarze Kurve, Abb.14). Dies reprasentiert den Zeitraum in dem der Cantilever die
urspriingliche Ruheposition erreicht hat, die Adhédsionskréfte den Cantilever aber noch

an der Zelle binden und so zu dieser negativen Cantileverauslenkung fiihren.

. —— Annéherung
—— Ruckzug

Kraft / nN

I ' I 4 I ' I ' I ' ] ' 1
26000 28000 30000 32000 34000 36000 38000
Piezo Position / nm

Abbildung 14. Kraft-Abstands-Kurve einer Zellmessung.

96,98

Die detaillierte Beschreibung der Auswertung kann Arbeiten von Struckmeier " und

Mennenga-Klopp65 entnommen werden.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

2.3 Vorarbeiten fiir die Versuche

2.3.1 Praparation der Aclar-Folien mit Zellkammer

Aclar-Folie ist ein dem Teflon dhnliches biologisch inertes Material. In der verwendeten
Starke von 198 pum verhilt sich die Folie bei Dehnung bis iiber 1% (10000 pstr)
elastisch. Sie ist auBerdem transparent und erlaubt damit, obwohl im Versuchsaufbau
zwischen Zellen und Lichtquelle und Kamera gelegen, einen ungestorten Strahlengang.

Eine runde Zellkammer wird aus Silikonmatten ausgestanzt und mit Silikonkleber auf
die Aclar-Folie geklebt. Es muss darauf geachtet werden, dass keine
Silikonkleberriickstdnde im Inneren des Silikonringes verbleiben, da sie das Anhaften
der Polyacrylamidgele beeintrachtigen. Nach Trocknung bei Zimmertemperatur fiir 24
Stunden, wird die Folie mit der aufgeklebten Zellkammer fiir mindestens 24 Stunden in
destilliertem Wasser getrinkt und danach 2 Stunden in 65°C heiflem Leitungswasser
gewaschen. Nach Trocknung {tiber Nacht werden die préparierten Folien zur
Sterilisation fiir 20 Minuten in 70% Alkohol getrdnkt und anschlieBend in ultra-

filtriertem Wasser gewaschen.

Material:

e ACLAR 33C Honeywell

e Silikonmatten, med. Qualititsgrad, 55 Shora A
e Silikonstanze Boehm, Frankreich, PL320CM
e Silikonkleber Marina klar, Belgien

e [sopropanol

e Destilliertes Wasser

2.3.2 GieRen der Polyacrylamidgele

2.3.2.1 Technische Aspekte der Gelherstellung auf Aclar

76,112 st nicht

Die fiir Glas bekannte Methode zum Gele-Gieflen nach Pelham und Wang
geeignet, wenn statt Glas Aclar als Untergrund verwendet wird. Erste Versuche zeigten,
dass keines der Gele auf Aclar, die mit der Methode nach Wang hergestellt wurden, fiir
die geplanten Versuche geeignet war. Die Oberfldchen der Gele waren sehr uneben und
hiufig 16sten sich die Gele in der Zellkultur oder wihrend des Versuchs von der Aclar-
Folie ab. Die Gele miissen aber sehr eben sein, um die Zugkrifte der Zellen erfolgreich
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2.3 Vorarbeiten fiir die Versuche

berechnen zu konnen. Unebenheiten der Geloberfliche fiihren zu starken Fehlern
wihrend der Kraftberechnung, so dass keine Ergebnisse erzeugt werden.

Die Polyacrylamid-Gel-Ldsung verhalt sich entsprechend Threr
Oberflicheneigenschaften auf Aclar-Folie hydrophob und bildet einen Kontaktwinkel
von iiber 80°. Legt man die Deckgldaschen auf den noch fliissigen Polyacrylamid-Gel-
Tropfen um eine konstante Gelhdhe zu gewihrleisten, ist eine leichte Manipulation

nd6tig, um die Fliissigkeit zwischen Glas und Aclar-Folie gleichmifig zu verteilen.

Zur Verbesserung des Kontaktes zwischen Glas und Polyacrylamidgel wurde Glas mit
3-Aminopropyltrimethoxysialine und Glutardialdehyd vorbehandelt. 3-
Aminopropyltrimethoxysialine beschiadigt aber selbst bei kurzer Kontaktzeit von unter
10 Sekunden die Aclar-Oberfliche merklich und ist deshalb nicht verwendbar, um die
Oberflicheneigenschaften der Aclar-Folie zu verdndern. Schwer abschitzbare
Verdanderungen des Materials und seiner FEigenschaften sind die Folge und
reproduzierbare Versuche sind nicht mehr durchfiihrbar. Glutardialdehyd alleine, also
ohne vorherige Verwendung von 3-Aminopropyltrimethoxysialine verdndert die
Oberflicheneigenschaften der Aclar-Folie und damit den Kontakt zum
Polyacrylamidgel nicht entscheidend. Da auf die Chemikalienkombination zur
Verbesserung der Haftung des Gels auf Aclar-Folie verzichtet werden musste, ist es
auch nicht unerwartet, dass die Gele relativ schlecht auf der Aclar-Folie haften und sich
hiufig ablosen.

Eine Verdnderung der physikalischen Oberflicheneigenschaften durch Anrauen mit
feinem Schmirgelpapier fiihrt zu deutlich reduziertem Kontaktwinkel. Da um die
Vergleichbarkeit der Zugkraftberechnungen zu gewéhrleisten aber identische
Bedingungen herrschen miissen, also Gele mit sehr dhnlichen Eigenschaften verwendet
werden miissen, kann diese einfache, aber wenig exakte Methode zur Verbesserung der
Ausbeute fehlerfreier Gele nicht angewendet werden.

Eine einfache Temperaturbehandlung zur Verbesserung der Oberflicheneigenschaften
ist ebenfalls nicht mdglich. Bei trockenem Erhitzen bis ca. 70°C dndert Aclar-Folie die
fir den Versuch relevanten Oberflicheneigenschaften nicht entscheidend. Stirkeres
Erhitzen bis 130 - 180°C beschédigt die Aclar-Folie. Sie zeigt dann kein reproduzierbar

elastisches Verhalten mehr nach entsprechender Dehnung.
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2.3 Vorarbeiten fiir die Versuche

Saurebehandlung mit HCI (2 M und 10 M) und H3PO4 (4 M) beschiddigen wie erwartet
nicht die Aclar-Folien, filhren aber auch nicht zu einer verbesserten Ausbeute
fehlerfreier Gele.

Denkbar ist auch eine sogenannte Korona-Behandlung (engl. Corona-treatment, oder
auch Niederdruck-Plasmatechnologie) bei der die zu behandelnde Oberfliche einem
Gas im Hochspannungsfeld (10 - 20 kV) ausgesetzt wird. Dabei kommt es zu
Gasentladungen an der Oberfldche und es bilden sich bei Verwendung von Sauerstoff
als Gas polare und radikalische Stellen an der Oberfliche. Allerdings ist dieses
Verfahren nur in wenigen Zentren kommerziell verfiigbar und mit hohen Kosten bei den
bendtigten geringen Mengen verbunden.

Auch verschiedene Losungsmittel konnen den Kontakt zwischen Polyacrylamidgel und
Aclar-Folie verbessern, sind aber wegen ihrer zelltoxischen oder Aclar-beschiddigenden
Wirkung nicht einsetzbar.

Die Verwendung von Fluoreszenzmarkern verschiedener Hersteller fithrt zu verdanderter
Polymerisationsgeschwindigkeit und hat Auswirkung auf die Qualitit der
polymerisierten Gele. Auch ist eine Ansammlung der verwendeten Fluoreszenzmarker
an der Aclar-Oberflache, also der Kontaktebene zwischen Polyacrylamidgel und Aclar-
Folie zu beobachten. Durch Erhoéhung der verwendeten Fluoreszenzmarker konnte
leicht eine ausreichende Dichte der Fluoreszenzmarker an der Oberfliache des Gels, also
der spateren Kontaktfliche zwischen Polyacrylamidgel und Zelle, erreicht werden. Die
erhohte Affinitit der Fluoreszenzmarker und der Aclar-Folie kann mit dem unpolaren
Charakter beider Materialien erklédrt werden.

Durch Erhéhung der Polymerisationsgeschwindigkeit durch vermehrte Zugabe von
Amoniumpersulfat, dem Radikalbildner und somit Polymerisationsstarter, und TEMED,
dem Katalysator der Radikalbildung, kann ebenso wie durch Variation der Temperatur
wéhrend der Polymerisation die Ausbeute an fehlerfreien Gelen leicht erhoht werden.
Durch Verkiirzung der Polymerisationszeit verringert sich allerdings die Konzentration
an Fluoreszenzmarkern an der Geloberfliche stark, so dass auf diese MalBnahme

verzichtet wurde.

Die Anwendung des Protokolls zur Gelherstellung fiir Glasoberfldchen fiihrte auf Aclar-
Folie zu keinem benutzbaren Gel. Durch Modifikationen des Protokolls konnte letztlich
einer Steigerung der Erfolgsquote bei der Gelherstellung auf Aclar-Folie auf etwa 70%

erreicht werden.
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2.3 Vorarbeiten fiir die Versuche

Steifere Gele weisen auf Aclar-Folie weniger Unebenheiten auf, so dass flir die
Versuche Gele mit 0,06%-bis-Acrylamid-Anteil verwendet wurden. Anpassungen des
pH-Wertes der verwendeten Grundsubstanzen des Polyacrylamidgels, ndmlich einer
10% Acyrlamidlésung und einer 2% bis-Acyrlamid-Losung auf pH 8,5, erhohen

aullerdem die Ausbeute fehlerfreier Gele auf Aclar und reduzieren diese nicht auf Glas.

2.3.2.2 Herstellung der Polyacrylamidgele

6,112 .
76112 ind das GieBen auf

Das Gieflen der Gele auf Glas erfolgte nach Pelham und Wang
Aclar-Folie als eine Abwandlung dieser Prozedur. Die Steifigkeit des
Polyacrylamidgels ldsst sich durch den Gehalt an BIS-Acrylamid variieren. Fiir noch
nicht verwendete Zelltypen muss die Festigkeit des Substrates neu ausgetestet werden.
Fiir bovine Osteoblasten hat sich eine Konzentration von 0,04% - 0,06% BIS-Acrylamid
im Gel bewihrt. Da die Qualitdt der Gele auf Aclar-Folie bei Verwendung von hoherem
BIS-Acrylamid-Anteil besser ist, wurden Gele mit 0,06% BIS-Acrylamid-Anteil
gegossen.

Die 24x60 mm groBen Glas-Deckgldser werden 3 mal durch die Flamme eines
Bunsenbrenners gezogen und anschlieBend mit 0,1 N NaOH behandelt. Nach dem
Trocknen wird ein Tropfen 3-Aminopropyltrimethoxysilane auf der Oberfldche verteilt.
Nach 5 Minuten wird 3 x 5 Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen und die
Deckgléser anschlieBend in 0,5% Glutardialdehyd in PBS eingelegt. Nach 30 Minuten
werden die Deckgldser 3x10 Minuten in Wasser eingelegt um {iiberschiissiges
Glutardialdehyd zu entfernen. Auf die so préaparierten Deckgldser, sowie die wie oben
beschrieben priparierten Aclar-Folien konnen dann die Polyacrylamid-Gele gegossen
werden.

Fiir die Gele auf ACLAR werden die 10%ige Acrylamid-Stammldsung und die 2%
BIS-Acrylamid-Stammlésung auf einen pH von 8,5 eingestellt. Es werden zu 2 ml 10%
Acrylamidlosung  mit 0,06% BIS-Acrylamid-Anteil die Fluoreszenzpartikel
hinzugegeben. Da eine hohe Affinitit der verwendeten Fluoreszenzpartikel zur Aclar-
Folie die im Gel verbleibende Menge an Fluoreszenzpartikel reduziert, wird eine
erhohte Menge fiir Gele auf Aclar-Folien zugegeben. 40 pl der 500 nm groBen und 80
ul der 200 nm grofBen Fluoreszenzpartikel werden hinzugegeben. Fiir die Gele auf Glas
werden 20 pl der 500 nm groBen und 30 pl der 200 nm groBen Fluoreszenzpartikel

zugegeben. Nach griindlichem Durchmischen wird zur Entfernung von Luftblasen mit
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2.3 Vorarbeiten fiir die Versuche

einer Wasserstrahlpumpe evakuiert. Der Polymerisationsvorgang wird mit 1 pl
TEMED und 10 pl frisch angesetztem APS gestartet. TEMED wirkt dabei als
Katalysator fiir die APS-Radikalbildung und beschleunigt den Start der Polymerisation.
Direkt nach Polymerisationsstart werden je 14 ul dieser Losung auf die préiparierten
Aclar-Folien oder Glas-Objekttrager getropft und mit einem Deckglas abgedeckt. Die
Losung breitet sich dann gleichmiBig unter dem Deckglas aus und dadurch wird bei
gleicher Losungsmenge eine konstante Gelhohe gewihrleistet.

Bei einem Volumen V' von 14 mm? ergibt sich nach

V=hed mit A=rer’ (2)
die Hohe zu:
V 14mm’
h= 5= > ="70um (3)

Dabei ist 4 die Flache und » = 8mm der Radius des Gel-Zylinders.

Um eine befriedigende Konzentration der Fluoreszenzkiigelchen an der Oberfldache des
Gels zu erhalten, werden die Aclar-Folien oder die Glas-Objekttriger mit dem
polymerisierenden Gel um 180° gedreht. Dabei sammeln sich die Fluoreszenzmarker,
die eine hohere Dichte als das Polyacrylamidgel besitzen, der Schwerkraft folgend an
der nach unten zeigenden Geloberfldche. An der Kontaktflache von Gel und Aclar-Folie
sammelt sich trotzdem ein groBer Teil der Fluoreszenzkiigelchen an. Dies fiihrt aber
nicht zu einer erniedrigten Bildqualitit durch das starke Streulicht der
Fluoreszenzkugelschicht. Die Geschwindigkeit der Polymerisation kann durch
Temperaturabsenkung verlangsamt werden. Dadurch ldsst sich die Konzentration der
Fluoreszenzkugeln an der nach unten gerichteten Geloberfliche weiter erhdhen.
Allerdings fiihrte eine verzogerte Polymerisation bei Gebrauch der Aclar-Folien zu
starker Wellenbildung an der Geloberfliche. Fiir Gele auf Aclar-Folie lie sich bei
normaler APS- und TEMED-Konzentration durch Erhohung der
Fluoreszenzkugelanzahl im Polymerisat eine befriedigende Dichte an der Geloberfliche,

die bei nicht erniedrigter Polymerisationsdauer ausreichend eben ist, erreichen. Nach
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2.3 Vorarbeiten fiir die Versuche

erfolgter Polymerisation werden die Gele in 50mM HEPES-Losung (pH 8,5) fiir 2 mal

15 Minuten gewaschen.

Material:

e Fiir Kraftmikroskop-Experimente:
— Deckgléser: Marienfeld No. 1; 24 x 60 mm
— 3-Aminopropyltrimethoxysialine 97%; H2N(CH2)3Si(OCH3)3; Sigma-
Aldrich; A3648 034K0610
— PBS Losung Gibco REF14190-094 Lot 3106682
— Glutardialdehyde 0,5% in PBS aus Glutardialdehyd sol. 25%: Merck
1.04239
e Fiir Dehnungs-Experimente:
— Préparierte Aclar-Folien
e Acrylamide; C3H5NO; Serva 10676
e BIS-Acrylamide: N,N’-Methylene-bis-Acrylamide 98%; C7H10N202; 2% sol
in water. Sigma 29197 Lot P060010
e Fluoreszenzpartikel: Fluosphere Carboxylate-modified 2% Solids; Molecular
Probes (Leiden, Netherlands)
— Durchmesser Katalognr. Exczitation Emission Farbe
— 0,2 pm F-8811 505 515 Gelb-griin
— 0,5 um F-8813 505 515 Gelb-griin
— 2,0 pm F-8823 505 515 Gelb-griin
— 2,0 pm F-8826 580 605 Rot
e Ammonium Persulfat (APS); (NH4)2S208; Fluka 09913 Lot 453008/1
12903451
— 10% w/v 0.1 gin 1 ml ddH20
e TEMED p.a. 99% C6H16N2; Carl Roth Gmbh Art 23673, Charge 40628335
e Deckgliser Marienfeld No. 1; (rund) @ 16 mm
e 50 mM HEPES, ph 8.5
— 11,9 g N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N*-[2-ethanesulfunic acid]); Sigma
H-3375 Charge #118H5413
— 11ddH20
— KOH Mit Kaliumhydroxid Pellets wird der pH auf 8.5 titriert.
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2.3.3 Beschichten der Polyacrylamidgele mit Kollagen

Unbeschichtetes Polyacyrlamid hat eine sehr glatte Oberflache, die die Haftung der
Zellen kaum ermoglicht. Durch Beschichtung mit Kollagen 1 wird versucht, die
natiirlich Umgebung nachzuahmen.

Auf das Gel werden 200 pl frisch angesetzte Sulfo-SANPAH-LOsung gegeben und 10
Minuten unter einer 60 W UV-Lampe aktiviert. Dabei bindet das Sulfo-SANPAH an die
Polyacrylamidoberflache. Nach einer zweiten Photoaktivierung wurden die Gele mit
HEPES-Losung gespiilt und dann mit Kollagen I tiberschichtet. Wahrend 6 bi 12
Stunden Inkubationszeit bei 4°C bindet Kollagen I an Sulfo-SANPAH. Danach wurde

3 x 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Material:

e Sulfo-SANPAH: Sulfosuccinimidyl-6-(4’-azido-2’phenylamino)hexanoate,
Pierce Perbio BL, Art. 22589, Lot HC103730

e | mM in 50 mM HEPES, pH 8.5

e Kollagen: Kollagen Losung Type 1 (Calf Skin); 0.1%ige Kollagenlosung in 0.1
N acetic acid; Sigma-Aldrich Nr. C-8919, Charge #65K2434

2.3.4 Sterilisieren der Polyacrylamidgele

Zur Sterilisation werden die Gele eine Stunde UV-Licht ausgesetzt. Hierzu werden die
Gele mit PBS bedeckt und mit geringem Abstand an die UV-Lampe -einer
Sterilwerkbank gestellt. Das zusidtzliche Sterilisieren der Acalar-Folien mit
aufgebrachter Zellkammer in Alkohol in einem fritheren Schritt ist notwendig, da diese
unsteril bezogen wurden und bei der Herstellung durch intensiven Kontakt unter einer
hohen Keimbelastung leiden. Eine Stunde unter UV-Licht wére ohne diesen vorherigen
Schritt nicht ausreichend, um alle Keime abzutdten. Eine ldngere Sterilisationszeit der
fertigen Aclar-Folien, auf denen dann bereits das Gel aufgebracht ist, wiirde zu einem

Ausbleichen der Fluoreszenzkugeln fiihren.

Material:

e UV-Temperatur-Werkbank Edmund Biihler TH 25
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2.3 Vorarbeiten fiir die Versuche

2.3.5 Bestimmung des Elastizitatsmoduls der Polyacrylamidgele

Fiir die Zugkraftberechnung aus der Verschiebung der Fluoreszenzmarker unterhalb der
Zellen ist die Kenntnis des Elasitizititsmoduls, des Young’s modulus der Gele
notwendig. Pelham und Wang "®''? haben die Eigenschaften der Polyacrylamidgele wie
sie in den hier beschriebenen Versuchen verwendet wurden, genauer charakterisiert. Die
Gele sind iiber einen weiten Bereich vollelastisch und erfiillen damit die notwendigen
Kriterien zur Anwendung des Hertz-Modells zur Berechnung des Young’s modulus mit
der Kraftmikroskop-Methode und zur eigentlichen Berechnung der Zugkréfte. Es hat
sich gezeigt, dass die Bestimmung des Young’s modulus mit der Kraftmikroskop-
Methode geringere Standardabweichungen liefert”® als die Miinz- oder Mikroball-
Methode.

Bei der ungenauen Miinz-Methode bestimmt man das Young’s Modulus durch Messung
der Komprimierung des gesamten Geles durch Nachfokussieren mit dem Mikroskop
nach Entfernen von Miinzen oder anderen Gewichten von einer das Gel bedeckenden
diinnen steifen Platte.

Bei der Mikroball-Methode® iiben Stahlkiigelchen eine definierte Gewichtskraft direkt
auf das Gel aus. Auch hier wird durch Nachfokussieren mit dem Mikroskop die
Eindellung durch die Stahlkiigelchen vor deren Entfernung mit einem Magneten
gemessen. Das Young’s Modulus wird dann ebenfalls nach der Hertz-Theorie®
berechnet.

Die Elastizitdtsmodule der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Polyacrylamidgele
wurden mit der Kraftmikroskop-Methode bestimmt™. Im Wesentlichen wird dabei das

Elastizitdtsmodul ebenfalls nach der Hertz-Theorie mittels

_ 3 —V)F
4 d’r

E (4)

berechnet. Dabei ist /' die Kraft und » der Radius der Kugel an der Cantileverspitze.
Die Poisson-Zahl v fiir Polyacrylamidgele liegt bei 0,3°. Die Eindringtiefe d des
Cantilevers in das Polyacrylamidgel kann aus den bekannten Parametern und der

gemessenen PSD-Spannung berechnet werden.
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Die Bestimmung des Elastizitdtsmoduls der verwendeten Polyacrylamidgele mit dem
Rasterkraftmikroskop  liefert ~Werte von 6200 N/m?> mit  geringen

Standardabweichungen.

2.4 Zellkultur

Fiir diese Arbeit wurden primére bovine Osteoblasten’’ verwendet. Die Arbeit mit
diesen Zellen wurde an Lindl und Bauer®" und Spector” angelehnt. Im Wesentlichen
wurden Perioststreifen ausgelegt, um durch Auswachsverfahren eine konfluente Kultur
innerhalb der Kultivierungszeit zu erreichen. Die gewonnen Kulturen wurden nach
Aufbereitung im Inkubator bei 37°C und 5% CO, geziichtet. Als Medium wurde
HAM’S F10 mit Vitamin C, Glutamin, Antibiotika und 10%FCS-Zusatz verwendet.

Kulturmedien:

e Fetales Kilberserum (FCS) der Firma Seromed (Chargennummer 615B)
e Hams F10 + FCS
- 10 ml/l einer 200 mM L- Glutamin Stammldsung (PAA; Nr. M11-004)
- 10 mg/l das sind 2 ml/l Vitamin C Stammldsung
- 110 ml/1 FCS (=10% FCS)
- 50000U/1 Penicillin/Streptomycin (PAA Nr. P11-010)
e Vitamin C Stammldsung:
- 5 gL Ascorbic Acid Phosphate Magnesium Salt n-Hydrate (WAKOO13-
12061)
- 11ddH20

Gerite fiir die Zellkultur:

e Begasungsbrutschrank fiir die Zellkultur Heraeus Instruments

e Autoklav Varioklav Dampfsterilisator Tpp 250T mit Mikroprozessorsteuerung
e Sterilisationsofen Heraeus Instruments

o Zellzéhler CASY 1 Schirfe System

e Sterilfilter 0,2 uM PorengroBe Schleicher & Schuell

e Sterilwerkbank Gelaire BSB

e Zentrifuge Hettich universal
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2.4 Zellkultur

e Phasenkontrastmikroskop Olympus CK2(BH2-RFCA) Olympus mit Objektiven
A 10PL, LWD CA 20PL, LWD CD Plan 40PL

e Gewebekulturschalen fiir die Zellkultur @ 5,7 cm Nalge Nunc International

e Gewebekulturschalen fiir die Zellkultur @ 14 cm Nalge Nunc International

e Gewebekulturflasche 50 ml Greiner Bio-one

e (Gewebekulturflaschen 250 ml Greiner Bio-one

2.4.1 Praparation der primaren bovinen Osteoblasten

Vom lokalen Schlachthof wurden die Metakarpalen von frisch geschlachteten
Jungbullen bezogen. Die Knochen wurden unter sterilen Bedingungen frei pripariert
und Perioststreifen vom Knochen abgezogen. Diese Perioststreifen wurden 3 mal 10
Minuten in Earles Puffer bei 37°C gewaschen. Nach 20-miniitiger Behandlung mit
Earles mit Penicillin (250 U/ml), Streptomycin (0,25 mg/ml) und 0,4% Amphotericerin
B bei 37°C werden die Perioststreifen auf 5 x 5 mm groB3e Stiicke zurecht geschnitten
und in einer Dichte von 1 pro 15 cm? in Petrischalen ausgelegt und mit HMEM versorgt.
Nach einem ersten Mediumwechsel am folgenden Tag wird das Medium einmal pro
Woche gewechselt. Nach drei bis fiinf Wochen erreichen die Zellen Konfluenz und

werden sie fiir Experimente verwendet oder kryokonserviert.

Medien:

e Earles Ix
- 100 ml Earles 10x (Biochrom KG, No. L 1925, Lot 1109G)
- 894 ml ddH20
- 6 ml 7,5% NaHCO3 Losung aus NaHCO3 (Merck 6329 Lot 241K17
943529)
e Earles + Antibioticum (Pro 1 I Earles-Lésung):
- 500000 IE Penicillin/ Streptomycin —Stammldsung (BioWest L0022 Lot
S05063L.022)
- 4000 g Amphotericin B (Sigma, A2942, Lot 6142383)
e High Growth Enhancement Medium (Biowhittaker; Nr. BESP055):
- 110 ml/1 FCS (= 10% FCS)
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- 10 ml/l1 einer 200 mM L- Glutamin Losung (PAA M11-004, Lot J04123-
394)

- 10 mg/l das sind 2 ml/l Vitamin C Stammldsung

- 50000 IE Penicillin / Streptomycin - Stammldsung (BioWest L0022 Lot
S05063L022)

2.4.2 Passagieren der primaren bovinen Osteoblasten

Nach Absaugen des Mediums werden die konfluenten Osteoblasten 2 x mit PBS gespiilt
und mittels EDTA/Trypsin-Lésung vom Boden der Kulturflasche abgelost (20 Minuten
Inkubation bei 37°C). HMEM-Medium wird zugegeben und 10 Minuten bei 500 g
zentrifugiert. Das gewonnen Pellet wird resuspendiert, die Zellzahl bestimmt, auf die
gewiinschte Zellkonzentration eingestellt und fiir Experimente ausgesét. Alternativ

konnen die Zellen in diesem Stadium auch kryokonserviert werden.

Material:

e Trypsin/ EDTA-L6sung
- 100 ml Stammldsung (Sigma X0930 Lot S03928X0930)
- 900 ml PBS Lésung Gibco

Medium:

e FEinfriermedium
- Hams F10 Gibco
- 10% (v/v) DMSO (Dimethylsulfosid) (Roth A994.1)

2.4.3 Aussaen der Zellen auf den Substraten

Fiir Experimente, bei denen Zugkraftmessungen durchgefiihrt werden sollen, werden
semi-konfluente Kulturen angestrebt. Durch Aussden der Zellen in einer Dichte von ca.
3000 — 5000 /cm? und Inkubation bei 37°C und 5% CO, firr 36 h — 60 h wird dies

erreicht.
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2.4.4 Kryokonservierung der primaren bovinen Osteoblasten

Die Zellen werden auf eine Konzentration von 10° /ml eingestellt, in ein Kryordhrchen
tiberfithrt und 1 ml Einfriermedium (HAM’s F10 + 10% v/v DMSO) zugefiigt. Dann
werden die Zellen im geschlossenen Styroporgefdl in -80°C-Umgebung langsam
eingefroren. Nach 12 Stunden konnen die Kryordhrchen in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt werden.

Die kryokonservierten Zellen werden im 37°-Wasserbad aufgetaut, mit vorgewiarmtem
HAM’s F10 - Medium versetzt und 10 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Das Pellet wird
in frisches Medium tiberfiihrt, resuspendiert, und in gewiinschter Zellkonzentration in

Kulturflaschen ausgesit. Nach 24 h wird das Medium ein erstes Mal gewechselt.

2.4.5 Phanotypisierung der Osteoblasten

2.4.5.1 Immunzytochemischer Nachweis von Osteocalcin

Zur Phinotypisierung wurde das osteoblastenspezifische Protein Osteocalcin in den
Zellen immunhistochemisch nachgewiesen. Zellen werden auf Deckglidsern ausgesit
und bei Erreichen der Konfluenz (ca. 2 Tage) mit PBS gespiilt und bei -20°C mit einem
Acteon-Methanol-Gemisch (1:1) fixiert. Nach dreimaligem Waschen werden die
endogenen Peroxidasen durch 10 Minuten langes Bedecken mit 0,3 % H,O, blockiert.
Nach Waschen werden die Zellen mit dem primédren spezifischen Antikoérper bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach vorsichtigem Waschen wird mit dem sekundiren
Biotin-konjugierten Antikdrper 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen
wird mit Peroxidase konjugiertem Streptavidin inkubiert und im Anschluss, nach
weiterem Waschen mit Firbelosung (10-miniitige Inkubation im Dunkeln bei
Raumtemperatur) sichtbar gemacht. Nach 10-miniitigem Spiilen mit H,O werden die
Proben luftgetrocknet und mit Glycerin/Gelantine konserviert. Fiir die positiv-Kontrolle
wird statt des Primérantikdrpers fiir Osteocalcin ein Anti-Vimentin-Antikdrper
verwendet. Vimetin kommt in allen mesenchymalen Zellen vor. Fiir die Negativ-

Kontrolle wird anstatt des Primdrantikdrpers mit Mausserum inkubiert.

Material:

e Antikorper in Verdiinnung
- anti-Vimentin (mouse) Boehringer Mannheim; Clone V9 #814318 1:4
- anti-Osteocalcin (mouse) Larry Fisher (NIH) 1:50
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- anti-Osteocalcin (goat) Fitzgerald 1:50
e Biotin-konjugierte AK
- anti-Mouse Boehringer #1089285 1:50
- anti-Goat Sigma B6523 1:50
e Peroxidase-konjugiertes Streptavidin
- Streptavidin Boehringer #1089153 1:30

o Farbelosung

2.4.5.2 PTH-Stimulationstests

Fiir PTH-Stimulationstests werden die Zellen mit Fura-2 gefiarbt (siche Calcium-
Imaging). Nach 20-miniitiger Beruhigung wird der intrazelluldre Calciumspiegel

beobachtet und die Zellen mit 400 nM PTH stimuliert.

Material:

e PTH, Sigma P3671, Lot 128H49x01

2.4.5.3 MTT-Tests

Zur Phénotypisierung wird der MTT-Test verwendet, um eine Proliferationssteigerung
von Osteoblasten nach mechanischer Stimulation nachzuweisen. Im quantitativen und
spektroskopischen Assay nach Mosmann® wird durch die mitochondriale Succinat-
Dehydrogenase das gelbe Tetrazoliumsalz MTT in das wasserunlosliche blaue
Formazan gespalten. Dies kann nur in lebenden Zellen geschehen’. Nach Lésen des
Formazans in Isopropanol wird die optische Dichte der Losung bestimmt. Diese
korreliert mit der Menge metabolisch aktiver Zellen.

Die Zellen werden in einer Dichte von 20.000 /cm? auf 9-Loch Dehnungsplatten
ausgesit. Am den beiden folgenden Tagen werden die Zellen mit 4.000 pstr bei 1 Hz 30
Zyklen gedehnt. Die Kontrollplatten werden gleich behandelt, aber nicht gedehnt. Nach
Dehnung am ersten Dehnungstag erfolgt ein Mediumwechsel. Nach Dehnung am
zweiten Tag wird das Medium entfernt, 100 pl MTT-Losung (Lsg 2) zugefiigt und 4
Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wird die MTT-Losung gegen Losungsmittel

ausgetauscht und fiir weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
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Uberfiihren der Proben auf eine Mikrotiterplatte werden die Exktinktionen bei 580 nm

photometrisch bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgt mit dem Wilcoxon-Test.

Material:

e MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)

e Losung 1 MTT-Stammldsung 5 mg/ml MTT in PBS

e Losung 2 MTT-Losung 1:10 Verdiinnung aus MTT-Stammlésung in
Néhrmedium ohne Zusitze

e Losung 3 Losungsmittel 20% SDS (w/v)

e [sopropanol

2.4.6 Calciumuntersuchungen

2.4.6.1 Calciumfarbstoff Fura-2

Der 1985 von Grynkiewicz® vorgestellte Farbstoff Fura-2 ist ein Verhiltnis-Farbstoff.
Durch Bindung eines Calciumions an das Farbstoffmolekiils kommt es zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaxiumums. Der ungebundene Farbstoff hat ein
Maximum bei Licht der Wellenldnge 363 nm und der gebundene bei 335 nm. Die
Eigenschaften des Emissionsspektrums bleiben hierbei unberiihrt. Das Maximum liegt
bei 510 nm. Durch abwechselnde Anregung bei 340 und 380 nm werden die
Lichtintensititen des calciumgebundenen oder calciumungebundenen Farbstoffes
gemessen und das Verhéltnis bestimmt (engl. ratio-imaging). Dieses Verhdltnis erlaubt
qualitative Aussagen tiiber die intrazelluldre Calciumkonzentration. Ein groBer Vorteil
von Ratio-Farbstoffen ist, dass schwankende Farbstoffkonzentrationen iiber einen
groflen Bereich nicht zu Schwankungen des Ratio-Signals fiihren. Auch ist diese Art der
Fluoreszenzmessung nicht so anfillig gegeniiber Streulicht und Ausbleichen des

Farbstoffes.
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Em=510nm

39.8 pM free Ca*

Fluorescence excitation

Wavelength (nm)

Abbildung 15. Der Calcium-Farbstoff Fura-2.

Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit 3 uM Fura-2-AM inkubiert, danach mit PBS
gewaschen und mit 10 mM HEPES gepuffertem FCS-freiem Medium fiir das
Experiment aufgebaut.

Die Calciummessungen wurden mit einer stark lichtempfindlichen 512x512 Pixel CCD-
Kamera durchgefiihrt. Ein Monochromator liefert das 340 nm- und das 380 nm-
Wellenldngen-Licht. Die Daten werden mit einem Quanticell 700-System

aufgenommen und prozessiert.

Material:

e Fura-2-AM, Molecular Probes, 300 uM Stammldsung in DMSO
e 512 x 512 Pixel CCD-Kamera Extended ISIS von Photonic Science, UK
e Monochromator von Visitech, Sunderland, UK

e Quanticell 700-System von Applied Imaging-Visitech, Sunderland UK

2.4.6.2 Thapsigargin- und EGTA-Behandlung

Thapsigargin'® ist ein Blocker der Ca-ATPase des endoplasmatischen Retikulums.
Durch die Blockade des Enzyms wird die Aufnahme von Calciumionen in das
endoplasmatische Retikulum unterbunden. Da es physiologischerweise nach IP3-
Freisetzung zu einem Ausstrom von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum in
das Zytosol kommt, hilft Thapsigargin den Ursprung intrazelluldrer Calciumerh6hungen

zu finden. Falls die beobachteten Calciumerhdhungen nach Thapsigagin-Behandlung
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ausbleiben, nimmt man an, dass der Ursprung des Calciums das endoplasmatische
Retikulum ist. Die Inkubation mit Thapsigargin erfolgt fiir 20 min vor
Experimentbeginn in einer Konzentration von 5 uM.

Mittels EGTA kann die Calciumkonzentration im Extrazellulirmedium eingestellt
werden®. Wird die Calciumkonzentration sehr niedrig gewihlt, und kann dadurch die
Calciumaktivierung nach Stimulation unterbunden werden, liegt der Ursprung des fiir
die Aktivierung ndtigen Calciums in diesem Falle im Extrazelluldrraum. Hier wurde fiir
30 Minuten mit EGTA in einer Konzentration von 5 uM inkubiert, wodurch die
extrazellulire Calciumkonzentration auf etwa 100 nM eingestellt wurde. Dies entspricht
auch der intrazelluldren Konzentration, so dass der Calciumkonzentrationsgradient {iber

die Zellmembran in diesen Experimenten ausgeglichen war.

Medium chonnel Medium

Cytoplasm \)
Yiop Cytoplasm

Abbildung 16. Funktion von EGTA und Thapsigargin. Links: Mit EGTA wurde der extrazelluliire
Calciumspiegel dem intrazelluliren angeglichen. Rechts: Thapsigargin blockt die endoplasmatische
Calcium-ATPase und leert so die intrazelluliiren Calciumspeicher. (aus 64)

Material:

e Thapsigargin Molecular Probes T-7459
e EGTA Sigma E3885, Lot 50H-562416

2.5 Versuchsdurchfiihrung

2.5.1 Zugkraftmessungen

Um die Zugkrifte zuverldssig berechnen zu kdnnen, miissen die zu untersuchenden
Zellen sorgfaltig ausgewdhlt werden. So ist fiir Zugkraftmessungen darauf zu achten,
dass sich in direkter Umgebung der zu untersuchenden Zelle moglichst keine anderen

Zellen befinden, da diese aus Sicht der untersuchten Zelle externe Krifte generieren
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(Verletzung der Randbedingung (8), siche 2.6.4) und dies zu Stérungen in der
Kraftberechnung fiihrt. Andererseits ist es zu vermeiden, unphysiologisch isolierte
Zellen zu untersuchen. Fiir die Messung geeignete Zellen wiesen 1-3 direkte Kontakte
zu Nachbarzellen auf, deren Zellkorper sich aber in deutlicher Entfernung zu einander
befanden. Nach mindestens 20-miniitiger Pause zur Beruhigung der transportierten
Zellen wurden tiber zwei Minuten die Fluoreszenzmarker unter der Zelle registriert.
Diese Zugkraftmessungen dienen als Baseline, um einen Vergleich fiir die verdnderten

Zugkrifte nach Stimulation zu haben.

2.5.2 Durchfiihrung der Dehnungsexperimente

Die Zellen in ihren Zellkammer auf den Aclar-Klemmbhalterungen wurden nach 36 bis
60 Stunden aus dem Inkubator herausgenommen, das Kulturmedium durch HEPES
gepuffertes Ham’s F 10-Medium ersetzt und die Aclar-Klemmhalterungen in die
Dehnungsmaschine eingebaut. Es wurde ein geeignetes Sichtfeld eingestellt und die
Dehnungsmaschine auf dem Mikroskoptisch fixiert. Nach einer Wartezeit von 20
Minuten begann das Experiment.

Es wurde ein inverses Mikroskop mit 40x-Objektiv verwendet. Zur Datenaquisition
wurden digitale Bilder mit einer CCD Kamera aufgenommen. Die Pixelldnge der Bilder
aus diesem Versuchsaufbau wurde zu 0.276 pm/Pixel bestimmt.

Nach Fokussieren auf die an der Oberfliche des Gels gelegenen Fluoreszenzmarker
wurden im Abstand von 10 Sekunden Fluoreszenzbilder aufgenommen. Eine hdhere
zeitliche Auflosung war wegen der bendtigten langen Belichtungszeiten und der
zeitaufwendigen Analyse der Bilder nicht im sinnvollen Rahmen durchzufiihren. Nach 2
Minuten wurde der Dehnungsreiz appliziert und zwolf weitere Fluoreszenzbilder
aufgenommen. Danach wird die untersuchte Zelle vom Gel mit Hilfe von Trypsin
entfernt und ein weiteres Fluoreszenzbild aufgenommen. Dieses Bild ohne Zelle dient
als sogenanntes ,,Nullbild“ zur Berechnung der absoluten Kréfte der Zelle.

Die vor der Stimulation aufgenommen Bilder liefern die Baseline-Werte flir den

Vergleich mit den Zugkréften nach Dehnung.

Material:

e Nikon Diaphot
e Nikon Fluor 40x, NA = 0.85
e & Bit CCD Kamera, die Xillix microlmager MI1400 mit 1306 x 1032 Pixeln
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2.5.3 Durchfuhrung der Kraftmikroskopexperimente
2.5.3.1 Zyklische Stimulation

2.5.3.1.1 Zugkraftmessungen

Kulturmedium oder Firbemedium wurde abgesaugt, die Zellen mit PBS vorsichtig
gewaschen und serumfreies, HEPES-gepuffertes Medium verwendet. Das Deckglas mit
den Zellen wurde in die Zellkammer auf dem Mikroskoptisch unter dem
Kraftmikroskop eingebaut. Nach Positionierung der Zellkammer auf dem
Mikroskoptisch wurde mit der manuellen Anndherungsprozedur des Kraftmikroskops
begonnen. Wenn der Polycarbonatblock iiber der Cantileverbasis in die Fliissigkeit
eingetaucht ist, muss der Laser auf die Cantileverspitze positioniert werden. Danach
wird die Oberfliche des Gels mit der automatischen Anndherungsprozedur gefunden.
Anschlieffend wird, um Beschiddigungen des Cantilevers zu vermeiden, der Mess- und
Stimulationskopf mindestens 10.000 Motorschritte (entsprechen 150um) von der
Geloberfliche entfernt und ein geeignetes Fenster mit einer geeigneten Zelle zur
Stimulation eingestellt. Dazu wurde die zu stimulierende und untersuchende Zelle direkt

unter die Kugel an der Cantileverspitze positioniert.

Zyklisch:

Konstant:

A

Abbildung 17. Stimulationsarten zyklisch vs. konstant. Oben: Zyklisch: Der Cantilever wird 20
Mal bei 10Hz hoch und runter gefahren und komprimiert so die Zelle zyklisch. Unten: Konstant:
Der Cantilever wird herunter gefahren bis die voreingestellte Kraft erreicht wird. Dort verbleibt er
dann fiir 360 Sekunden und wird anschlieflend wieder hochgefahren.

Nach 10 Aufnahmen der Fluoreszenzverteilung vor Stimulation wurde anschlieend die
Oberflache der zu stimulierenden Zelle automatisch detektiert und sofort mit der
Stimulation begonnen (20 Zyklen bei 10 Hz mit ca. 150 nN). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden fiir Zugkraftuntersuchungen nach zyklischer Stimulation die Cantileverbasis mit

konstanter ~ Geschwindigkeit angendhert, was zu einem dreiecksdhnlichen
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Stimulationsprofil im Abstand-Zeit-Diagramm fiihrt und zu einem stark abgerundeten
Dreiecksprofil im Kraft-Zeit-Diagramm.

Wihrend der Stimulation ist es nicht moglich, die Verteilung der Fluoreszenzmarker zu
beobachten, da das Laserlicht des Kraftmikroskops und der sich bewegende
fluoreszierende Cantilever zu Artefakten in den Kraftvektorkarten fiihrt. Nach
Stimulation wurden alle 30 Sekunden Fluoreszenzbilder der Marker im Gel

aufgenommen und anschlieend nach Ablosen der Zelle mehrere Nullbilder gewonnen.

Material:

e Nikon TE-2000 U
e Long distance Objektiv 40x: Plan Fluor ELWD 40x / 0.60
e 8§ Bit 1306 x 1032 Pixel CCD Kamera Xillix microlmager M11400

2.5.3.1.2 Calciummessungen

Nach mindestens 20-miniitiger Pause zur Beruhigung der transportierten Zellen und
gegebenenfalls Inkubation mit EGTA oder Thapsigargin wurde {iber mehrere Minuten
der Calciumspiegel der Zellen beobachtet und anschlieBend die Stimulation gestartet. Es
wurde das identische Stimulationsprofil wie fiir die zyklische Stimulation fiir
Zugkraftmessungen gewahlt. Falls keine Calciumerhohung visualisiert werden konnte,
wurde ein weiterer Stimulationszyklus mit erhohter Kraft gefahren bis eine

Calciumerh6hung beobachtet wurde oder die Stimulationskraft 1uN erreichte.

Material:

e Nikon TE-2000 U inverses Mikroskop
e Long distance Objektiv 40x: Plan Fluor ELWD 40x / 0.60
e 512 x 512 Pixel CCD-Kamera Extended ISIS von Photonic Science, UK

2.5.3.2 Konstante Stimulation - Krafttransmissionsmessungen

Um festzustellen, ob die Frequenz der Stimulation zu unterschiedlichen mechanischen
Antworten fithrt, wurden neben Messungen nach zyklischer Stimulation auch

Messungen nach Stimulation mit konstanter Kompression durchgefiihrt. Messungen der
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Zugkrifte nach konstanter Stimulation wurden entfernungskontrolliert durchgefiihrt.
Nach Positionierung des Cantilevers iiber der zu untersuchenden Zelle wurden
mindestens zehn Aufnahmen der Fluoreszenzmarker direkt unter der Zelle vor
Stimulation durchgefiihrt. Dann wurde der Cantilever mit der festgelegten Kraft auf der
Zelle abgelegt und die Position seiner Basis arretiert. Im Abstand von 20 Sekunden
wurde jeweils ein Fluoreszenzbild der Marker im Gel aufgenommen. Nach 360
Sekunden wurde der Cantilever entfernt und weitere zehn Bilder der Fluoreszenzmarker
aufgenommen. AnschlieBend wurde die Zelle abgeldst und das Nullbild gewonnen.

Bei der Berechnung der Zugkréfte musste bedacht werden, dass die sonst verwendete
Randbedingung (Gleichung 8, siehe 2.6.4) nicht erfiillt wird. Durch das Auflegen des
Cantilevers wirkt in diesem Experiment eine #duflere Kraft und die Summe aller
Nettokréfte ist nicht gleich null. Die Nebenbedingungen (Gleichungen 7,8,9, siche 2.6.4)
dienen aber in diesem Fall lediglich dazu, die Rechenzeit drastisch zu verkiirzen, indem
sie viele Kraftvektorfelder im Néherungsverfahren (10, sieche 2.6.4) gar nicht erst
zulassen. Damit ben6tigt man fiir diese Berechnungen deutlich mehr Rechenzeit.

Im Fokus des Interesses in diesem Versuchteil steht die Frage, inwieweit die durch
vertikale Kompression iibertragene Kraft sich auf die Zugkrifte der Zelle auswirkt. Es
soll geklart werden, ob die vertikale Kompression unmittelbar durch direkte
Krafttransmission bis zu den fokalen Kontakten zu Anderungen in den Zugkraftwerten
fiihrt. Dann gilt es zu kl4ren, ob die Zellen im weiteren Verlauf mit Anderungen in ihren
Zugkriften auf die vertikale Kompression reagieren. Um beide Fragestellungen zu
beantworten, ist es notig die Zugkrifte der Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten zu
vergleichen. Da in diesem Versuch eine duflere Kraft wirkt und damit die berechneten
Zugkrifte nicht nur die von Zelle generierten Zugkrifte reprisentieren, und da
aullerdem die Zugkraftinderungen teilweise sehr gering sind, ist es sinnvoll filir die
Auswertung dieser Versuche auch differentielle Zugkraftinderungen zu betrachten.
Hierunter versteht man die Auswertung der Zugkréfte nicht gegen das Nullbild sondern
direkt gegen das zu vergleichende Bild. Die berechneten Kraftvektorkarten zeigen dann
nur die Kraftainderungen zwischen zwei Zeitpunkten an und geben keinen Anhaltspunkt
mehr auf die absoluten von der Zelle generierten Adhésionskréfte. Die beiden Vorteile
dieser Methode liegen in der hohen Kraftauflosung und in der gut visualisierten

Richtungsinformation der beobachteten Zugkraftinderungen.
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Material:

e Nikon TE-2000 U inverses Mikroskop
e Long distance Objektiv 40x: Plan Fluor ELWD 40x / 0.60
e 8§ Bit 1306 x 1032 Pixel CCD Kamera Xillix microlmager M11400

2.6 Analyse der Zugkrafte

Zur Berechnung der von der Zelle generierten Zugkrifte aus den aufgenommenen
Fluoreszenzbildern wird zuerst die Verschiebung der Fluoreszenzmarker mit einem
optischen Fluss Algorithmus in einer Deformationsmatrix visualisiert. Um aus den
Fluoreszenzbildern die Gesamtzellkrdfte, die natiirlich von der Fliche der Zelle
abhdngen, zu berechnen, muss auch der Zellumriss bekannt sein. Da zur Berechnung
der Zellkrafte numerische Verfahren verwendet werden, ist es sinnvoll (und auch kaum
anders durchfiihrbar) die Krifte fiir diskrete Punkte innerhalb der Zelle in ausreichender
Dichte zu berechnen und nicht die Kraftverteilung fiir die kontinuierliche Flache der
Zelle. Dazu wird die Zelle in 200 bis 2000 Rechtecke eingeteilt, wobei jeder
Knotenpunkt als Ursprung fiir die zu berechnenden Kraftvektoren dient. Danach folgen
die mathematischen Operationen, die aus der Deformationsmatrix ein Kraft-Vektor-Feld
erzeugen (siehe auch 2.6.4). Zur Vorbereitung werden hierbei analytisch die Elemente
des Green’schen Tensors im Kraft und Deformation verkniipfenden Integral (Gleichung
11, Kap. 2.6.4) mit den Boussinesq Formeln (Gleichungen 12, Kap. 2.6.4) angenéhert.
Da es sich bei dem umformulierten Problem um ein Rickwiérts-Problem handelt, das
analytisch nicht gelost werden kann, wird nun fiir jede Zelle und jeden Zeitpunkt das zu
berechnende Kraftfeld iterativ angendhert. Hierbei flieft die intrinsische
Wahrscheinlichkeit moglicher Kraftfelder in die Abschétzung ein. Es wird also fiir ein
Kraftfeld mit hoher a priori Wahrscheinlichkeit die resultierende Deformation des Gels
berechnet. AnschlieBend wird mit dem Chi-Quadrat-Test die Wahrscheinlichkeit
bestimmt, mit der die durch das angenommene Kraftfeld ausgeloste Deformation der
tatsdchlich gemessenen Deformation {ibereinstimmt. Danach wird die bedingte
Wahrscheinlichkeit, dass ein Kraftfeld tatsdchlich fiir die beobachtete Deformation
verantwortlich ist, maximiert und so das einfachste mogliche ursdchliche Kraftfeld
bestimmt.

Diese Art der Maximierung einer Wahrscheinlichkeitsdichte nennt man Bootstraping-

Methode. Dabei handelt es sich um eine sequenzielle Monte-Carlo-Methode.
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Das libtrc-Software-Paket zur Erstellung der Deformationsmatrix und der Kraftvektor-
Karten wurde freundlicherweise von Prof. Dembo (Dept. of Biomedical Engeneering,

Boston University) zur Verfligung gestellt.

2.6.1 Erstellung der Deformationsmatrix

Die Methode der Zugkraftmessung erlaubt die Berechnung von absoluten Kriften. Dazu
wird die Verformung des Gels durch die Zelle mit Hilfe der Fluoreszenzmarker
bestimmt. Optische Fluss-Ansétze (engl. Optical-flow) werden hdufig in der Analyse
bewegter Bilder verwendet. Die Grundidee dieses optischen Fluss Algorithmuses ist es,
die Identitdtsmuster der Fluoreszenzmarker in den zu vergleichenden Bildern zur
Deckung zu bringen (sogenannte Schablonenanpassung oder blockmatching), um so die

dabei notigen Verschiebung zu quantifizieren. Dabei gilt mit dem Bild g und der

Schablone 4 :

K(m,n) = Z Zy:g(x+m,y+n)0h(x,y) (5)

x=—K, y=—K,

Im folgenden seien (u,v) die Koordinaten eines Fluoreszenzpartikels in dem
deformierten Gel unter der Zelle und (x,y) die Koordinaten desselben Markers im
relaxierten Gel, nachdem die Zelle entfernt worden ist. Zuerst werden die Helligkeiten
der zu vergleichenden Fluoreszenzbilder angeglichen. Dies geschieht, indem die
durchschnittliche Intensitdt aller Bildpunkte des jeweiligen Bildes von jedem Bildpunkt
abgezogen wird. Um zu testen, ob der Fluoreszenzmarker (x,y) tatsidchlich nach (u,v)
verschoben worden ist, werden die Intensitdtsmuster in der Umgebung um (x,y)und
(u,v) (Korrelationsfenster, siche Abb. 18) erfasst und deren Ahnlichkeit bestimmt. Um

die Ahnlichkeit zwischen zwei Bildern zu bestimmen, gibt es mehrere mathematische

Maoglichkeiten, deren Eignung und Aufwand von Barron® abgeschitzt wurden.
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Im Falle der hier vorliegenden typischen Fluoreszenzbilder mit hohem Kontrast wird
die  Ahnlichkeit am  besten mit dem so  genannten  normierten

Kreuzkorrelationskoeffizienten R bestimmt.

D> B(x+6,y+5,)e Bu+5,v+5,)

bo) ) = 5 9y (6)
\/ZZ&z(xwx,ywy)- \/zzaz(u+@,v+5y)
% 9, 5, o,

R(x,y,u,v,0_,

Hierbei sind die B, (x,y)die Intensititswerte der Fluoreszenzmarker am Punkt (x,y),
wobei P, iiber k =1,2, also die beiden zu vergleichenden Bilder, lduft. Summiert wird
tber alle 6, und &, so dass alle Punkte innerhalb der Korrelationsbox durchlaufen

werden.

Im Falle einer totalen Ubereinstimmung ist der Kreuzkorrelationskoeffizient R =1,
falls die Intensititsmuster genau entgegengesetzt sind ist R=-1 und falls die
Intensitdtsmuster in den beiden Korrelationsfenster gar nicht korrelieren ist R = 0. Die
hier verwendete Art der Ahnlichkeitsbestimmung hat durch die Normierung der
Intensititen den groBen Vorteil, dass geringe Schwankungen in den Intensitdten, wie sie
durch unterschiedliche Belichtungszeiten oder Ausbleichen der Fluoreszenzmarker
entstehen, das Ergebnis nicht verfélschen.

Nun wird eine Umgebung um (x,y) festgelegt (Suchbox, sieche Abb. 18), in der die

Korrelationsbox im Fluoreszenzbild des deformierten Geles verschoben werden soll. In
dieser Umgebung wird R fiir alle Positionen der Korrelationsbox berechnet. Fiir die
maximale Ubereinstimmung in diesem Bereich hat R ein Maximum.

Im néchsten Schritt wird die Suchbox um das Zentrum des Punktes mit maximalem R
gelegt und R fiir alle Positionen der Korrelationsbox in der Suchbox berechnet. Gehort
das maximale R wieder zum gleichen Punkt, wird die Suche abgebrochen und eine
Ubereinstimmung des Fluoreszenzmarkers auf beiden Bildern wird angenommen;

ansonsten wird der Vorgang fiir den gleichen Punkt (x,y) wiederholt. Auf diese Art

werden fiir alle Punkte (x, y) die korrespondierenden Punkte (u,v) gefunden.
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2.6 Analyse der Zugkrifte

Abbildung 18. Korrelationsbox und Suchbox. Links: Die Grofie der Korrelationsbox (rot) wird
festgelegt. Die Fluoreszenzmarkerverteilung dieser Box wird innerhalb der Suchbox (blau) im zu
vergleichenden Bildes wieder gesucht.

Marganski® gibt fiir diese Methode eine theoretische Genauigkeit von 0,1 Pixeln an und
warnt aber gleichzeitig vor der Fehlerquelle Mensch. So sei in der Praxis der Fehler der
Methode hauptsichlich auf ungenaues Fokussieren des Experimentators auf die
Fluoreszenzpartikel zuriickzufiihren. In dem hier durchgefiihrten Experiment wurde
aber bewusst darauf verzichtet, auf mehrere Fokusebenen einzustellen, um diesen Fehler
zu vermeiden. Es kann zu ebenfalls zweifelhaften Ergebnissen kommen, wenn die
Verformung des Geles sehr stark ist, die Dichte der Fluoreszenzmarker an der
Geloberfldche zu niedrig ist oder Marker auf einem der beiden Bilder nicht existieren.
Letzteres Problem kann durch Auswaschen von Partikeln, Fluoreszenz von
umherschwebenden Zellbestandteilen oder auch durch eine schlechte Ausleuchtung, in
der dann einige Marker eine zu geringe Helligkeit aufweisen, entstehen. Der

Programmalgorithmus bezieht nur Fluoreszenzpartikel in die Untersuchung ein, deren

Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (%V) einen zuvor eingestellten Wert nicht unterschreitet.

So kommt es bei unregelméBiger Ausleuchtung zu einer unterschiedlichen Intensitét der

Fluoreszenzmarker, und damit zu sehr unterschiedlichen (%). Dies fiihrt gelegentlich

dazu, dass auf einem der zu vergleichenden Bilder ein Fluoreszenzpartikel nicht als
solcher erkannt wird. Daher wurde fiir zu niedrige Kreuzkorrelationskoeffizienten ein
weiterer Schwellenwert eingefiihrt. Ist das maximale R fiir einen Fluoreszenzpartikel zu
gering, wird er nicht in die Berechnung der Deformationsmatrix mit einbezogen.
Translationale Bewegungen des gesamten Geles (registration artifact), wie sie durch

Verschiebung der Messapparatur oder durch Wackeln am Mikroskoptisch verursacht
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2.6 Analyse der Zugkrifte

werden konnen, werden erkannt und ausgeglichen. Zur Fehlervermeidung werden die
Kreuzkorrelationskoeffizienten von Markern, deren Verschiebung relativ zur direkten
Umgebung sehr grof} ist, durch eine VergroBerung der Korrelationsbox neuberechnet.
Als Zentrum der Suchbox wird der bis dahin naheste unsuspekte Knoten gewéhlt.
Marker, deren absolute Verschiebungen sehr grofl sind, die also nur durch Kréfte
verursacht sein konnten, die weit auBlerhalb des physiologischen Bereichs liegen,
werden ebenfalls neu berechnet. Nachdem dann fiir alle Fluoreszenzmarker die
Verschiebungen berechnet worden sind, werden diese als 2000 bis 30000
Deformationsvektoren pro Zelle dargestellt. Diese Deformationsvektoren stellen den
Datensatz fiir die Berechnung der Kraft-Vektor-Karten dar.

1,63

Die hier erlduterte Methode wird von den Autoren des Programms in Marganski et a

detailliert beschrieben.
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Abbildung 19. Deformationsmatrix. Typische Deformationsmatrix eines weichen Gels. Die Pfeile
reprisentieren die Verschiebungen der Fluoreszenzmarker des Gels, das durch die Zelle deformiert
wird.
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2.6 Analyse der Zugkrifte

2.6.2 Festlegen der Zellumrisse

Die Berechnung der Zellkréifte erfolgt flichennormiert, also in Einheiten Kraft pro
Flache, was einem Druck entspricht. Dies ist sinnvoll, da Zellen unterschiedlich grof3
sind, und man nicht davon ausgehen kann, dass die Zellen Kréfte unabhéngig von ihrer
Grofle generieren. Die Zellumrisse miissen so exakt wie moglich zur Kraftberechnung
bekannt sein. Denn Deformationen des Gels, die nicht direkt unterhalb der Zelle liegen,
werden ebenfalls durch die Zelle verursacht. Wiirde man die Geldeformation auf3erhalb
des Zellumrisses nicht in die Kraftberechnung einbeziehen wiren die Krifte zu niedrig,
wiirde der Zellumriss automatisch iiber die Verschiebung der Fluoreszenzmarker erfasst,
wiirde die Zelle als zu gro3 angenommen und die von der Zelle generierten Zugkréfte
(in Einheiten Kraft pro Flache) wiren ebenfalls zu niedrig. Falls der Zellumriss als zu
klein angegeben wird, werden die Krifte, die von den &uBeren Zellflichen generiert
werden, der Flidche innerhalb des angegebenen Zellumrisses zugeschrieben und somit
ist die Zugkraft letztlich zu groB. Wird der Zellumriss zu grofl angegeben, ist
letztendlich die berechnete Zugkraft zu klein.

Die Zellumrisse wurden in Image-Pro plus 4.1 (Media Cybernetics) gezeichnet und mit

Hilfe eines Makros exportiert.

2.6.3 Ursprungsknoten der Kraftvektoren

Die Zelle, also die Flache innerhalb des erstellten Zellumrisses, wird fiir die weiteren
Berechnungen in 100 bis 2000 Unterregionen geteilt. Dies geschieht, indem ein
groBBzligiges Rechteck, das die Zelle um 30% umragt, gezeichnet wird. Das Rechteck
wird anschlieBend in vier gleich grofle Teile geteilt und die vier entstehenden Rechtecke
werden dann wiederum geviertelt. Rechtecke, die vollstindig au8erhalb der Zellgrenze
liegen, werden nicht weiter beachtet. Vierecke, die die Zellgrenze schneiden, werden
durch Verformung von beiden Seiten an diese angepasst. Die Vierecke werden nun
weiter geviertelt und Zellgrenzen angepasst bis die eingestellte Anzahl an
Knotenpunkten erreicht ist. In einem letzten Schritt werden gegebenenfalls die Rénder
der Vierecke noch manuell an die Zellgrenze angepasst. Die entstandenen Schnittpunkte
der Vierecke, die Knotenpunkte des entstandenen Gitters dienen im Folgenden als

Ursprung fiir die Kraftvektoren.
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2.6 Analyse der Zugkrifte

Abbildung 20. Ursprung der Kraftvektoren. Die Zellfliiche wird in kleine Rechtecke unterteilt, die
an die Zellgrenze angepasst werden. Jeder Knotenpunkt dient als Ursprungspunkt fiir die zu
berechnenden Kraftvektoren.

2.6.4 Berechnung der Kraftvektoren fur jeden Knotenpunkt

Mit der erstellten Deformationsmatrix kann im Folgenden das wahrscheinlichste
verursachende Kraftfeld berechnet werden. Vor der eigentlichen Formulierung des
Problems stellt sich allerdings die Frage, ob ein zwei- oder drei-dimensionales Problem
vorliegt. Da die Zellen flach auf dem Gel angewachsen sind, keine dufleren (also nicht
durch die Zelle verursachten) Krifte wirken und von der Zelle generierte Zugkrifte
hauptséchlich in der Ebene Thres Substrates auftreten sollten, ist man verleitet, ein zwei-
dimensionales Problem anzunehmen. Allerdings ist zu bedenken, dass bei einer
Fokustiefe des verwendeten Mikroskopsystems von 5 pm durchaus eine drei-
dimensionale Komponente vorliegt. Bei Fokussierung auf die oberste Ebene der
Fluoreszenzmarker, die die Geloberflache reprisentiert, nimmt man auch die unteren
2,5 um der Zelle, die aber nicht autofluoresziert, also nicht auf den Bildern zu sehen ist,
auf. Man nimmt aber auch Fluoreszenzmarker in bis zu 2,5 um Tiefe des Geles auf.
Eine detaillierte Begriindung warum ein solches Problem doch zwei-dimensional

behandelt werden darf (plane stress approximation), findet man in Landau-Lifshitz’*.

Im Folgenden wird der Algorithmus zur Zugkraftberechnung skizziert. Die hier
vorgestellten Formeln miissen, um mit numerischen Verfahren Losungen zu liefern,
teilweise umformuliert werden.

In kartesischen Koordinaten (x,x,,x,) sei eine isotrope, elastische Membran (in
unserem Fall das Polyacrylamidgel) mit ihrem Zentrum in der Ebenex, = 0. Fiir ein
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2.6 Analyse der Zugkrifte

allgemeines Zugkraftproblem seien o, Komponenten des Spannungstensors (stress

tensor), 7, die Komponenten der von der Zelle applizierten Zugkraft und / die Dicke
der verformten Membran. «,f =123 sind die Richtungen. Dann gilt im

Spannungsgleichgewicht
ho,0,, +0,0,,)+T, =0. (7)

Durch die von der Zelle verursachte Verformung wird ein Punkt bei x = (x,,x,) auf

dem elastischen Substrat nach Applikation einer Kraft bei x' = x +d gefunden, wobei

d dann der, durch die Kraft verursachte Verschiebungsvektor ist.
Mit dem kartesischen Verzerrungstensor

£,5=0500,d,+0,d,) (8)

ergibt sich aus dem dreidimensionalen Hooke Gesetz unter Beachtung, dass es sich
lediglich um ein zwei-dimensionales Problem handelt, die folgende Beziehung

zwischen Spannung (stress) und Dehnung (strain):

G, = E gaﬂ+EV(511+2522)
(1+v) 1-v7)

5,+55,, 9)

Hierbei sind die Konstanten v das Poission ration, £ das Young’s modulus und & der
Grad der Vorspannung. ¢ ist das Kronecker-Delta, welches fiir ¢ = f; 6 =1, sonst
0=0.

Einsetzen in (7) liefert gekoppelte Differentialgleichungen 2. Ordnung fiir die
Mittelschicht des Substrates.

£ 50,0,d, + _B 0,0,d, +—Es 0,0,d, =T,

1-v 2(1+v) 2(1-v)

£ 50,0,d, +—ES 0,0,d, + _b 0,0,d, =-T, (10)
1-v 1(1+v) 2(1-v)
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2.6 Analyse der Zugkrifte

Dabei ist £, = Eh das Oberfliachen - Young’s Modul. Durch Losen dieser Gleichungen

bekdme man direkt das gesuchte Kraftfeld 7 . Diese gekoppelten
Differentialgleichungen 2. Ordnung sind aber analytisch nicht losbar. Bei der hier
vorgestellten Methode zur numerischen Losungsfindung wird das zu losende Problem
zuerst in ein Riickwértsproblem umgewandelt und die Losung iterativ bestimmt.

Fiir bestimmte Randbedingungen und Kraftverteilungen existieren filir diese
Differentialgleichungen elegante Losungen fiir die Verschiebefunktion der
Fluoreszenzmarker. Fiir ein unendlich dickes Substrat und groe Verschiebungen kann

dann das Verschiebefeld als Oberflichenintegral ausgedriickt werden'**:
Ay = [[ 8 m, 1)1, ()i an

Hierbei bleibt d die Verschiebung eines Fluoreszenzmarkers am Knotenpunkt p und

T das wirkende Kraftfeld. Die Richtungen «,f nehmen die Werte 1, 2, 3 an.
g4, (m,—r) sind die Koeffizienten des Green’schen Tensors. Sie beschreiben die

Deformation des Substrates am Punkt m in Richtung « , verursacht durch eine Kraft am

Punkt » in Richtung £.

Verschiebungen der Fluoreszenzmarker im Gel sind in der Regel geringer als 1 um und
sind gegeniiber der Geldicke von 70 um klein. Der Green’sche Tensor kann in diesem
Fall, das Gel im Vergleich zu den Verschiebungen der Fluoreszenzmarker als unendlich
dickes Substrat angenommen, nach der Theorie iiber elastische Festkdrper im Halbraum

von Boussinesq (1895) angenihert werden*:

14w (2(1—v)r—x3)+(2r(v—x3)+x§)xf)
27E r(r—x;) r3(r—x,)*

11

14y Qr(vr—xy)+ x2)x,x, )
27E r}(r—x,)?

21

I+ xx, N (1-2v)x,
27E P r(r—-x;)

831

Ly (=) —x) + X3)x,x,
27E r3(r—x;)?

(12)

12
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2.6 Analyse der Zugkrifte

_1+v Q2rd-v)—x,) N (2r(v—x3)+x32)x22)
22k r(r—x,) r3(r—x;)?

1+v xx 1-2v)x
gy = (23+( )X,

12
27E - r* r(r—x,) (12)

I+v xx, N 1-2v)x,
27E  r* r(r—-x,)

813 =

1+v xx 1-2v)x
g23 ( 273 +( ) 2)
27 r(r—x;)

_1+v 2(1 V) x3

gyt )

Hierbei ist » = 4/x] + x + x; der Betrag des kartesischen Vektorsx = (x,,x,,x;), E

das Young’s Modul und v die Poisson Zahl.

Die Verschiebung ist also mit dem Integral (11) bei bekannter Zugkraftverteilung 7' zu
16sen. Dieses Vorwirtsproblem stellt aber nicht das zu l6sende Problem dar, da die
Zugkraftverteilung 7 gesucht ist, wihrend die Verschiebung ja als Deformationsmatrix
bereits bekannt ist. Die Formulierung als Vorwartsproblem (10) war aber nicht 16sbar.
Das zu losende Problem wurde also in ein im Folgenden beschriebenes numerisch

l6sbares Riickwirtsproblem umgewandelt.

Dabei wird als erster Schritt das unbekannte Zugkraftfeld 7 geschétzt, danach das
Oberfldachenintegral (11) berechnet und abgeschétzt, wie wahrscheinlich die durch das
geschitzte Feld 7 verursachten Deformationen mit den tatséchlich gemessenen

Deformationen ubereinstimmen.

Es gelten die Nebenbedingungen:

T(r)=0 fir r ¢ Q, (13)

wenn O die Kontaktfliche zwischen Zelle und Substrat ist. Alle auftretenden Krifte

werden also von der Zelle generiert.
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2.6 Analyse der Zugkrifte

F= jT(r)drio (14)

Da keine dulleren Krifte wirken, muss die Summe aller Kriafte nach dem dritten

Newton’schen Axiom null ergeben.
@:jrxT(r)drso (15)

Ebenso muss das Moment null sein.

Mit diesen Nebenbedingungen werden die Kraftvektorenkomponenten fiir die innerhalb

des Zellumrisses liegenden Knoten £ =1,2,3...N abgeschitzt als:
Ty(r) = Ty H, (1) (16)

H, st dabei eine standard-bilineare Umrissfunktion und die 7,, sind die

Zugkraftkomponenten in Richtungen £ am Knoten k. Einsetzen von Gleichung (16) in

Gleichung (11) liefert:
d,, =d,(m)="T,[[g,,(m,—r)H,()drdr, (17)

Da die Verschiebung nur linear von der applizierten Kraft abhéngt, kann man (17) auch

so schreiben:

d,,=d,(m,) =T, [[,(m, =V H (r)drdr, = 4,,,,T, (18)

kppa™ kp

Dabei ist A nur abhingig von der Geometrie der Knotenpunkte und den
Materialeigenschaften des Substrates. p lduft von p =1,2,3...N iiber alle Punkte m
der Deformationsmatrix.

Zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit, in wie weit die berechnete und experimentelle

Deformation iibereinstimmen, wird ein y?-Quadrat-Test durchgefiihrt.
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2.6 Analyse der Zugkrifte

NP
7= ldr—dr< 22, (19)
Hierzu schreibt man
Zz = (d;);f) - dpa )20-;7“2 = (d;)z(f - AkﬁpaT;{ﬂ)zo-;nZz . (20)

d®" entspricht der experimentellen Verschiebung und o, dem entsprechenden Fehler

zwischen berechneter und experimenteller Verschiebung.

Die Komplexitit eines solchen Kraftvektorbildes wird bestimmt durch:

0* = [(8,T,+06,T,)8,T, +05,T,)drdr, 1)
Q

Durch Ersetzen aus (16) und Integration erhélt man:

p’=C, T T (22)

igp~ia” jp

Hier ist C nur noch von der Geometrie des Knotennetzes abhidngig. Fasst man (20) und

(22) zusammen, kann man mit der Gleichung von Bayes die Wahrscheinlichkeit fiir 7,

bestimmen.

Ly(Ty

dy) =exp[-(1” + Ap”)] (23)

Lambda ist eine positive reelle Zahl und wird nach den Kriterien der maximalen

Entropie bestimmt. Um die Wahrscheinlichkeit L fir die 7 zu maximieren muss
7’ + A¢p" minimiert werden. Einsetzen solcher 7 mit maximaler Wahrscheinlichkeit in
(20) und (22) liefert y* und ¢?. Variation von A fiihrt unter der Bedingung, dass die
Wahrscheinlichkeit L maximal ist, zu Variation von y? und ¢?. Bei steigendem A

steigt y> und ¢? fillt. y*> wird gewohnlich nicht mehr akzeptierbar genannt, wenn
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2.6 Analyse der Zugkrifte

x*>N,+,N, . Das Vektorbild fir y>~N,+,/N, ist dann das Kraftfeld mit

P P

minimierter Komplexitit, das mit den experimentellen Daten vereinbar ist.

Die hier vorgestellten Formeln dienen der Erkldarung der Losungsfindung, miissen aber,
um die Losungen mit numerischen Verfahren zu erhalten, noch umformuliert werden.
So werden die zu berechnenden Integrale mit Hilfe der Gauf3-Quadratur bestimmt, der
x> -Quadrat-Test wird in seiner diskreten Form benutzt und zur
Wahrscheinlichkeitsberechnung wird die angegebene Formel iiber Logarithmieren und

Differenzieren in ein lineares Gleichungssystem tiberfiihrt.

. 1.91E+04[DYMsCHMSQ] pB—— 1.13E-030CH]

Abbildung 21. Kraftvektorkarte. Typische Kraftvektorkarte wie sie aus der Deformationsmatrix
berechnet wird.

Die so in einem ersten Schritt ermittelten Kraftvektoren werden nun mit der Bootstrap-
Methode™ iterativ den tatsdchlichen Kraftvektoren angendhert””. Grundidee der
Methode ist es, zu der errechneten Kraftvektorverteilung ein Rauschen hinzuzufiigen,
das Oberflachenintegral (11) zu 16sen und mit der so gewonnenen Verschiebefunktion,

also einer errechneten Deformationsmatrix den Programmalgorithmus erneut zu
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2.6 Analyse der Zugkrifte

durchlaufen und sich dabei an die wahrscheinlichste Kraftvektorverteilung schrittweise

anzundhern.

-
A
o
o
G(D@ e

A

p=0.76

'1.60E+05 dynes/cm?
2.6 um
10 pm

Abbildung 22. Illustration der Bootstraping-Methode (stark vereinfacht). A ist eine theoretische
Kraftverteilung, die dem Ergebnis eines im ersten Durchgang ausgewerteten Versuches entspricht.
Mit Gleichung (11) wird aus dem Kraftvektorfeld die Verschiebefunktion, also die
Deformationsmatrix, berechnet (B). Von B nach C wird nun ein Rauschen hinzugefiigt. Dies
erkennt man an den etwas weniger geordneten Deformationsvektoren in C im Vergleich zu B.
AnschlieBend wird der Programmalgorithmus zur Berechnung der Kraftvektoren aus der
Deformationsmatrix durchlaufen und es entsteht D. AnschlieBend werden die Kraftvektoren in A
und D verglichen und mit der angepassten neuen Kraftvektorverteilung wird der Zyklus erneut
durchlaufen. (mit freundlicher Genehmigung von M. Dembo)
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2.6 Analyse der Zugkrifte

Die Bootstrap-Methode ist eine sequenzielle Monte-carlo-Methode und dient der
Zustandschitzung in dynamischen Prozessen. Sie wird wie in diesem Fall erfolgreich
benutzt, um ein Bays’sches Modell abzuschdtzen und wird im allgemeinen hdufig zum

Abgleich beim Verfolgen von bewegten Objekten (tracking) benutzt.

2.7 Statistik

Mit dem Wilcoxon-Test fiir abhdngige Gruppen werden Mittelwerte vor und nach
Stimulation auf Signifikanzunterschiede gepriift. Es werden signifikante Unterschiede

fiir p < 0.05 angenommen.

2.8 Graphen

Um die Zugkrifte vor und nach Stimulation graphisch darzustellen, werden
Balkendiagramme erstellt. Die Daten werden als Mittelwertvergleich der absoluten
Zugkrifte vor und nach Stimulation présentiert.

Vergleicht man die Zugkréfte verschiedener Zellen, stellt man fest, dass diese sehr
unterschiedlich sind. Eine Gruppe von Zugkréiften verschiedener Zellen ist nicht
normalverteilt, wihrend die Zugkrifte einer einzelnen Zelle dies in der Regel sind. Um
das Verhalten verschiedener Zellen miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden deshalb
die Zugkrifte jeder Zelle auf ihren Mittelwert vor Stimulation normiert. Die Darstellung
der Zugkréfte mehrerer Zellen vor und nach Stimulation erfolgt in diesen Féllen also als

Mittelwerte der normierten Daten.
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3.1 Phénotypisierung primérer Osteoblasten

3 Ergebnisse

3.1 Phénotypisierung primérer Osteoblasten

Als Teil der vollstindigen Phinotypisierung der Zellcharge® wurden Zellen
immunzytochemisch auf Osteocalcin untersucht und PTH-Stimulations-Experimente

und MTT-Tests durchgefiihrt.

3.1.1 Immunzytochemischer Osteocalcinnachweis

In den Zellen wurde immunzytochemisch das osteoblastenspezifische Protein
Osteocalcin nachgewiesen (s. braune Fiarbung, Abb. 23 unten). Durch eine FACS-

Analyse (von Weng Tan durchgefiihrt) konnte dies bestitigt werden.
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3.1 Phénotypisierung primérer Osteoblasten

Abbildung 23. Immunzytochemischer Osteocalcin-Nachweis. Oben: Negativkontrolle mit
Mausserum, Mitte: Positivkontrolle mit primirem Vimentin-Antikoérper. Unten: positiver
Osteocalcin-Nachweis.

3.1.2 PTH-Stimulation

Nach PTH-Stimulation ist bei 94,4% der Zellen der verwendeten Charge ein
intrazelluldrer Calciumanstieg zu beobachten. Dabei ist allerdings zu bedenken, dass
durch PTH-Stimulation verursachte intrazellulire Calciumerhéhungen, sich teilweise

mittels gap-junctions ausbreiten.

615BPTHA00rmef281102

Probel @ Fura2 / Fura2

Probel ¢ Fur

Fura2/Fura? sample 271
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6158PTHA8OrmoI281102d
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Abbildung 24. PTH-Stimulations-Experimente zur Phiinotypisierung der Zellen. Nach PTH-
Zugabe kommt es in Osteoblasten zu intrazelluldren Calciumanstiegen.

3.1.3 MTT-Test

Der MTT-Test zeigte eine signifikante Aktivitétssteigerung nach zwei Dehnungszyklen
von 19,6% +- 4,8% (n=6) gegeniiber der Kontrollgruppe. Dehnung fiihrt also zur
Aktivitdtssteigerung der Zellkultur, die ein Indikator fiir eine vermehrte

Zellproliferation in den gedehnten Kulturen ist.

3.2 Dehnungsversuche

3.2.1 Zugkrafte vor und nach Dehnung

In dieser Versuchsreihe wurden die Zugkréfte von 17 Zellen nach Dehnung mit denen
vor Dehnung verglichen.

Die Krifte, die einzelne Zellen auf ihr Substrat ausiiben, schwanken extrem. So wurden
durchschnittliche Zugkrifte pro Zelle und Zeitpunkt zwischen 113 dyn/cm? und 8946
dyn/cm? gefunden. Die Zugkrifte einer einzelnen Zelle dagegen schwanken wéhrend
des Beobachtungszeitraumes (zwei Minuten) wenig.

Vor Stimulation findet man einen Median von 1306 dyn/cm? (3.Quartil 3677 dyn/cm?,
1.Quartil 456 dyn/cm?), nach Stimulation einen Median von 1386 dyn/cm? (3.Quartil
4416 dyn/cm?, 1.Quartil 630 dyn/cm?). Der Wilcoxon-Test fiir nicht normalverteilte
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3.2 Dehnungsversuche

Daten fiir abhéngige Gruppen zeigt, dass sich die absoluten Zugkrifte vor und nach
Dehnung nicht unterscheiden.

Durch die erheblichen Unterschiede in den Zugkriften verschiedener Zellen bereits vor
Stimulation ist es jedoch sinnvoll, nicht die absoluten Differenzen der Zugkrifte vor
und nach Stimulation zu analysieren, sondern zunichst die Zugkréfte einer jeden Zelle
auf ihren Mittelwert vor Stimulation zu normieren. Dadurch werden die
Zugkraftainderungen aller Zellen unabhingig von deren absoluten Hohen gleich
gewichtet. Vergleicht man dann die normierten Zugkrifte aller Zellen vor und nach
Dehnung, findet man eine Erhohung der Zugkréfte nach Dehnung um iiber 100%. Dies
bedeutet, dass Zellen unabhédngig von ihren absoluten Zugkriften, diese nach Dehnung

durchschnittlich mehr als verdoppeln.
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Abbildung 25. Normierte Zugkrifte vor und nach Dehnung. Die Zugkrifte einer jeden Zelle
wurden auf ihren Mittelwert vor Dehnung normiert. Die Zellen generieren nach Dehnung um
119% erhdhte Zugkriifte.

3.2.2 Analyse der Reaktionstypen

Bei der Zugkraftanalyse einzelner Zellen zeigt sich, dass die getesteten Osteoblasten
unterschiedlich auf den ausgeiibten Stimulus reagieren. Die statistische Untersuchung
der Zugkrifte einzelner Zellen zeigt, dass 82% der Zellen (14/17) signifikante

Unterschiede in ihren Zugkriaften nach Stimulation aufweisen. Diese Zellen konnen in
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3.2 Dehnungsversuche

zwei Gruppen unterteilt werden, ndmlich in eine Gruppe, die nach Stimulation
signifikant hohere Zugkrifte und in eine Gruppe, die nach Stimulation signifikant
niedrigere Zugkrifte generiert.

——= 2.23E+03[0TLCHI0]

}—— 1.ZLE-O3ICH]

Abbildung 26. Beispielzellen mit nach Dehnung erhéhten und erniedrigten Zugkriften. Oben: Zelle
mit erh6hten Zugkriiften, links vor Dehnung, rechts nach Dehnung. Unten: Zelle mit erniedrigten
Zugkriften, links vor Dehnung, rechts nach Dehnung.

Die Zellen verteilen sich also auf drei Gruppen (s. Abb. 27): Eine Gruppe, die keine
signifikanten Unterschiede in ihren traction Forces zeigt (n=3), eine Gruppe, die nach
Stimulation signifikant hohere Zugkrifte aufweist (n=7) und eine Gruppe von sieben

Zellen, die nach Stimulation signifikant niedrigere Zugkréfte aufweist (n=7).

67



3.2 Dehnungsversuche

600

500 —

400

300

200 —

Normierte Zugkrafte / %

100

erniedrigten gleichen erhoéhten

Zellgruppen mit ... Zugkraften

Abbildung 27. Mittlere normierte Zugkrifte der Zellen nach Gruppen. Alle Zellen, die nach
Dehnung signifikant niedrigere Zugkrifte generieren sind in der Gruppe ,mit erniedrigten
Zugkriften“, alle Zellen mit signifikant erhohten Zugkriften in der Gruppe ,,mit erhdhten
Zugkriften“ zusammengefasst. Die Gruppe ,,mit gleichen Zugkriften® vor und nach Dehnung
bildet sich aus den Zellen, deren Zugkrifte sich vor und nach Dehnung nicht signifikant inderten.

Die Zugkrifte verschiedener Zellen sind sehr unterschiedlich. Um das Ausmal} der
Anderung der Zugkrifte zu vergleichen, wurden daher die Krifte einer jeden Zelle auf
die durchschnittliche Zugkraft der Zelle vor Stimulation normiert. Man findet in der
Zellgruppe mit erh6hten Zugkriften eine durchschnittliche Erhohung nach Stimulation
auf 446% der durchschnittlichen Zugkrifte vor Stimulation. Die Zellen zeigen dabei
eine grofle Streuung der Zugkraft-Erhohung (+19% bis +1285%). Ebenso zeigen die
Zellen, die eine signifikante Erniedrigung ihrer Zugkrifte erfahren haben, eine Breite
Streuung in ihrer Erniedrigung (-28% bis -80%) mit einem Mittel nach
Dehnungsstimulation auf 40% der Zugkrifte vor Stimulation.

Dennoch wird insgesamt deutlich, dass das Ausmalf der relativen Zugkrafterhohung das
Ausmal der Zugkrafterniedrigung um ein Vielfaches iibersteigt und somit zu einem

deutlichen Kraftanstieg in der Gesamtgruppe der Zellen fiihrt.

Untersucht man nun exploratorisch die Zellen in ihren Gruppen findet man, dass die
Zellen, die ihre Zugkrifte nach Stimulation erhdhen, vor Stimulation deutlich niedrigere

Zugkrifte aufweisen als in den anderen Gruppen. Entsprechend findet man, dass Zellen,
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3.2 Dehnungsversuche

die ihre Zugkrifte nach Stimulation erniedrigen, vor Stimulation hdéhere Zugkréfte
aufweisen. Die vor Stimulation gemessenen Zugkrifte erlauben also eine gewisse
Voraussage, wie sich die Zugkrifte der Osteoblasten nach Dehnung entwickeln. Die
Gruppe der Zellen, die keine signifikanten Unterschiede ihrer Zugkréfte nach

Stimulation aufweist, hatte vor und nach Stimulation die hochsten Zugkréfte.
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Abbildung 28, Absolute Zugkriifte dreier Zellen iiber die Zeit. Die Dehnungsstimulation erfolgte
bei null Sekunden. Zelle 1 weist sehr hohe Zugkrifte auf und findert ihre Zugkrifte nach Dehnung
nicht. Zelle 2 generiert vor Dehnung hohe Zugkrifte und nach Dehnung deutlich niedrigere
wihrend Zelle 3 ihre Zugkrifte nach Dehnung deutlich erhoht.

Die soweit vorgestellten Daten werfen die Frage auf, ob die Hohe der Zugkrifte nach
Dehnung voraussagbar ist, wenn man die Zugkréfte vor Dehnung kennt. Hierzu sind die
Zugkrifte nach Dehnung iiber denen vor Dehnung aufgetragen. Einige Zellen mit sehr
geringen Zugkréften vor Dehnung generieren deutlich hohere Zugkrifte nach Dehnung
und Zellen, die vor Dehnung hohe Zugkrifte aufweisen, reduzieren diese nach Dehnung

auf etwa 1000 dyn/cm?.
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Abbildung 29. Zugkriifte vor und nach Dehnung im Uberblick. Jeder Punkt in diesem Ausschnitt
reprisentiert eine Zelle.

3.2.3 Zeitaufgeldste Analyse

Die zelluliren Adhésionskrifte einzelner Zellen dndern sich nach Dehnung. Zur
genaueren Untersuchung dieses Phinomens wurden die Zugkrifte fiir zwei Minuten
nach Dehnung alle zehn Sekunden bestimmt. Es zeigt sich, dass nach Dehnung starke
Verdnderungen der Zugkrifte auftreten. So zeigt die erste Momentaufnahme nach
Dehnung die stirksten Zugkraft-Anderungen. Aber auch im weiteren Verlauf nach
Dehnung weisen Zellen, die erhdhte Zugkréfte nach Stimulation auf ihr Substrat

ausiiben, eine im Vergleich zur Kontrollphase hohere Variabilitdt in den Zugkréften auf.
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Abbildung 30. Normierte Zugkrifte iiber Zeit. Die Dehnung erfolgte bei null Sekunden. Die
Graphen zeigen die Mittelwerte der normierten Zugkrifte iiber die Zeit. Oben: ,,Zellen a“ zeigt die
Mittelwerte der Zellen mit erhohten Zugkriften. ,,Zellen b“ mit erniedrigten. Unten: reskalierte
Kurve der Zugkrifte von Zellen mit erniedrigten Zugkriiften.
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3.2 Dehnungsversuche

3.2.4 Orientierungsanalyse der Zugkrafte

Die Kraftvektoren der Zellen haben auBler dem Betrag auch eine Richtungsinformation.
Diese Richtungsinformation oder Orientierung entspricht den gedachten Linien
innerhalb der Zellen, an denen die Krifte wirken.

Fiir die Orientierungsanalyse wurden die Kraftvektoren in Komponenten parallel und
senkrecht zur Dehnungsrichtung zerlegt. Eine Analyse zeigt, dass es den Zellen, die
eine signifikante Anderung der Zugkrifte nach Dehnung zeigen, keine signifikanten
Unterschiede nach Dehnung in den beiden Kraftkomponenten gibt. Dagegen zeigt die
Gruppe der Zellen, die nicht mit signifikanter Zugkraft-Anderung nach Dehnung
reagieren, deutlich hohere Kraftkomponenten parallel zur Dehnungsrichtung.
Morphologische Besonderheiten konnten im Beobachtungszeitraum damit nicht in
Zusammenhang gebracht werden.

Im Falle erniedrigter Kraftkomponenten parallel zur Dehnungsrichtung hétte man ein

passives Abreilen der fokalen Kontakte vermuten konnen. Dies wurde aber nicht

beobachtet.
Kraftkomponenten im Verhaltnis zur Dehnung
in dyn/cm?

parallel senkrecht
Zellgruppen nach Vor Nach Vor Nach

Zugkraftveranderung Dehnung Dehnung
Alle 2468 2476 2135 2252
Keine 5345 5207 2898 2925
Erhohte 811 2461 888 2605
Erniedrigte 3457 1282 3579 1520

Abbildung 31. Aufschliisselung der Krifte nach ihren Komponenten. Die berechneten
Kraftvektoren wurden in zwei rechtwinkelige Komponenten, parallel und senkrecht zur
Dehnungsrichtung, zerlegt. Die Kraftkomponenten sind aufgeschliisselt nach Gruppen und nach
vor und nach Dehnung aufgezeigt. Die Krifte erhohen oder erniedrigen sich nach Dehnung
gleichmifig in ihren Komponenten. Auffillig ist jedoch, dass Zellen, deren Zugkrifte sich vor und
nach Dehnung nicht signifikant unterschieden, deutlich hohere Kraftkomponenten parallel zur
Dehnungsrichtung aufwiesen. Dies éinderte sich nach Dehnung auch nicht.
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3.3 Kraftmikroskopversuche

3.3.1 Zugkrafte nach zyklischer Stimulation

Mit dem in der EOBM (Experimentelle Orthopiddie und Biomechanik) im Eigenbau
erstellten AFM-basierten Kraftmikroskop wurden Osteoblasten in einer zweiten
Versuchsreihe aus vertikaler Richtung mittels Kompression stimuliert und ein Profil
threr Zugkréfte bestimmt. Die Stimulationsparameter wurden dabei analog zu den
Dehnungsversuchen (20 Zyklen bei 10Hz) gewéhlt.

Es wurden Krifte von 150 nN mit einer 10 pum-Silika-Kugel an der Spitze des
Cantilevers appliziert, da bei dieser Stirke und der verwendeten Stimulations-Kugel
eine Perforation der Zellmembran sehr unwahrscheinlich ist. Erst bei Applikation von
iiber 500 nN iiber eine 10 pm-Kugel wurden solche Perforationen beobachtet. Als
Stimulationsprofil wurde eine Anndherung mit konstanter Geschwindigkeit gewahlt. Im

Orts-Zeit-Diagramm ist dies ein Dreiecksprofil.
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Abbildung 32. Normierte Zugkrifte vor und nach zyklischer Kraftmikroskop-Stimulation. Die
Zugkrifte einer jeden Zelle wurden auf ihren Mittelwert vor Stimulation normiert. Die Zellen
generieren nach zyklischer Kraftmikroskop-Stimulation um 110% erhéhte Zugkriifte.
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3.3 Kraftmikroskopversuche

Durchschnittliche Zugkréfte in dieser Versuchsreihe lagen zwischen 893 und 2 dyn/cm?.
Diese Schwankungen sind bekannt. Allerdings ist die absolute Hohe der Krifte in
diesem Fall niedriger als in der Versuchsreihe der Dehnungsexperimente, obwohl die
Zusammensetzung der Polyacrylamidgele identisch war. Der Median der
Kontrollgruppe vor Stimulation liegt bei 129 dyn/cm? (3. Quartil 212 dyn/cm?, 1.
Quartil 64 dyn/cm?). Nach Stimulation liegt der Median bei 136 dyn/cm? (3.Quartil 192
dyn/cm?, 1.Quartil 81 dyn/cm?). Ein statistisch signifikanter Unterschied der absoluten
Zugkrifte der gesamten Zellgruppe vor und nach Stimulation besteht nicht (Wilcoxon-
Test).

Da die Zugkrifte vor Stimulation sehr unterschiedlich sind, normiert man analog zu
Dehnungs-Experimenten jede Zelle auf ihre Zugkréfte vor Stimulation und vergleicht

dann die so normierten Zugkréfte aller Zellen nach Stimulation.

In der Einzelzell-Analyse zeigen acht der elf untersuchten Zellen signifikante
Unterschiede in ihren Zugkréften vor und nach Stimulation (s. auch Abb. 33). Vier
Zellen zeigten eine Verringerung der Zugkréfte, wobei drei Zellen diese Krifte
sprunghaft nach Stimulation und eine Zelle diese Krifte kontinuierlich {iber mehrere
Minuten reduzierten. Bei vier Zellen wurden signifikant erhdhte Zugkrifte nach
Stimulation gemessen; zwei Zellen wiesen einen sprunghaften Anstieg der Zugkrifte,

zwel Zellen einen kontinuierlichen auf.
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Abbildung 33. Zugkrifte nach Kraftmikroskop-Stimulation. Zelle 1: Zelle mit langsam erhohten
Zugkriften nach vertikaler Kompression mit dem Kraftmikroskop. Zelle 2: Zelle mit langsam
erniedrigten Zugkriften. Zelle 3: Zelle mit schnell erh6hten Zugkriften.

Interessanterweise scheinen auch bei Stimulation mit dem Kraftmikroskop die absoluten
Zugkrifte der Zellen eine gewisse Voraussage auf den Reaktionstyp nach Stimulation
zu erlauben. So reagieren Zellen mit niedrigen Zugkréften mit einer Erhéhung der
zelluldren Adhédsionskrifte nach Stimulation und Zellen mit hoheren Zugkriften vor
Stimulation mit einer Erniedrigung. Die Zellen, deren Zugkrifte sich nach Stimulation
nicht signifikant dnderten, wiesen aber im Gegensatz zu den Dehnungsmessungen keine

besonders hohen, sondern fiir die Gesamtpopulation durchschnittliche Zugkrifte auf.

Um das AusmaB der Anderung der Zugkrifte vor und nach Stimulation zu vergleichen,
wurden die stark unterschiedlichen Zugkrifte vor Stimulation auf den Mittelwert
normiert (s. Abb. 34). So steigen die Zugkréfte der Zellen mit erhdhten Zugkréften nach
Stimulation um durchschnittlich 360%. Die Zugkrifte der Zellen mit erniedrigten
Zugkriften fallen auf durchschnittlich 40%. Die Zellen, die keine signifikanten
Anderungen in ihren Zugkriften aufweisen, generieren nach Stimulation

durchschnittlich 97% ihrer Ausgangszugkrifte.

75



3.3 Kraftmikroskopversuche

600
500 —
400
300

200 —

Normierte Zugkrafte / %

100

erniedrigte nicht veranderte erhohte

Zugkrafte nach Kraftmikroskop-Stimulation

Abbildung 34. Normierte Zugkrifte nach Kraftmikroskop-Stimulation. Zellen sind entsprechend
Erniedrigung, Erhohung oder keiner Anderung ihrer Zugkrifte gruppiert.

3.3.2 Zugkrafte nach konstanter Stimulation -

Krafttransmissionsmessungen

Neben den Zugkraftuntersuchungen nach zyklischen Stimulationen ist es wichtig zu
wissen, wie sich die Zellen im Vergleich unter konstanter Kompression verhalten.
Krafttransmissionsmessungen wurden mit vertikal applizierten Kriften von 50nN,
150nN und 300nN an 11 Zellen durchgefiihrt. Bei der Stimulation mit kleiner Kraft
(50nN) wurden keine signifikanten Anderungen der Zugkrifte beobachtet. Die mittlere
differentielle Zugkraftinderung lag bei 100dyn/cm? bei einer Standardabweichung von
50 dyn/cm?. Das bedeutet, dass die Zugkréfte zwischen zwei Messpunkten im Schnitt
um 100 dyn/cm? von einander abwichen. Gerichtete Zugkraftinderungen wurden nicht
beobachtet. Die Gesamtzugkréfte der Zellen dnderten sich dabei nicht signifikant und
lagen zwischen 1000 dyn/cm? und 3000 dyn/cm?.

Im Gegensatz zu den Messungen nach zyklischer Stimulation, bei denen es zu einer
schnellen Erhohung der standardisierten Zugkrédfte um tiber 100% kam, zieht eine
konstante Stimulation keine schnellen Anderungen der Zugkraft nach sich. Die Zellen

reagieren also auf eine zyklische Stimulation mit einer schnellen biophysikalischen
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Antwort. Nach konstanter Stimulation wurde aber nur ein langsamer Abfall der

Zugkrifte um 20 — 30 % bei Stimulation mit hohen Kréiften beobachtet.

Zur Abschitzung wie stark eine applizierte Kraft von 50 nN die Zugkréfte beeinflussen
kann, muss die Kontaktfliche zwischen Zelle und Cantileverspitze bekannt sein. Die
Silika-Kugel an der Spitze des Cantilevers hat einen Durchmesser von 10 pm. Da die
Zelle im Vergleich zur Silika-Kugel sehr weich ist, kann man davon ausgehen, dass die
Kugel die Zellmembran verformt und sich bei Applikation von maximaler Kraft unter
dem urspriinglichen Niveau der Zellmembran befindet. In diesem Fall ist nach dem

Hertz-Modell die Kontakt-Flache kleiner als der projizierte Kreis der Kugel mit dem

Radius 7.
AK(mtakt =7 },-2 (24)
Wirkt dann die applizierte Kraft F" auf diese maximale Kontaktflache A4, ., wirkt lokal
ein Druck von
po = _ SOV =6371\72=6370dy” . (25)
AKontakt 78951”’” m cm

Bei mittleren ZellgroBen um 1000um? betrigt die zu erwartende Zugkraftinderung der

ganzen Zelle durch den Stimulus dann

p=t o N __se0dm/ 26)
Azepe  10002m? cm

Bei einer Stimulation mit 50nN ist also in einem homogenen, rein passiven System eine
geschitzte Zugkraftinderung von 500 dyn/cm? zu erwarten. Da die normalen
Schwankungen der Zugkréfte geringer sind, hitte man erwartet, die durch Stimulation

applizierte Kraft in Form von Zugkraftinderungen zu beobachten.

Bei Stimulation mit 150 nN wiére entsprechend (26) eine Zugkraftinderung um 1500
dyn/cm? zu erwarten. Die Stimulation von mittleren Kriften (150 nN) fiihrte auch zu
messbar unterschiedlichen Zugkraftinderungen direkt nach Auflegen und direkt nach

dem Entfernen des Cantilevers. Hier wurden differentielle Zugkraftinderungen von 200
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bis 300 dyn/cm? gemessen. Der Grof3teil dieser Kraftinderungen tritt lokal an der Stelle
der Stimulation auf (sieche Abb. 35). Allerdings besteht auch hier eine gro3e Diskrepanz

zwischen Schitzung und beobachteten Zugkraftinderungen.
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Abbildung 35. Differentielles Kraftvektorfeld einer Zelle nach konstanter Stimulation mit mittlerer
Kraft. Es kommt zu grofien Kraftinderungen im Bereich der Stimulation mit dem Kraftmikroskop.
Der Grossteil der Kraftvektoren zeigt zum Zentrum der Stimulation (in Zusammenarbeit mit E.
Mennenga-Klopp).

Beim Vergleich der Zugkrifte zwischen allen anderen Zeitpunkten wurde wieder eine
mittlere Anderung von 100 dyn/cm? mit einer Standardabweichung von 50 dyn/cm? bei
nicht signifikant verdnderten Mittelwerten von 1000 bis 2500 dyn/cm? gemessen. Nach
Stimulation mit hoher Kraft (300nN) wurde direkt nach Auflegen des Cantilevers und
nach dessen Entfernen Zugkraftinderungen von 800 bis 1500 dyn/cm? gemessen (siche
Abb. 36). Nach Gleichung (26) schitzt man die erwartete Zugkraftinderung auf ca.
3000 dyn/cm?. Interessanterweise weicht bei Stimulation mit hohen Kréften die einfache
Schitzung deutlich geringer ab als fiir Stimulation mit kleinen oder mittleren Kréften.
Zu allen anderen Zeitpunkten lag die mittlere Schwankung der Zugkréfte wie in den
anderen  Krafttransmissionsmessungen  bei 100  dyn/cm?  bei  gleicher
Standardabweichung. Allerdings verringerten sich die Zugkrifte wéhrend der

sechsminiitigen Stimulationsdauer mit hoher Kraft um 20% bis 30%.
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Abbildung 36. Kraftvektorfeld vor und wihrend der Konstanten vertikalen Kompressions-
Stimulation. Links: Zelle vor Stimulation. Die Gesamtzugkraft zu diesem Zeitpunkt betrug 750
dyn/cm? Rechts: Zelle nach Auflage des Cantilevers. Hierbei wurde mit einer Kraft von 300 nN
stimuliert und die Transmission dieser Krifte gemessen. Die Gesamtzugkraft betrug 2200 dyn/cm?.
Die Erhohung der Zugkrifte in diesem Experiment lag also bei 1450 dyn/cm? bei einer durch
vertikale Kompression verursachten geschitzten Ausiibung von 3000 dyn/cm? (in Zusammenarbeit
mit E. Mennenga-Klopp).

3.3.3 Calciumuntersuchungen nach zyklischer Stimulation

Nach Stimulation mit dem AFM wurden bei iiber 90% der Zellen Calcium Signale
beobachtet (siche Abb. 37). Bei genauerer Betrachtung zeigt sich jedoch dass diese
Aktivierungen erst nach Stimulationen mit Kréften ab ca. 500 nN beobachtet werden.
Experimente mit Thapsigargin konnten den Anstieg des Fura-2-ratios nicht unterbinden,
so dass der Ursprung der Calciumerhdhung bei Stimulation mit hohen Kréften nicht das
endoplasmatische Retikulum war. Im Kontext mit den anderen Versuchen zu Abklirung
des Calciumursprungs nach Stimulation mit hoher Kraft ergab sich der Verdacht, dass
es zu unphysiologischen Calciumerhéhungen durch Mikroporationen kommt (s. Abb.

37).
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Abbildung 37. Unphysiologishe Calciumaktivierung nach Stimulation mit hoher Kraft. Oben: 340
nm/380 nm ratio-Bild, ein Calciumanstieg (rote Zelle) weitergeleitet zur Nachbarzelle (tiirkis), 2
von oben: 340 nm-Anregung, Anstieg von calciumgebundenen Fura-2, 3. von oben: 380 nm-
Anregung, Abfall von calciumungebundenem fura-2. Auf allen drei Bildern ist zu erahnen, dass im
Beobachtungszeitraum die Kurven nicht auf ihre urspriinglichen Werte zuriickgehen. Unten:
Ausschnittsvergrofierung des oberen Bildes erhirtet den Verdacht.

19 durchgefiihrte EGTA-Experimente bestétigten, dass es bei Applikation von Kréften
iiber 500 nN zu einer Mikroporation der Zellen kommt. EGTA hebt den intra-
/extrazelluldren Calciumgradienten auf, dass es bei einem eventuellen Einstrom von
Calcium aus dem Extrazelluldrraum nicht zu Verdnderungen der intrazelluldren
Calciumkonzentration kommt. So kommt es unter Verwendung von EGTA nach
Stimulation zu keiner Verdnderung des Ratios, wohl aber fallen die Intensitdten der
beiden einzelnen Wellenldingen ab. Im Kontext mit den anderen in der Abteilung

durchgefiihrten Versuchen muss man nach der Bestitigung durch die EGTA-
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3.3 Kraftmikroskopversuche

Experimente von einer Mikroporation der Zellmembran und einer dadurch ausgeldsten
unphysiologischen intrazelluldren Calciumerhéhung bei Stimulation mit hohen Kriften
ausgehen.

Bei Stimulation mit niedrigeren Kriften wurde keine Erhohung des intrazelluldren

Calciumspiegels beobachtet.
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Abbildung 38. Intensitit des Calcium-Farbstoffs Fura-2 wihrend und nach Kraftmikroskop-
Stimulation unter EGTA-Inkubation. Die schwarze Linie (unten) stellt das Ratio dar, die blaue
Linie (oben) die Anregung des calciumungebundenen Farbstoffs bei 380nm. Die roten Linien
veranschaulichen den jeweiligen Mittelwert im entsprechenden Zeitabschnitt.

Es ist gut zu erkennen, dass ein leicht ansteigendes Ratio-Signal (unten) mit einem Abfall des
380nm-Anregungs-Signals einhergeht (oben). Da wihrend der EGTA-Experimente der
Calciumgradient aufgehoben ist, konnen Anderungen des Signals nur durch Verinderungen der
Farbstoffkonzentration erklirt werden. Die Verinderungen des Signals weisen auf ein Zellleck hin,
durch das Farbstoff aus der Zelle stromt. (erstellt in Zusammenarbeit mit E. Mennenga-Klopp)
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4 Diskussion

4.1 Zellulare Adhasionskréafte nach mechanischer Stimulation

In dieser Arbeit gelang es, mechanische Antworten in Form von Anderungen der
zelluldren Interaktionskriafte mit ihrer Umgebung nach mechanischer Stimulation
quantitativ zu erfassen. So wurde gezeigt, dass Osteoblasten mit starken
Zugkraftinderungen sowohl auf Dehnung als auch auf vertikale Stimulation reagieren.
Dies geschieht teilweise sehr schnell. Die Zugkréfte von Osteoblasten unterlagen nach
Dehnung starken Fluktuationen. Nach vertikaler Stimulation wurden zudem bei einem
Teil der Zellen langsame Zugkrafterhohungen und —erniedrigungen beobachtet. Eine
konstante vertikale Kompression fiihrt nur zu einer langsamen Abnahme, nicht aber zu
schnellen Anderungen der Gesamtzugkraft.

Eine zyklische Stimulation mittels Dehnung oder vertikaler Kompression fiihrt zu einer
mittleren Erhohung der standardisierten zelluldren Adhésionskrifte um iiber 100%,
wobei sich die absoluten Zugkrifte vor und nach Dehnung aufgrund der groBen
Streuung der Anfangswerte aber nicht unterschieden.

Die initiale Hohe der Zugkrifte einer Zelle scheint auBerdem einen Einfluss auf die Art
der mechanischen Antwort nach mechanischer Stimulation zu haben. So erhéhen einige
Zellen mit niedrigen initialen Zugkréfte ihre Zugkréfte nach Dehnung sehr stark und
Zellen mit initial hohen Zugkréften erniedrigen tendenziell ihre Zugkréifte nach

Dehnung auf etwa 1000 dyn/cm?.

4.1.1 Zellulare Adhasionskrafte nach zyklischer Stimulation

Osteoblasten reagieren nicht alle in dhnlicher Weise auf zyklische Stimulationen, wie
sie hier durchgefiihrt wurden. Bedenkt man aber, dass verschiedene Zellen einer Zellart
generell sehr unterschiedliche Adhidsionskriafte generieren (bis Faktor 100), ist es
weniger verwunderlich, dass mechanische Stimulation zu keiner uniformen
mechanischen Antwort fiihrt. Besonders wenn man sich vor Augen fiihrt, dass die
durchschnittlichen Zugkrifte fiir eine bestimmte Zellart im Beobachtungszeitraum
erstaunlich stabil waren, wird klar, dass es trotz extremer Schwankungen der Zugkréfte
verschiedener Zellen sehr wahrscheinlich einen stabilen Regelmechanismus fiir alle
Zellen gibt. Ob diese Regelung aber auf rein biophysikalischen Mechanismen beruht
oder biochemisch gesteuert ist, ist noch nicht geklart und Gegenstand der aktuellen

Forschung. So muss in einem ersten Schritt eine korrekte phdnomenologische
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Beschreibung von moglichen mechanischen Antworten erfolgen, und diese nach
Moglichkeit in einem zweiten Schritt getrennt nach mechanischen Antworttypen
biochemisch charakterisiert werden, um eventuelle Unterschiede in den aktivierten
Signalwegen feststellen zu konnen.

In den hier durchgefiihrten Experimenten konnten fiir Dehnungsreize von bis zu 6.000
ustr keine morphologischen Verdnderungen im Beobachtungszeitraum festgestellt
werden. Bei Applikation von deutlich hoheren zyklischen Dehnungsreizen von 4% (=
40.000 pstr) richten sich Osteoblasten aber rechtwinklig zur Dehnungsrichtung aus’?.
Auch zeigten die Zugkraftverteilungen innerhalb der Zellen nach Dehnung keine
spezifischen Muster oder eine bevorzugte Orientierung, so dass man vermuten kann,
dass Dehnungen geringerer Stirke nicht zu orientierungsspezifischen Reaktionen fiihren.
Nach Kraftmikroskop-Stimulation wurden erwartungsgemal keine

Orientierungsreaktionen beobachtet.

4.1.2 Zellulare Adhasionskrafte im Kontext

Welche Bedeutung Zugkrifte und deren Regulierung fiir Zellen oder ganze Organismen
haben und welche Relevanz unterschiedliche Zugkrifte auf Zellsysteme haben, kann
momentan nur vermutet werden. Neben Zellen des Knochengewebes scheinen unter
anderem Endothelzellen, Herzmuskelzellen, alle Zellen wéahrend der Entwicklungsphase
und alle malignen Zellen in besonderer Weise einen Bezug zu ihrer biophysikalischen
Umgebung zu haben. Interessanterweise weisen MG63-Osteosarkomzellen deutlich
niedrigere Zugkrifte als Osteoblasten auf'’, und fiir experimentelle Brustkrebsarten
konnte eine erhohte zelluldre Steifigkeit, die mit den Zugkréften positive korrelierte, auf
erhohte rho- und ERK-Aktivierung zuriickgefiihrt werden”. Hierbei wurde gezeigt, dass
die malignen Zellen auf steiferem Substrat mit deutlich gesteigerter Proliferation und
Verlust der Zellpolaritit auf EGF-Stimulation reagieren. Auf Reduzierung der rho-rock
abhingigen Zytoskelettspannung reagierten sie wieder mit geringerer Proliferation und
wiederhergestellten Zell-Zell-Interaktionen. Hierbei wird deutlich, welche Rolle die
Zytoskelettspannung, die {liber die Verknilipfung mit zelluldren Adhésionskriften
berechnet werden kann, fiir das maligne Verhalten von Zellen spielt. Ebenso ist die
Rolle von Zugkriften und deren Anderung innerhalb der Mechanotransduktionskaskade
unklar. Zugkraftinderungen konnten auch durchaus nicht nur eine Art Endergebnis
einer erfolgten Mechanotransduktion sein, sondern auch eine regulierende Rolle in der

Mechanotransduktion spielen. So kénnen Zellen iiber ihre Zugkrifte die Steifigkeit ihrer
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Umgebung beeinflussen. Diese verdnderten Steifigkeiten konnen in der Folge
durotaktische Phdnomene nach sich ziehen.

Die verschiedenen mechanischen Antworten, die in den hier durchgefiihrten Versuchen
identifiziert wurden, konnten durchaus physiologische Relevanz haben. So gibt es einen

78687 und zwar derart,

Zusammenhang zwischen Motilitdt und zelluldren Adhésionskrifte
dass Zellen mit hohen Adhésionskriften weniger motil sind als Zellen, die niedrigere
Adhisionskrifte generieren®’!. So kénnten die Zugkraftinderungen nach Stimulation
Konsequenz oder Ursache einer durch die Stimulation beeinflussten Motilitét sein. Dies
konnte motile Zellen dazu bringen, an einem Ort hoher mechanischer Belastung zu
verweilen und dort zur ersten Stabilisierung selbst hohe Zugkréfte zu entwickeln und
dann durch Beginn der Produktion von Knochengrundsubstanz zur weiteren
Stabilisierung bei zu tragen. Ebenso ist es denkbar, dass Zellen auf diese Art Stellen mit
hoher mechanischer Belastung finden, um dann gezielt Knochenmatrix synthetisieren zu
konnen. Dieser Mechanismus konnte aufler im Knochen auch wéhrend der
Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle spielen.

Die unterschiedlichen mechanischen Zellantworten konnten auch auf dem Phidnomen
der Durotaxis beruhen®. Hierbei handelt es sich um die Beschreibung, dass Zellen ein
steiferes Substrat einem weicheren vorziehen und sich tendenziell in Richtung des
steiferen Substrates bewegen. In den durchgefiihrten Versuchen werden durch Dehnung
oder Kompression teilweise die mechanischen Eigenschaften des Gels verdndert, was
prinzipiell zu durotaktischem Verhalten der Zellen fithren kdnnte.

Eine besondere Bedeutung kommt ebenfalls der Geschwindigkeit der mechanischen
Antwort zu. Da die mechanischen Antworten nach weniger als fiinf Sekunden nach
Stimulation beobachtet werden, kann die Aktivierung von Signalwegen mit ldngerer
Verzogerung die mechanischen Antworten nicht erkliren. Dies wird in den Kapiteln
»Rolle von Calcium® nédher erklért. In den durchgefiihrten Experimenten wurden auf3er
den schnellen Zugkraftinderungen nach den zyklischen Stimulationen auch langsame
Anderungen nach zyklischer AFM-Stimulation beobachtet. Geht man davon aus, dass
die Zugkraftinderungen auf in biochemische Signale konvertierte Kréfte
zuriickzufiihren sind, muss man davon ausgehen, dass durch die unterschiedlichen
Stimulationen unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert worden sind. Dies konnte auf
verschiedene Mechanosensoren, unterschiedliche Aktivierung desselben
Mechanosensors oder Einfliisse, die den Signalweg an spiterer Stelle beeinflussen,

zuriickgefiihrt werden.
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4.1.3 Zellulare Adhasionskrafte nach konstanter Stimulation -

Krafttransmissionsmessungen

Nach konstanter lokaler Stimulation von Osteoblasten mit dem Kraftmikroskop wurden
nicht die in den anderen Experimenten beobachteten unterschiedlichen Arten von
Zugkraftainderungsprofilen gefunden. Es kommt lediglich zu einer langsamen
Minderung der Gesamtzugkrifte unter konstanter vertikaler Belastung.

Bei Stimulation durch vertikale Kompression mit dem Kraftmikroskop mit 50 nN
wirtken um 500 dyn/cm? Druck. Da diese Druckerhéhung aber nicht bei den
Zugkraftmessungen festgestellt werden konnte, wird die Kraft also nicht direkt bis zu
den fokalen Kontakten weitergeleitet. Dabei ist zu bedenken, dass die normalen
Schwankungen der Zugkrifte bereits 100 = 50 dyn/cm? betragen. Viskoelastische
Effekte der Zellmembran oder des Zytosols konnten die Deformationsenergie
absorbieren, ohne dabei direkt auf das Zytoskelett zu wirken. Bei Untersuchungen mit
Rasterkraftmikroskopen®™ und magnetischen Pinzetten’ wurde das viskoelastische
Verhalten der Zellen der Zellmembran™, Teilen des Zytosols und Aktin-Filamenten®’
oder den Intermediirfilamenten® zugeordnet. Dabei konnte die Energie von Proteinen
der Plasmamembran oder des Zytosols absorbiert werden, so dass keine Energie mehr
vorhanden ist, um direkte, beobachtbare Zugkraftverdnderung nach sich zu ziehen.
Auch bei Stimulation mit mittlerer Kraft fallt auf, dass nur ein Teil des applizierten
Druckes (1500 dyn/cm?) bis zu den fokalen Kontakten reicht und mit den
Zugkraftmessungen beobachtet werden kann (200 bis 300 dyn/cm? Erhéhung). So
scheint bei Stimulation mit mittleren Kréften ein Teil der applizierten Kraft iiber das
Zytoskelett auf die fokalen Kontakte {ibertragen zu werden. Die Verdnderungen der
Kraftverteilung sind wahrscheinlich auf lokale Phdnomene zuriickzufiihren, da in den
differentiellen ~Kraftvektorkarten am projizierten Ort der Stimulation grof3e
Kraftvektoren zu finden sind, wahrend nur geringe Kraftinderungen in der
Zellperipherie auftreten. Mehrmals wurde am Ort der Stimulation eine konzentrische
Anordnung von differentiellen Kraftvektoren gefunden. Diese zeigten entweder
iiberwiegend nach innen oder iiberwiegend nach aufBlen. Die nach innen gerichteten
Krifte konnen erkliart werden, indem man die Zelle als elastischen Korper annimmt.
Durch die Kompression wird dann lokal die Steifigkeit erhoht und so wird die Kraft bis
zum Substrat iibertragen. Nimmt man jedoch an, die Zelle bestehe aus einem nicht
kompressiblen Material, kann man sich leicht vorstellen, dass durch die mit der

Kompression einhergehende Abflachung der Zelle, nach auB3en gerichtete Krifte erzeugt
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werden. In der Literatur werden Mikrotubuli hédufig als Kompressions-widerstehende
Filamente beschriebeng, so dass man vermuten kann, dass je nach lokaler
Beschaffenheit des Zytoskeletts Kraften bis zu einer bestimmten Hohe widerstanden
wird, die Zelle sich also wie ein nicht kompressibles Material verhilt und letztlich nach
aullen gerichtete differentielle Zugkrifte gemessen werden. Kann das Mikrotubuli-Netz
den applizierten Kréften nicht widerstehen, verhilt sich die Zelle wie ein elastisches
Material und nach innen gerichtete differentielle Krifte werden beobachtet. Vermutlich
stethen beide Mechanismen in Konkurrenz. So wirken durch Kompression des
Zyotplasmas nach auBlen gerichtete Krifte, wihrend durch Belastungen des
Zytoskelettes nach innen gerichtete Krifte entstehen. Bei sehr hohen Kréften ist
allerdings eine direkte Transmission der Kréfte durch die Zelle hindurch ohne groBen
Einfluss von zelluldren Strukturen zu erwarten.

Bei Stimulation mit hohen Kriften (300nN) wirken bis 3000 dyn/cm?. Nach Auflegen
des Cantilevers wurden um 800 — 1500 dyn/cm? erhohte Zugkréifte gemessen. Hierbei
sind die Zugkraftainderungen auch auf lokale Kraftinderungen am Ort der Stimulation
zurlickzufiihren. Allerdings beobachtet man bei Kompression mit hoher Kraft am Ort
der Stimulation hauptsichlich nach auflen gerichtete differentielle Zugkrifte. Wéahrend
bei Stimulation mit mittlerer und kleiner Kraft an den Zellrindern ungerichtete
Zugkraftinderungen auftreten, findet man bei Stimulation mit hoher Kraft hauptsédchlich
nach innen gerichtete Zugkraftinderungen. Nach Entfernen des Cantilevers findet man
ein invertiertes Bild. Am Ort der Stimulation findet man nach innen gerichtete und an
den Zellrindern nach auBlen gerichtete differentielle Zugkréifte. Diese Ergebnisse
konnen mit einer kleinen Erweiterung des eben vorgestellten einfachen Modells erklart
werden. Die applizierte Kraft ist in diesen Versuchen so hoch, dass es zu einer lokalen
Verdringung des Zytosols kommt und dabei dann Kréfte nach aullen wirken.
Andererseits kommt es durch die direkte Kompression von gespannten
Zytoskelettbestandteilen zu deren Verkiirzung, was direkt einer nach innen gerichteten
Kraft an den Urspriingen dieser Zytoskelettbestandteile an den Zellrdndern entspricht.
Auch wenn die Beobachtungen gut von dem beschriebenen Modell erklart werden
konnen, miissen selbstverstiandlich viele Teile dieses Modells erst bestitigt werden. So
konnte durch Depolymerisation des Mikrotubuliskelettes mit Nocodazol festgestellt
werden, ob es tatsdchlich die Mikrotubuli sind, die in diesem Versuchsaufbau dafiir
sorgen, dass bei Stimulation mit mittleren Krédften nach innen gerichtete Krifte

beobachtet werden. Ebenso wiirde ein Polymerisationsstop von Aktinfasern vor
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mechanischer Simulation dabei helfen, herauszufinden, ob die nach innen gerichteten
Krifte in der Zellperipherie tatsdchlich auf Kompression und somit Spannungserh6hung
von Aktinfasern beruhen. Ebenso konnte die Stimulation von elastischen und nicht
komprimierbaren Modell-Zellen weitere Erkenntnisse liefern.

Da bei Stimulation mit geringen Kriften praktisch keine Krafttransmission
nachgewiesen werden konnte, konnen durch die Kraftmikroskop-Stimulation bei diesen
Kriften auch keine signifikanten Krifte direkt auf das Substrat wirken. Somit ist es
praktisch ausgeschlossen, dass durch die Kraftmikroskop-Stimulation die mechanischen
Eigenschaften des Gels verdndert werden. Daher kann man davon ausgehen, dass die
mechanischen Antworten nach Kraftmikroskop-Stimulation nicht die Reaktionen auf
lokale Verdnderungen der Steifigkeit des Gels sind.

Nach den Beobachtungen dieser Experimente stellt sich aber die Frage, welche
Einflisse die hier gefundenen Ergebnisse auf die zyklischen Kompressions-
Experimente haben. Da bei Applikation von geringen Kréften keine Transmission bis
zum Substrat erfolgt, muss man davon ausgehen, dass die gesamte Stimulationsenergie
von der Zelle absorbiert wurde. Daher ist es vorstellbar, dass auch nur ein Anteil der
applizierten Krifte auf Zytoskelettbestandteile wirkt und der Rest von anderen
zelluldren Strukturen aufgenommen wird. Da der Mechanosensor bzw. das
mechanosensorische System hochstwahrscheinlich mit dem Zytoskelett assoziiert ist,
wird man bei nur geringer Stimulation des Zytoskelettes auch nur eine geringe
Aktivierung des Mechanosensors erwarten. Dieser Sensorkomplex konnte aber noch
nicht vollstindig identifiziert werden, und seine Funktionsweise ist noch nicht bekannt.
Daher sind eine stufenweise oder alles-oder-nichts-Aktivierung des Sensors durch eine
Kraft iiber einem Schwellenwert genauso vorstellbar wie eine Integration von
Stimulationssignalen bis zum Erreichen eines Schwellenwertes. Auch ist es moglich,
dass die von nicht Zytoskelettbestandteilen absorbierte Energie zu Modifikationen des
Antwortverhaltens des Mechanosensors fithrt. Der Vergleich der mechanischen
Antworten nach zyklischer Stimulation mit denen nach konstanter Stimulation -
insbesondere die Frequenzabhingigkeit - gibt allerdings bereits erste Hinweise darauf,

dass mechanische Signale vermutlich integrativ verarbeitet werden.

4.2 Gibt es eine Frequenzabhéngigkeit?

Die Frequenz einer mechanischen Stimulation ist ein sehr wichtiger Parameter von in
vivo-Experimenten zur Erhéhung der Knochendichte***®. Es ist zwar wahrscheinlich,

dass auch Stimulationen auf zelluldrem Niveau frequenzabhédngig sind, aber dies ist
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noch nicht geklart. Die Wahl eines geeigneten Messparameters ist hierbei besonders
schwierig. Vorldufige Ergebnisse einer aktuellen klinischen Studie zeigen eine
signifikante Erhohung der Knochendichte premenopausaler Frauen nach mechanischer
Stimulation (0,2 g, 30 Hz) fiir 2 x 10 Minuten tiglich®. Fiir in vitro-Experimente bieten
sich Proliferationsmessungen, Zytokinausschiittung oder Enzymaktivierungen als
MessgroBBen an. Durch die hier vorgestellte Moglichkeit, die mechanische Antwort einer
Zelle nach mechanischer Stimulation zu messen, liegt nun ein weiterer geeigneter
Parameter vor. Die hier durchgefiihrten Versuche zeigen bereits, dass mechanische
Antworten durchaus davon abhingen, ob zyklisch oder konstant stimuliert wird. Da
schnelle mechanische Antworten nur nach zyklischen Stimulationen beobachtet wurden,
muss man annehmen, dass das mechanosensorische System entweder aufler der
wirkenden Kraft auch die Frequenz einer Stimulation messen kann oder die
auftretenden Energien aufintegriert werden konnen. Letzteres scheint der Fall zu sein.
Durch die Beschreibung von stufenweise entfaltbaren Proteinen'® kennt man nun
Molekiile, die eine Kraft durch Konformationsinderungen und Freilegen von
funktionellen Gruppen potentiell in biochemische Signale umwandeln konnen.
Interessanterweise ist die Riickfaltungsdauer auch abhidngig von dem Grad der
Entfaltung. Je mehr Stufen entfaltet sind, desto ldnger dauert es bis das Protein
zuriickgefaltet ist. Durch die stufenweise Entfaltung und einem mdglichen Freilegen
von funktionellen Gruppen erst ab einer hoheren Entfaltungsstufe, kann man sich so
sehr anschaulich einen integrativen Mechanosensor vorstellen. Experimentell konnte
bereits eine frequenzabhidngige Weiterleitung von Kréften innerhalb des Zytosols
festgestellt werden. Hierbei stieg die Reichweite einer applizierten Kraft bei
Frequenzerh6hung (von 0,3 Hz) bis zu einem Frequenzmaximum, wihrend bei hoheren
Frequenzen (30 Hz) die Reichweite wieder geringer war®. Weitere Untersuchungen
sind aber ndétig, um eine Frequenzabhingigkeit zu bestdtigen und nédher zu
charakterisieren. Leider war es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, die zu den
Krafttransmissionsmessungen korrespondierenden Dehnungsversuche, also die
Zugkraftmessung im gedehnten Zustand, durchzufiihren. Die vorhandene Software ist in
dieser Form nicht in der Lage, die durch Dehnung verursachte Verschiebungen und
Verzerrungen der Fluoreszenzmarkerverteilung herauszurechnen, so dass die zelluldren
Adhésionskréfte in diesen Versuchen mit denen aus anderen vergleichbar wéren.

Stimulation mit verschiedenen Amplituden und Frequenzen konnte unterschiedliche

Typen von mechanischen Antworten der Zellen zur Folge haben. Unterschiedliche
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Stimulationsfrequenzen konnten bevorzugt bestimmte Typen von mechanischen
Antworten nach sich ziehen. In dieser Arbeit konnten nun Hinweise gefunden werden,
dass die bereits in vivo bekannte Abhingigkeit von Stimulationsfrequenz und
unterschiedlich erfolgreichem Aufbau von Knochendichte auch auf zelluldrem Level
existiert. Sollte sich dies bestdtigen, wire eine effiziente Moglichkeit geschaffen,
Stimulationsprofile nicht nur am makroskopischen Knochen®' oder im Tiermodell zu
testen, sondern zuerst auch am einfacher zu handhabenden und wirtschaftlicheren

zelluldren Modell.

4.3 Zugkraft-Unterschiede in den Experimenten

Es ist bekannt, dass die Zugkrifte von Zellen im Allgemeinen sehr unterschiedlich sind.
Im Vergleich zu den hier durchgefiihrten Versuchen schwanken die Zugkréfte einer
zufilligen Gruppe (n=21) aus dem Pool bereits ausgewerteter Experimente, in dem das
Polyacrylamidgel nicht auf Aclarfolie, sondern auf Glas aufgebracht ist, zwischen 51
dyn/cm? und 6757 dyn/cm?. Die Zugkrifte von Osteoblasten selber sind aber {iber eine
langere Zeit relativ stabil und sind in der Regel fiir eine einzelne Zelle normalverteilt.
Trotzdem ist es natlirlich auffillig, dass die Zellen, die fiir die Stimulationsexperimente
mit dem AFM verwendet wurden, im Mittel um einen Faktor 10 niedrigere Zugkréfte
aufweisen. Trotz der geringen Anzahl an untersuchten Zellen mit dem AFM muss nach
dem Grund fiir diesen Unterschied gesucht werden. Vergleicht man die Zugkrifte, in
den hier vorgestellten Experimenten mit Zugkriften aus anderen Experimenten, die
teilweise auch mit deutlich anderen Versuchsaufbauten gewonnen wurden, stellt man
fest, dass die Zugkrifte der Zellen, die zyklisch mit dem AFM stimuliert wurden,
ungewOhnlich niedrig sind. Um den Grund fiir diese Abweichung zu verstehen, muss
man den genauen Versuchsablauf und den Algorithmus zur Berechnung der Zugkréfte
ndher beleuchten. In allen Versuchen, in denen die Zugkraft bestimmt werden soll,
werden Bilder der obersten Fluoreszenzmarkerschicht aufgenommen. Das Mikroskop
hat aber im verwendeten Versuchaufbau eine Fokustiefe von 5 um. So werden
genaugenommen, bei Fokussierung auf eine Ebene die optischen Informationen von
Sum, also von 2,5um unterhalb und 2,5um oberhalb der Fokusebene, aufgenommen.
Bei Fokussierung auf die oberste Fluoreszenzmarkerschicht werden also immer auch die
Marker bis in 2,5um Geltiefe mit aufgenommen. Dies ist mit konventioneller
Mikroskoptechnik auch nicht zu vermeiden und kann nur durch Verwendung eines
konfokalen Mikroskops beseitigt werden. Wenn nun bei einem Dehnungsversuch auf

die obersten Fluoreszenzmarker fokussiert wird, gibt es keine Stérungen. In den
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Versuchen, in denen das AFM verwendet wird, fiihrt jedoch der Cantilever zu Licht-
Reflexionen, die das Fokussieren auf die Fluoreszenzmarker storen. Die relative
Ausgangsposition des Cantilevers vor zyklischer Stimulation ist mit der hier
verwendeten Software nicht verdnderbar. Bei Verwendung des AFM wird so die
Bildqualitét generell durch vermehrtes Streulicht leicht gemindert. Fokussiert man tiefer
in das Gel hinein, entfernt man sich vom Cantilever und das Streulicht ist in dieser
Ebene deutlich niedriger, die Fluoreszenzmarker erscheinen also schirfer. Fokussiert
man allerdings minimal tiefer in das Gel, hat man zwar die oberste
Fluoreszenzmarkerschicht noch im Bild, allerdings befinden sich dann auch deutlich
mehr Marker aus tieferen Gelschichten auf dem Bild. Polyacrylamidgele sind
vollelastisch und somit fiihrt eine starke Verformung an der Oberfliche des Gels nur zu
einer schwachen Verformung in der Tiefe des Gels. Da die verwendeten Gele sehr
weich sind, ist dieser Effekt besonders stark ausgepriagt. Die Deformationsmatrix stellt
wie beschrieben lediglich eine zweidimensionale Projektion der
Fluoreszenzmarkerverschiebung dar, und in die aus der Deformationsmatrix zu
berechnende Kraftvektorkarte gehen alle Verschiebungen gleich gewichtet ein. So
werden bei Fokussierung auf gering tiefere Gelschichten letztendlich deutlich niedrigere
Krifte berechnet. Es muss aber festgehalten werden, dass die Beurteilung von relativen
Anderungen von Zugkriften dadurch nicht beeinflusst werden sollte. Bei den
Krafttransmissionsmessungen mit dem AFM wurden die Krifte korrekt berechnet, da
fiir die Aufnahmen der Fluoreszenzmarker der Cantilever zur Vermeidung von

Lichtreflexionen weiter entfernt ist.

4.4 Sind die Zugkraftanderungen ein aktiver Prozess?

Die nach Stimulation beobachteten Zugkraftinderungen konnen prinzipiell ein Resultat
eines aktivierten Signalwegs sein, also das Ergebnis einer in biochemische Signale
konvertierten Kraft, oder ein rein passives Geschehen durch die bei Stimulation
applizierte Kraft sein. So ist es denkbar, dass durch Dehnung oder Kraftmikroskop-
Stimulation krafttragende Strukturen zerstort werden, was in einer sofortigen passiven
Minderung der Zugkrifte resultieren wiirde. Ebenso ist es denkbar, dass durch
Zerstorung von Teilen der Zellspannung tragenden Strukturen, die auf das Substrat
wirkenden Zugkrifte sprunghaft erhoht werden. Es wird auch vermutet, dass Zellen, um
fokale Kontakte von threm Substrat zu 16sen, die Kraft auf diese stark erh6hen bis die
fokalen Kontakte abreiffien’””. Dieser schnelle Prozess wiirde nach initialer Erhdhung zu

einer Erniedrigung der Gesamtzugkraft fiihren und wére mit einer hdchst
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lichtempfindlichen Kamera, die nur geringe Belichtungszeiten erfordert, vermutlich
iber sich dndernde Zugkrifte beobachtbar.

Da in den durchgefiihrten Experimenten die Kréfte nach Stimulation sowohl ansteigen
als auch abfallen und dies auch mit sehr unterschiedlichen Geschwindigkeiten, kann
man davon ausgehen, dass eine aktive Reaktion der Zellen nach Stimulation vorliegt.
Weiterhin sind die Schwankungen der Zugkrifte nach Stimulation deutlich hoher, was
auf anhaltende Zugkraftanpassungen hindeutet. Auch wurde durch den Vergleich
zwischen Zugkraftinderungen nach zyklischer und nach konstanter Stimulation mit dem
AFM eine Frequenzabhingigkeit nachgewiesen, die durch passive Prozesse schwer zu
erklaren ist. Eine Analyse der Kraftkomponenten parallel und senkrecht zur
Dehnungsrichtung wiirde bei passivem Abreilen von fokalen Kontakten oder
Zytoskelettbestandteilen auBerdem einen verstirkten Abfall der Zugkraftkomponenten
parallel zur Dehnungsrichtung aufzeigen. Dies wurde nicht festgestellt. Auferdem
wurde nach Dehnungsstimulation bereits eine Aktivierung von Second Messenger

. 101
Systemen nachgewiesen

, so dass die beobachteten Zugkraftinderungen hdchst
wahrscheinlich nicht nur auf rein biophysikalische sondern auch auf biochemische

Prozesse zuriickzufiihren sind.

4.5 Gibt es einen Zugkraft-Sollwert?

Weshalb Zellen einer Zellpopulation stark unterschiedliche Zugkrifte generieren, ist
noch nicht geklért. Der bis jetzt einzige bekannte Einfluss auf die Stirke der Zugkrifte
einer Zelle ist die Steifigkeit des Substrates. Zellen scheinen ein steiferes Substrat einem

6224 7ellen kénnen Unterschiede in

weicheren vorzuziehen. Dies nennt man Durotaxis
der  Steifigkeit von  Fibronectin-beschichteten = Polyacrylamidgelen = nach
antikorpervermitteltem alphavbeta3-Block nicht mehr erfassen, ebenso kdnnen Rezeptor
Protein Tyrosin Phosphatase alpha —knock-out-Zellen dies nicht™. Auch wenn erste
beteiligte Molekiile identifiziert sind bleibt es unklar, wieso verschiedene Zellen auf
dasselbe Substrat so unterschiedliche Zugkréfte ausiiben.

Die Zugkrifte von Osteoblasten ohne Stimulation sind zwar sehr unterschiedlich, aber
relativ stabil im Beobachtungszeitraum. Jede Zelle hat also einen stabilen Wert fiir Thre
Gesamtzugkraft mit geringen Schwankungen, ,.ihren Sollwert“. Es stellt sich nun die
Frage, ob und unter welchen Bedingungen eine Zelle ihren Sollwert dndert. Nach
zyklischer Stimulation wurden bei dem GroBteil der untersuchten Zellen signifikant

unterschiedliche Zugkrifte gemessen. Dehnung, und tendenziell auch zyklische

Kraftmikroskop-Stimulation, kdnnen also zu einer Verdnderung des Sollwertes fiir
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Zugkrifte einer Zelle fiihren. Allerdings weisen die Zellen, die nach Dehnung deutlich
hohere Zugkrifte generieren, auch sehr starke Schwankungen in Thren Zugkréften auf.
Diese Schwankungen sind sowohl auf die unterschiedlich erhohten Zugkréfte
verschiedener Zellen nach Dehnung als auch auf Schwankungen der Zugkréfte einzelner
Zellen zuriickzufiihren. Es liegt die Vermutung nahe, dass nach Stimulation eine Phase
erhohter Modifikation der Zugkrifte und damit der Anpassung erfolgt. Die Zellen,
deren Zugkrifte nach Dehnung niedriger sind, weisen keine unterschiedlich starken
Schwankungen in ihren Zugkriften vor und nach Dehnung auf.

Viele Zellen mit hohen Zugkréften vor Dehnung scheinen nach Dehnung Zugkrifte von
etwa 1000 dyn/cm? zu generieren. Wenn tatsdchlich nach Dehnung ein fiir einen gro3en
Teil der Zellen geltender Sollwert existiert, wére dies ein erster Hinweis auf einen
Regelwert oder Schwellenwert fiir Zugkrifte von Zellen. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse konnen aber nur eine erste Annidherung an diese Fragestellung
zu sein. Durch deutlich ldngere Beobachtungszeiten und mehrfache mechanische
Stimulation kdnnte man dieses Phanomen bestéitigen und genauer charakterisieren.

Falls der Trend, dass Zellen mit hohen Zugkréften nach Dehnung eine Erniedrigung der
Zugkrifte auf etwa 1000 dyn/cm? aufweisen, sich nicht bestétigen sollte, das Konzept
des Sollwertes also nicht existieren sollte, kann man dann trotzdem von einer durch

Dehnung ausgeldsten Neueinstellung der Zugkrifte ausgehen.

4.6 Welche Rolle spielt Calcium...?

4.6.1 Calcium und Zugkraftanderungen nach Dehnung?

Erste Zugkraftinderungen nach Dehnungsstimulation wurden nach fiinf Sekunden
beobachtet, zum Zeitpunkt der ersten Bildaufnahme. Untersuchungen von Kollegen der
EOBM zur Calciumdynamik nach Dehnungs-Stimulation zeigten eine verzogerte
Ausschiittung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum nach Dehnung'®.
Die Verzogerung liegt im Durchschnitt bei deutlich iiber einer Minute. Da die ersten
Zugkraftinderungen also vor der Cacliumaktivierung liegen, ist davon auszugehen, dass
diese  ersten  Zugkraftinderungen  calciumunabhingig  ablaufen.  Lokale
Calciumaktivierungen (< 0,2 pm?®) und sehr kleine Anderungen des Calciumspiegels
(nM) konnten aber mit dem verwendeten Kamera/Mikroskopsystem nicht dargestellt
werden. Die ersten Zugkraftinderungen sind daher also unabhéngig von einer global-

zelluldren Calciumerhdhung.
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Calciumunabhingige Umbauten des Zytoskelettes sind bereits bekannt'"”’*. Curtze et
al.* zeigten, dass erste Zugkraftinderungen nach Elektrofeld-Stimulation nach etwa 30
Sekunden auftreten, Erhohungen des intrazelluldren Calciumspiegels aber erst nach 85
Sekunden nachgewiesen werden konnten. In MC3T3-E1 Osteoblasten-dhnlichen Zellen
wurde eine verzogerte Calcium-Antwort nach Scher-Fluss-Stimulation beobachtet'*.
Nach lokaler Stimulation von Epithelzellen wurden ebenfalls calciumunabhingige erste
Kraftinderungen im Zytoskelett nachgewiesen®. In der hier vorgestellten Arbeit
wurden die zytoskelett-basierten Kraftdnderungen bereits nach fiinf Sekunden
nachgewiesen, mit dem gleichen Versuchsaufbau jedoch Calciumantworten mit einer
Verzogerung von iiber einer Minute registriert.

Es wurden aber auch mehrere Arbeiten publiziert, in denen von einer sofortigen
Calciumerhdhung nach Stimulation die Rede ist. So wurde 1996 von Hung et al.*® eine
sofortige Calciumantwort nach Scher-Fluss-Stimulation publiziert. In einer spiteren
Diskussion wurden die unterschiedlichen Zeitpunkte der Calciumantwort durch
unterschiedliche Kulturzeiten der Zellen erklart'. Obwohl Matthews et al.**
Kraftinderungen des Zytotkelettes nach lokaler Stimulation mit magnetischen Integrin-
gebundenen Markern mit kleinen Kréften als calciumunabhéngig einstufen, berichten
sie eine sofortige intrazelluldre Calciumerhdhung durch das Offnen mechanosenstiver
Calciumkanile nach lokaler Stimulation mit hohen lokalen Kriften (1 — 5 nN).
Interessanterweise war aber der Anpassungsprozess der zelluldren Steifigkeit, ausgelost
durch eine Stimulation mit kleinen Kréften, calciumabhéingig. So wurde zwar bei
Stimulation kein globaler Calcium-Anstieg  beobachtet, durch  Blockade
mechanosensitiver Calciumkandle konnten aber die verzogerten Anpassungsprozesse
(bis 90 Sekunden) verhindert werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch sehr
lokale oder sehr geringe Anderungen des Calciumspiegels eine entscheidende Rolle in
der Mechanotransduktionskaskade spielen konnen. Ein Einstrom von extrazellulirem
Calcium nach mechanischer Stimulation wurde auch fiir Osteoblasten publiziert™',
obwohl man momentan annimmt, dass dieser in Osteoblasten nicht vorkommt*’.

Der Calciumanstieg, der bei Experimenten mit dem gleichen experimentellen Aufbau
beobachtet wurde, hatte seinen Ursprung im endoplasmatischen Retikulum und
mechanosensitive Calciumkandle waren fiir den gemessenen Calciumanstieg nicht
verantwortlich. Da erste Zugkraftinderungen vor einem Calciumanstieg auftraten,
besteht die Moglichkeit, dass die Zugkraftinderungen fiir eventuelle Calciumanstiege

verantwortlich sind. Die spiter auftretenden Calciumanstiege konnen dann ihrerseits
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wieder die Spannungen im Zytoskelett und damit auch die gemessenen Zugkrifte
beeinflussen. In epithelialen Fisch-Keratozyten 16sten Calciumanstiege deutlich
messbare Zugkraftinderungen nach vier bis zehn Sekunden aus®. Die starken
Fluktuationen der Zugkrifte in den Zellen, die nach Dehnung deutlich erhohte
Zugkrifte aufwiesen, konnten demnach teilweise mit durch Calcium beeinflusst sein.
Der Zeitpunkt der Aktivierung der MAPK Erk1/2 (mitogen activated phosphat kinase
extracellular related kinasel/2) wurde in 4-Punkt-Beugungs-Versuchen auf nicht unter
einer Minute bestimmt'’. Eine Aktivierung von Erk1/2 kann iiber verinderte
Integrinexpression das Migrationsverhalten von Keratinozyten beeinflussen'® und fiihrt
daher sicherlich auch zu messbaren Zugkraftinderungen. In einer Studie an malignen
Zellen wurden erh6hten Zytoskelettspannungen unter anderem auf die Aktivierung von
Erk zuriickgefiihrt””. Eine Aktivierung der Erk1/2 kénnte also ebenfalls einen Einfluss
auf die langdauernden Zugkraftanpassungen haben.

Gesicherte Erkldarungen fiir eine verzdgerte Calciumantwort gibt es bis jetzt nicht.
Denkbar wire eine Aktivierung von parakrin wirkenden Substanzen wie beispielsweise
Interleukinen. So konnte eine Il-4-Ausschiittung von Chondrozyten® und die

1 . . .
95 nach mechanischer Stimulation

Ausschiittung von PTHrP von Alveolar Zellen Typ II
nachgewiesen werden.

Auch wenn die zelluliren Adhésionskrifte sich deutlich vor einer beobachtbaren
Calciumaktivierung éndern, bleibt es trotzdem ungeklért, welchen Einfluss sehr lokale
oder sehr kleine Calciumerhdhungen auf die zelluliren Adhésionskréfte von Dehnungs-
stimulierten Osteoblasten haben. Lediglich die starken Fluktuationen der Zugkrifte der

Zellen, die nach Dehnung erhohte Zugkrifte aufweisen, nicht aber die schnellen

Zugkraftdnderungen selber, konnten ihren Ursprung in einer Calciumaktivierung haben.

4.6.2 Calcium und Zugkraftanderungen nach Kraftmikroskop-

Stimulation?

Um die Kraftschwelle fiir eine Erhéhung der intrazelluliren Calciumkonzentration zu
finden, wurde ausgehend von der Stimulation mit wenigen 100pN von Zyklus zu Zyklus
die aufgewendete Kraft erhoht. Erst bei Applikation von Kriften iiber 500nN wurden
Erh6hungen des intrazelluldren Calciumspiegels beobachtet. Zwischen 500 und 800nN
wurde bei iiber 90% der Zellen eine Erhdhung des Calciumspiegels gemessen. Diese
sehr hohen Krifte fithren allerdings zu einer Beschiddigung der Zellmembran und zu

einem unphysiologischen Einstrom von Calciumionen aus dem Extrazellulirraum. Eine
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Erhohung des Fura-2-Ratios bei gleichzeitigem Abfall der Intensitidt des 340-nm- und
380-nm-Signals deuten darauf hin. Inkubation mit Thapsigargin, das die intrazelluldren
Calciumspeicher durch Block der Calcium-ATPase des endoplasmatischen Retikulums
leert, und das Einstellen des extrazelluliren Calciumspiegels mittels EGTA bestdtigen
ebenso wie von Kollegen durchgefiihrte Quenching-Versuche mit Manganionen, dass
die Calciumerhdhung aus dem Extrazellulirraum kommt. Durch Einsatz von
Lanthanum und Cadmium, Blocker fiir calciumsensitive Ionenkanile, konnte eine
Beteiligung von calciumsensitiven lonenkanilen an den beobachteten Calciumsignalen
ebenfalls ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse erhidrten den Verdacht, dass bei
Stimulation mit sehr groen Kréften mit dem AFM die Zellmembran beschadigt wird
und es durch diese Mikroporation zu einem unphysiologischen Calciumeinstrom in die
Zelle kommt, wihrend es bei Stimulation mit geringeren Kriften zu keiner
beobachtbaren Calciumaktiverung kommt.

Im Widerspruch dazu berichteten Charras et al von Calciumerhéhungen in Ratten-
Osteoblasten nach Stimulation mit einem AFM'". Die Verwendung des Ein-
Wellenfarbstoffes Fluo3-AM in einem artefaktanfilligen MeBsystem, eine eventuell
ungeniigende Phénotypisierung (Test auf Osteoblasten von Charras et al. nur durch
alkalischen Phosphatase-Nachweis) oder ein spezies-spezifisches Verhalten der

Osteoblasten kdnnte die unterschiedlichen Ergebnisse erkldren.

4.7 Ausblick

In der hier vorliegenden Arbeit gelang es, eine Methode zur Beobachtung von
mechanischen Antworten von Zellen nach Dehnung zu etablieren und diese mit den
mechanischen Antworten von Zellen nach vertikaler Kraftmikroskop-Stimulation zu
vergleichen. Im Folgenden miissen an der mechanischen Antwort nach Dehnung
beteiligte Molekiile identifiziert werden. Durch Verwendung kommerziell erwerbbarer
Blocker fiir thoA, MLCK und Depolymerisation oder Ausféllen von Mikrotubuli oder
Stoppen der Polymerisation von Aktin wird man mogliche erste Kandidaten ausfindig
machen konnen. Ein Einsatz von Proteomics nach verschiedenen Arten mechanischer
Stimulation wiirde zahlreiche eventuell in die Mechanotranduktion eingebundene
Enzyme identifizieren konnen. Auch Einzelzell-Gen-Expressionsstudien nach
mechanischer Stimulation, wie bereits an Chondrozyten durchgefiihrt wurden’, wiirden
tiefere Einblicke in die molekularen Vorgidnge nach mechanischer Stimulation erlauben.
Western Blot Untersuchungen konnen anschlieend die Aktivierung von speziellen

Enzymen zu bestimmten Zeitpunkten bestitigen.
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Ebenso wichtig wire auch eine Wiederholung der Experimente mit deutlich erhohter
zeitlicher Auflosung. Nach Anschaffung einer EMCCD-Kamera (Electronically
Multiplied CCD), bei der durch -elektronische Verstirkung direkt auf dem
lichtempfindlichen Chip eine deutliche Verkiirzung der Belichtungszeit bei erhohter
Auflosung mdglich ist, wurden diese Experimente bereits begonnen. Dadurch kann die
mechanische Antwort exakter charakterisiert werden und so werden weitere Hinweise
auf die zugrunde liegenden Mechanismen oder beteiligten Biomolekiilen erwartet.
Durch die stindig steigende verfligbare Rechenleistung kann die bis jetzt kiinstlich
begrenzte ortliche Kraftauflosung erhoht werden, wovon man sich Einblicke in lokale
Kraftgenerierungsprozesse und detailliertere  Kraftverteilungsmuster  innerhalb
verschiedener Zelltypen erhofft. Durch alternative Verfahren zur Loésung der
Differentialgleichungen (10), wie beispielsweise durch Verwendung von NURBS,
konnte ebenfalls eine deutliche Einsparung der Rechenzeit bei moglicherweise hoherer
Genauigkeit erreicht werden.

Untersuchungen von mechanischen Antworten von Osteoblasten in Cokultur mit
verschiedenen Zellen nach mechanischer Stimulation sind ebenfalls vielversprechend,
neue Erkenntnisse beziiglich den notwendigen Interaktionen fiir funktionierendes
Remodeling zu liefern. Untersuchungen zur Mechanosensitivitit von invasiv
wachsenden Zellen sind mit der hier etablierten Methode ebenso denkbar. Eventuelle
Besonderheiten im mechanischen Antwortverhalten nach mechanischer Stimulation
konnten auf neue Ziele auf dem Weg zu neuen Therapien hinweisen.

Auch miissen die mechanischen Antworten nach Dehnung und Kraftmikroskop-
Stimulation in Abhéngigkeit von Frequenz und Amplitude néher charakterisiert werden
und im Kontext mit mechanischen Antworten nach Scherfluss-Stimulationen
interpretiert werden. Im néchsten Schritt soll dann die Frequenz- und
Amplitudenabhingikeit der mechanischen Antwort nach zelluldrer Stimulation mit dem
frequenz- und  amplitudenabhéngigen @ Verhalten @ von  makroskopischen
Knochenzylindern nach makroskopischen Belastungen verglichen werden. Diese
Untersuchungen sollen dann auch zu optimalen Stimulationsprofilen zur

Osteoporoseprophylaxe und —therapie flihren.
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Der Knochen ist in der Lage, sich verdnderten mechanischen Bedingungen anzupassen.
Bei verminderter Belastung stehen degenerative Prozesse im Vordergrund, bei erhohter
Belastung kommt es zu einer Zunahme der Knochensteifigkeit. Die zelluldren Prozesse,
die der Wahrnehmung von mechanischen Stimuli und einer verdnderten mechanischen
Umgebung zu Grunde liegen, sind erst teilweise bekannt. Es gibt wenig Hinweise
inwiefern Zellen ihre eigene Umgebung mechanisch mitgestalten oder unter welchen
Bedingungen Zellen wie auf mechanische Stimulation reagieren. Im besonderen stellte
sich die Frage, ob Zellen auf mechanische Stimulation mit einer mechanischen Antwort

reagieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktionskrifte von Osteoblasten mit ihrer
Umgebung nach  mechanischer  Stimulation zu  charakterisieren.  Die
Zugkraftmikroskopie ermdglicht es diese Krifte zu messen. Dazu werden Zellen auf
Kollagen-beschichteten = weichen Polyacrylamidgelen mit darin  enthaltenen
Fluoreszenzmarkern ausgesit. Die Zelle verformt das unter ihr liegende weiche Substrat
und dabei verschieben sich die darin enthaltenen Fluoreszenzmarker. Diese

Verschiebungen dienen als Ausgangspunkt fiir die Berechnungen der Zugkrifte.

In dieser Arbeit werden Zugkrifte von Osteoblasten nach zwei verschiedenen Arten der
mechanischen  Stimulation  bestimmt.  Zur  Applikation  von  vertikalen
Kompressionsreizen auf einzelne Zellen wurde ein Kraftmikroskop, das nach den
Prinzipien der Rasterkraftmikroskopie funktioniert, verwendet. Mittels einer
Dehnungsmaschine wurden Zellkulturen gleichméBig uniaxial gedehnt. Fiir
Dehnungsversuche musste dazu die Methode der Zugkraftmikroskopie den verdnderten
Gegebenheiten angepasst werden. Im Experiment wird eine Zellpopulation auf einem
physiologisch weichen Untergrund zyklisch gedehnt (20 Zyklen, 10 Hz, 0,6%) und die
Zugkrifte einer einzelnen Zelle quantitativ iiber die Zeit bestimmt. In einer zweiten
Versuchsreihe wurden Zellen mit dem Kraftmikroskop vertikal komprimiert (20 Zyklen,
10 Hz, 300 nN) und die Zugkréfte im zeitlichen Verlauf beobachtet.

Ein GroBteil der zyklisch stimulierten Zellen (22/28) weist signifikante Anderungen in

den Zugkréften vor und nach Stimulation auf. Standardisiert man die Zugkréfte vor und
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nach Stimulation, findet man fiir beide Versuchsreihen eine Erh6hung der Zugkrifte um
tiber 100%, wobei sich die absoluten Zugkréfte vor und nach Stimulation aber nicht
unterscheiden. Osteoblasten reagieren also auf mechanische Stimulationen auch mit
einer mechanischen Antwort. Neben den schnellen Zugkraftinderungen konnte nach
beiden Arten der zyklischen mechanischen Stimulation nach Stimulation mit dem
Kraftmikroskop bei einem Viertel der stimulierten Zellen eine langsame stetige
Erh6éhung oder Verminderung der Zugkrifte {iber mehrere Minuten beobachtet werden.
Nach Dehnungsstimulation ist bei solchen Zellen, die nach Stimulation erhoéhte
Zugkrifte aufweisen, eine hohe Varianz der Zugkrifte auffdllig. Osteoblasten reagieren
also nicht uniform auf alle Arten der mechanischen Stimulation. Dies konnte durch
Aktivierung von verschiedenen Signalwegen oder durch Aktivierung unterschiedlicher
Mechanosensoren erkldrt werden. Nach nicht-zyklischer Stimulation mit dem
Kraftmikroskop wurden dagegen nur langsame Anderungen der Zugkrifte beobachtet.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Frequenz einer mechanischen Stimulation auch eine

wichtige Rolle auf zelluldrem Niveau spielt.

Nach Dehnungsstimulation traten die stirksten Anderungen der Zugkrifte direkt nach
Dehnung auf - meist innerhalb von fiinf Sekunden. Calciumaktivierungen und
Aktivierung der Erk1/2 MAPKn werden aber erst nach einer Verzdgerung von iiber
einer Minute beobachtet. Nach Stimulation mit dem Kraftmikroskop konnten keine
physiologischen Calciumaktivierungen beobachtet werden, obwohl Zugkraftinderungen
bereits direkt nach Stimulation zu beobachten waren. Die hier gewonnenen Ergebnisse
zeigen im Kontext, dass erste Zugkraftinderungen nach mechanischer Stimulation

unabhingig von einer ganz-zelluldren Calciumaktivierung auftreten.

Die hier vorliegende Arbeit gewéhrt tiefere Einblicke in das zellmechanische Verhalten
unter dullerer Belastung. Durch die Anpassung und Etablierung der
Zugkraftmikroskopie fiir mechanische Stimulationsexperimente steht nun ein
vielseitiges Instrument zur Verfiigung, um Anderungen der zelluliren Interaktionskrifte
mit ihrer Umgebung nach mechanischer Stimulation genauer zu untersuchen. Auf den
hier vorgestellten Ergebnissen aufbauend, wird man daran arbeiten, die zugrunde

liegenden molekularen Mechanismen dieser Kraftanderungen aufzukléren.
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