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ZUSAMMENFASSUNG PROMOTIONSSCHRIFT DAVE AHRENS

BIOMECHANISCHE UNTERSUCHUNGEN ZUR ROLLE DES ZYTOSKELETTS FUR DIE
MECHANISCHE ANISOTROPIE UND DEHNBARKEIT VON MONOLAGEN EPITHELIALER

ZELLEN

Die Haut ist eines der faszinierendsten Organe des menschlichen Korpers. Kenntnisse
tiber ihre mechanischen Eigenschaften sind insbesondere in der Medizin von hoher
Relevanz, wie z.B. wahrend chirurgischer Eingriffe oder bei Hauttransplantationen.
Obwohl die mechanischen Eigenschaften der Haut bereits lange Forschungsgegenstand
waren, sind die dahinter stehenden molekularen Mechanismen kaum bekannt. Aus
diesem Grund beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit einzelnen Hautschichten,
Monolagen von Keratinozyten, welche mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie Studien
der intrazelluldren Strukturen ermdoglichen. Zellmonolagen stellen dabei das einfachste
multizelluldre Gewebe dar, an dem sich die Wechselwirkungen von Zellen u.a. anhand der
interzelluldren Verbindungen, wie Adherens Junctions und Desmosomen, untersuchen
lassen. Sie ermoglichen aufSerdem eine explizite Manipulation des Zytoskeletts, einem
komplexen, hochadaptiven System das mafsgeblich den Zellen Form und mechanische
Stabilitdt verleiht. Das Zytoskelett setzt sich aus drei filamentosen Netzwerken zusammen,
die sich in ihren Eigenschaften ergdnzen und miteinander wechselwirken kénnen.

In dieser Arbeit wurde das Wechselspiel der mechanischen Eigenschaften epithelialer
Monolagen mit der Organisation dieser zytoskelletalen Untersysteme analysiert. Der
dazu verwendete Ansatz basiert auf elastischen Silikonkautschukkammern, in denen
eine physiologische Kultivierung von Zellmonolagen moglich ist. Diese Kammern sind
tiber einen weiten Bereich linear elastisch und konnen mit Hilfe einer speziell dazu
angefertigten Apparatur Mikrometer-genau gedehnt werden.

Weiterhin wurde ein zyklisches Dehnungsprotokoll verwendet, mit Hilfe dessen die auf
den Kammern befindlichen Zellen entlang einer Achse senkrecht zur Dehnungsrichtung
ausrichtet werden konnen. Insbesondere wurde dadurch auch das Aktinzytoskelett der
Zellen entlang derselben Achse ausgerichtet, womit ein biologisches Material mit ver-
anderten mechanischen Eigenschaften erzeugt werden konnte. Einer der Schwerpunkte
der Arbeit lag dabei auf der Kontraktilitdt und der Bruchdehnung dieser ausgerichteten
Zellmonolagen, wobei ein mechanisch stark anisotropes Verhalten der Monolagen heraus-
gearbeitet werden konnte. Insbesondere konnte dabei gezeigt werden, dass die von den
Monolagen generierten Kréfte in Ausrichtungsrichtung um eine Grofienordnung hoher
sind als senkrecht dazu. Auch der Einfluss der zelluldren Ausrichtung fiir die Bruchdeh-

nung der Monolagen konnte mit diesem System bestimmt werden. Diese war entlang
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der zelluldren Ausrichtungsrichtung signifikant kleiner als senkrecht dazu, wodurch
eine weitere stark anisotrope Eigenschaft in ausgerichteten Zellschichten nachgewiesen

werden konnte.

In einer weiteren Experimentreihe wurde der Einfluss der Keratine, einem weiteren
zytoskelletalen Netzwerk, auf die Steifigkeit der Monolagen unter Dehnung untersucht.
Obwohl Keratine einen Proteinanteil in Epithelien von bis zu 85% ausmachen kénnen,
bleiben ihre Funktionen in Zellen bisher weitestgehend ungeklart. Daher wurden hier
vergleichende Experimente einer Keratin-freien Keratinozyten-Zelllinie mit ihrem zu-
gehorigen Wildtyp durchgefiihrt. Diese Keratin-knock-out Mutante wurde von der AG
Magin (Leipzig) etabliert. Fiir die Analysen wurde ein neuer kombinierter Ansatz aus
einem Rasterkraftmikroskop, einem Zellstretcher und einem Lichtmikroskop verwendet.
Mit diesem war es moglich, Zellen bis zu 50% zu dehnen und durch lokale Mikroinden-
tationen mechanisch zu analysieren. Insbesondere konnten damit die gleichen Zellen, die
zuvor im relaxierten Zustand untersucht wurden, nach der Dehnung wiedergefunden
werden. Damit konnte der Anstieg der Steifigkeiten einzelner Zellen ermittelt werden.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Keratinozytenmonolagen sowohl bei 25% als auch
bei 50% Dehnung signifikant versteifen. Um den Einfluss der Keratine auf das Verhal-
ten der Monolagen unter Dehnung zu untersuchen, wurden diese Messungen mit der
Keratin-freien Mutante wiederholt. Dabei reagierte die Keratin-KO-Mutante mit einer

verringerten Versteifung unter Dehnung.
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EINLEITUNG

Die Haut stellte die erste und wichtigste Schutzbarriere des Organismus vor dufieren
Einfliissen dar. Besonders Kenntnisse iiber ihre mechanischen Eigenschaften wie ihre
Dehnbarkeit oder die Verteilung der mechanischen Spannungen sind von hoher Relevanz
tiir Wissenschaft und Medizin. Mechanische Spannung ist eine natiirliche Eigenschaft
der Haut, die erstmals vom franzosischen Chirurgen Guillaume Dupuytren im Jahr
1834 untersucht wurde. Seit dem sind tiber 30 von Chirugen entwickelte Richtlinen
zur Auswahl entsprechender Spannungslinien der Haut fiir operative Eingriffe bekannt
Wilhelmi et al., 1999. Die Kenntnis anisotroper Spannungsverteilungen der Haut spielt
u. a. eine wichtige Rolle bei der Minimierung von Narbengewebe. Insbesondere fiir
Transplantationen sind Kenntnisse iiber die physiologischen Bereiche mechanischer Be-
lastungen der Haut essentiell. Weiterhin ermoglicht die einzigartige Anpassungsfahigkeit
der Haut an mechanische Dehnungen erst eine normale Entwicklung des Organismus.
Man bedenke allein die enormen Anpassungen der Haut am Bauch wéhrend einer
Schwangerschatft.

Eine Vielzahl dieser Eigenschaften kann auf das komplexe Zusammenspiel einzel-
ner Zellen zuriickgefiihrt werden. Die Verbindungen zwischen Zellen in epithelialen
Geweben entstehen dabei aus einem diffizilen, streng regulierten Zusammenspiel zytos-
kelletaler Proteine und zelluldrer Adhadsionskomplexe. Obwohl viel {iber die biologischen
Mechanismen dahinter bekannt ist, verbleiben die daraus resultierenden mechanischen
Eigenschaften auf zelluldrer Ebene weitestgehend unerforscht. Einer der Griinde dafiir
ist der Mangel an nicht-invasiven Methoden, die sowohl eine gezielte Manipulation auf
zelluldrer und subzelluldrer Ebene als auch mechanische Analysen auf Gewebe-Ebene
erlauben. Nicht zuletzt geht das hohere Level an Komplexitdt auch mit einer immer

schwieriger werdenden Abstraktion der biologischen Systeme einher.

Das mechanische Geriist der Zellen stellt das Zytoskelett mit seinen drei Untersystemen,
den Aktinfilamenten, Intermediérfilamenten und Mikrotubuli, dar. Diese hochdynami-
schen Polymersysteme konnen miteinander synergistisch wechselwirken und bilden so
ein vielschichtiges biologisches Material mit einzigartigen Merkmalen.

Zum Verstdandnis der komplexen, rheologischen Eigenschaften von Zellen, wie der
Versteifung unter Dehnung (Janmey et al., 1991, Wang et al., 2002, Ferndndez et al.,
2006), glasdhnlichem Verhalten (Fabry et al., 2001, Desprat et al., 2005) oder Dehnungs-
induzierte Fluidisierung (Trepat et al. (2007)), ist eine Vielfalt experimenteller Techniken

erforderlich, mit denen die verschiedenen Bereiche der Zelle zugédnglich gemacht und
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untersucht werden konnen. Ein Grofiteil dieser Techniken basiert auf der Analyse me-
chanischer Deformationen als Reaktion auf eine externe Krafteinwirkung. Dazu gehoren
beispielsweise Rasterkraftmikroskopie (Radmacher et al., 1992, Radmacher et al., 1996),
optische Pinzetten (Henon et al., 1999, Raucher und Sheetz, 1999, Betz et al., 2009),
magnetische Pinzetten (Wang et al., 1993, Bausch et al., 1999, Alenghat et al., 2000) und
Mikrokugeln (Bursac et al., 2005, Hoffman et al., 2006, Matthews et al., 2006) , oder die
Aspiration von Zellen mittels Mikropipetten (Evans und Yeung, 1989, Tran-Son-Tay et
al., 1991). In weiteren Studien wurden zelluldre Reaktionen auf mechanische Dehnung
analysiert, wie z.B. Untersuchungen von Endothelzellmonolagen in Suspension (Harris
et al., 2012), isolierten Zellen in einem optischen Stretcher (Guck et al., 2001, Guck et al.,
2005) oder auf dehnbaren Substraten ausplattierte Zellen (Sawada et al., 2001, Kaunas et
al., 2005, Jungbauer et al., 2008, Faust et al., 2011). Aus diesen Experimente geht ein klarer
Hinweis auf die essentielle Abhédngigkeit der Zellmechanik von mechanischer Dehnung

hervor.

Eine besondere Herausforderung bei dieser Art von Experimenten ist die Wahl eines
geeigneten Levels an Abstraktion, nach dem das Modellsystem ausgesucht wird und
welches anschliefiend unter moglichst physiologischen Bedingungen analysiert werden
kann. Der dabei geschlossene Kompromiss zwischen der Zuganglichkeit des Modells
und der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den lebenden Organismus spiegelt die
dabei auftretende Problematik wieder. Bisher fanden die mechanischen Untersuchungen
des Zytoskelett vor allem in vitro anhand einzelner Biopolymere (Kreplak et al., 2005,
Block et al., 2017) und -netzwerke (Janmey et al., 1991, Vahabi et al., 2016) statt oder im
Kontext lebender Zellen mittels Depolymerisation zytoskelletaler Bestandteile (Lulevich
et al., 2010, Gavara et al., 2006) oder Verdnderungen des genetischen Hintergrundes
(Seltmann et al., 2013, Mendez et al., 2014). Diese Versuche unterstreichen dabei die Rolle

zytoskelletaler Filamente fiir die mechanischen Eigenschaften biologischer Proben.

1.1 ZYTOSKELLETALE NETZWERKE

Entscheidend fiir die Mechanik der Zellen ist das Zytoskelett, das zusammen mit einer
Vielzahl von Motorproteine und Kreuzvernetzer das mechanische Geriist von Zellen
und Geweben darstellt. Die Hauptkomponenten des Zytoskeletts sind Netzwerke, deren
Zusammenspiel von einer einzigartigen Dynamik geprégt ist. Sie bestehen aus Polymeren,
die ihre Eigenschaften bestimmen. Charakteristisch fiir Polymere ist die Verkniipfung von
Proteinen tiber nicht-kovalente Bindungen zu einer Kette. Dadurch ist es Zellen moglich,
tiber Polymerisation und Depolymerisation ihr Zytoskelett effizient und zielgerichtet
den dufieren Anforderungen anpassen (Boal, 2002). Im Zusammenspiel mit Signal-und

Adapterproteinen sind diese Biopolymernetzwerke in der Lage wichtige Funktionen wie
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Polarisation, Migration oder Separation der Chromosomensitze wihrend der Zellteilung

zu Ubernehmen (Alberts et al., 2002).

1.1.1  Aktinfilamente

Aktinfilamente (AF) bestehen dem Namen nach hauptsachlich aus Aktin und besitzen mit
5bis 9nm den kleinsten Durchmesser zytoskelletaler Filamente, weshalb sie hdufig auch
als Mikrofilamente bezeichnet werden. Zusammen mit dem Motorprotein Myosin bilden
Aktinfilamente das Aktin-Myosin-System, welches Muskelkontraktion, intrazelluldren
Transport und Generierung mechanischer Spannungen z.B. wahrend der Migration
ermdoglicht. Mithilfe einer Vielzahl von Schliisselproteinen iibernehmen AF weitere
wichtige Aktivitdten wie Proliferation, Sekretion und Lipid-Synthese (Alberts et al., 2002).

AF konnen sich nach drei Ordnungsprinzipien in Zellen organisieren. Sie bilden
Gel-artige, dichte Netzwerke unterhalb der Zellmembran (Aktinkortex), kommen als
Parallelbiindel in Mikrospikes und Filopodien® vor oder kénnen auch als kontraktile
Filamentbtindel (Stressfasern), die mit dem Zellsubstrat verbunden sind, ausgebildet
werden (siehe auch Abbildung 1.1). Wie diese teils sehr verschiedenen Anordnungen von
grofitenteils gleichartigen AF generiert und stablisiert werden konnen ist nicht vollstandig
bekannt. Es ldsst sich jedoch mit hoher Sicherheit sagen, dass die Biindelungsproteine
a-Actinin und Fimbrin sowie das Gel-bildende Protein Filamin eine entscheidende
Rolle spielen. Dabei wird vermutet, dass «-Actinin fiir die Bildung von Stressfasern
und Fimbrin fiir die Quervernetzung von AF in Filopodien ist. Filamin kann zwei
sich tiberkreuzende AF verflechten, wodurch sich ein lockeres, viskoses Netzwerk bildet
(Alberts et al., 2002). Dieses Geflecht bildet das mechanisches Gertist der Plasmamembran
und ist Kernelement der Endozytose (Aufnahme externer Elemente).

Aktin-Typen in Sdugergeweben konnen in drei Klassen unterteilt werden. x-Aktine
kommen in Skelettmuskeln und der glatten Muskulatur sowie den Herzmuskelzellen
vor. (3- und y-Aktine wurden als Bestandteile des Zytoskeletts gefunden, wobei y-Aktine
auch in der glatten Muskulatur auftauchen. Wie in Experimenten nachgewiesen werden
konnte, unterscheiden sich die einzelnen Aktin-Typen in vitro kaum in ihren Eigenschaf-

ten (Alberts et al., 2002).

F-Aktin besitzt eine funktionale Polaritdt mit einem schnell wachsenden (+)- und
einem langsam wachsenden (—)-Ende. Da die F-Aktin-Myosin-Komplexe in ihrer Form
an Pfeilspitzen erinnern, wird das (—)-Ende haufig auch als spitzes und das (+)-Ende
auch als stumpfes Ende bezeichnet. Untereinheit der AF ist globuldres Aktin (G-Aktin),

welches in filamentoses Aktin (F-Aktin) polymerisieren kann und dabei eine doppel-

1 Finger-dhnliche Auslaufer der Zelle
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ib)  AF
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polar
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Ip ~10 um
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Abbildung 1.1: Vergleich der rdumlichen Aufteilung zytoskelletaler Netzwerke: a) Immunfar-
bungen der jeweiligen Komponenten (Filamente weif$, Zellkerne blau) in NIH/3T3-
Zellen. b) Die Biopolymere unterscheiden sich in ihrer Polaritdt, Umsatzrate und
Persistenzldnge (lp). ¢) Schematische Darstellung der Filamente innerhalb der
Zelle. Die Mafistabsbalken entsprechen 5 um. Abbildung aus Shabbir et al., 2014
(a) und Huber et al., 2015 (b und ¢)

helikale Struktur ausbildet (Holmes et al., 1990, siehe auch Abbildung 1.2). G-Aktin
weist eine Bindungsstelle fiir ATP auf, die essenziell fiir die Polymerisation ist. Diese
findet bevorzugt am Plusende der Filamente statt, wobei ATP von polymerisierten Aktin-
Molekiilen dephosphoryliert wird bis der Grofsteil des Filaments aus ADP-Aktin besteht.

Bei der so genannten kritischen Konzentration Cy sind die Auf- (kq..f) und Abbaurate
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kqb) ausbalanciert mit C, = et Dabei ist die kritische Konzentration am Minus-Ende
Kaur

hoher als am Plus-Ende.

Cx(—) > Cx(+)

Wihrend der Polymerisation sinkt die Konzentration von G-Aktin bis sie kleiner
als Cy(—), aber immer noch grofier als Cy(+) ist. Daraus folgt ein Zustand der als
Treadmilling bzw. Tretmiihlenmechanismus bezeichnet wird (Wegner, 1976). Dabei sind
Polymerisation am (+)- und Depolymerisation am (—)-Ende ausgeglichen, wodurch sich
die effektive Lange der Filamente nicht dndert. Dadurch haben AF-Netzwerk Umbauraten
von nur wenigen Minuten (Huber et al., 2015), was u.a. entscheidend fiir die amoboide

Migration ist.

Aktinmonomer
(G-Aktin)

Aktinfilament
(F-Aktin)
N

Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau von F-Aktin. Aktinmonomere lagern sich bevorzugt am

Plus-Ende der Filamente an. Abbildung verdndert nach Alberts et al., 2002.

Die enorme Dynamik zelluldrer AF kommt vorallem in mikroskopischen Zeitraffer
Aufnahmen zur Geltung. Neben den hohen Polymerisationsraten sind dafiir Motorpro-
teine entscheidend. Im Fall der AF gehoren diese zur Familie der Myosine. Die ersten
entdeckten Myosine gehorten der Unterfamilie Myosin-II an, welche die in den Mus-
kelzellen vorkommenden Myosine umfasst. Diese bestehen aus zwei Képfen und einen
stabformigen langen Schwanz. Im Gegensatz dazu besitzen die in Nicht-Muskelzellen
vorkommende Myosin I-Molekiile nur einen Kopf und eine kiirzere Schwanzdomaéne.

Die Motordoméne oder auch Motor-Kopf ist bei allen Myosinen konstant und kann
mittels ATP-Hydrolyse zu +-Ende der AF ,,wandern”. Die Schwanzdoméne unterscheidet
sich in den einzelnen Myosin-Untergruppen und kann an die Plasmamembran, Vesikel
oder vollig unabhédngig von der Kopfdoméne an einem zweiten AF binden. Je nach dem
kann Myosin-I F-Aktin gegen die Plasmamembran verschieben, Vesikel entlang einzelner
AF transportieren oder AF gegen ein anderes bewegen (Alberts et al., 2002, siehe auch
Abbildung 1.3).

Die Funktion von Myosin II besteht darin, entgegengesetzt orientierte AF aneinander
vorbei gleiten zu lassen, um so kontraktile AF-Biindel zu generieren. Es bildet dabei u.a.
die molekulare Basis der Muskelkontraktion. Zusammen mit AF iiber nimmt Myosin II
auch wichtige Funktionen in Nicht-Muskelzellen. Wahrend der Zellteilung bildet der
Aktin-Myosin-II-Komplex einen kontraktilen Ring. Dieser kann die sich teilende Zelle
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mittig einschniiren bis die Cytokinese in zwei Tochterzellen abgeschlossen ist. Auch
Stressfasern bestehen aus Biindeln aus Aktin- und Myosin-II-Filamenten. Stressfasern
ermoglichen es, durch ihre Kopplung an die Fokaladhiisionen (siehe Unterabschnitt 1.2.2),
Zug auf die zelluldre Unterlage auszuiiben. Neben seiner Rolle fiir die Kraftiibertragung
von Zellen auf ihre Unterlage bzw. Extrazelluldre Matrix (EZM), ist das Aktin-Myosin
System auch in der Verkniipfung von Zelle zu Zelle beteiligt. AF und Myosin sind
auflerdem im sogenannten Adhisionsgiirtel (siehe auch Unterabschnitt 1.2.1) kontraktil
angeordnet. Dabei wird vermutet, dass diese wichtige Aufgaben wihrend der Faltung

von Epithelzellschichten in der Embryogenese tibernimmt (Alberts et al., 2002).

(b) = ®
Myosin-II
—

(c) = ®
Myosin-I

Abbildung 1.3: Die vielfdltigen Aufgaben der Myosine in einer Eukaryontenzelle. Myosine sind
verantwortlich fiir den Transport von Vesikeln entlang von AF (a) und fiir lokale
Kontraktionen in AF-Biindeln (b). Sie ermoglichen auflerdem Verschiebungen
einzelner AF (c). Abbildung verdndert nach Alberts et al., 2002.

1.1.2  Intermedidrfilamente

Namensgeber der seildhnlichen Intermediérfilamente (IF) ist ihr Durchmesser, der mit
10nm zwischen dem der Aktinfilamente und dem der Mikrotubuli liegt. Im Gegensatz
zu AF und Mikrotubuli sind IF apolar und benétigen fiir ihren Zusammenbau keine
chemische Energie aus ATP. Die daraus entstehenden Filamente verleihen der Zelle
mechanische Festigkeit und gelten als enorm widerstandsfahig gegeniiber mechanischen
Belastungen (Janmey et al., 1991, Kreplak et al., 2005, Sivaramakrishnan et al., 2008,
Fudge et al., 2008). Daher wird ihnen die Funktion als mechanischer Absorber, der
Zugkrifte in Epithelien aufnehmen kann, zugesprochen (Alberts et al., 2002). Weiterhin
wird das IF-Netzwerk auch als mechanischer “Integrator”der Vielzahl an Komponenten

des zelluldren Raums bezeichnet (Lazarides, 1980), der entscheidend die Steifigkeit der
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Zellen beeinflusst (Seltmann et al., 2013, Ramms et al., 2013).

In den meisten Eukaryoten bilden die IF ein den Zellkern umfassendes Netzwerk, das
sich bis zur Plasmamembran erstreckt und mit dieser wechselwirkt (Alberts et al., 2002,
siehe auch Abbildung 1.1). Weiterhin bilden IF ein dichtes Geflecht unter der Kernhtille,

die auch als Kernlamina bezeichnet wird.

IF bestehen aus Fasermolekiilen mit einem aminoterminalen (N) und einem car-
boxyterminalem (C) Ende (Aufbau in Abbildung 1.4). Die zentralgelegene Domdne ist
stdbchenformig und besteht aus einer heptaden o -Helix. Jeweils zwei der Fasermolekiile
lagern sich zu Doppelwendel-Dimeren zusammen. Diese Dimere setzten sich antiparallel
als Paare zu Tetrameren zusammen, woraus sich die unpolare Struktur der IF ergibt.
Die Tetramere lagern sich dann entlang ihrer Langsachsen zu den schraubenférmigen IF
zusammen (Alberts et al., 2002). Die apolar aufgebauten IFs polymerisieren wesentlich
langsamer als AF und MT (im Minutenbereich) und haben eine Umbaurate von mehreren

Stunden (Huber et al., 2015).

Derzeit sind 74 IF Proteine bekannt, die tiber 71 Gene verschliisselt sind (Kim und

Coulombe, 2007). Diese werden in fiinf Hauptklassen unterteilt:

1. Keratinfilamente, von Epithelzellen und Zellen mit epithelialen Ursprung expri-

miert

2. Vimentinfilamente, nachgewiesen in mesenchymalen Zellen und Zellen mesenchy-

malen Ursprungs

3. Desminfilamente, hauptsdchlich in skelletalen-, glatten- und Herzmuskel-Zellen

exprimiert
4. Glialfilamente gefunden in Glialzellen

5. Neurofilamente in Neuronen

Die vielfiltigste Klasse bildet dabei die Familie der Keratine mit tiber 20 verschiedenen
Filamenten in den Epithelien des Menschen (Alberts et al., 2002). Daneben gibt es acht
weitere harte oder auch « -Keratine, die vorallem in Haaren und Né&geln vorkommen.
Entsprechend ihrer Aminosdure-Sequenz werden Keratine in Typ I (sauer) und Typ II
(neutral/basisch) unterteilt. Keratinfilamente setzen sich immer aus Typ I und Typ II

Polypeptiden zu Heterodimeren zusammen.
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Abbildung 1.4: a) Dreiteilige Struktur der IF-Proteine: die zentrale alpha-helikale Doméne wird

von drei Linkersequenzen (L1 bis L3) unterbrochen und von einer N-terminalen
Kopf- und einer C-terminalen Schwanzdomaéne flankiert. b) Schematische Darstel-
lung der hierarchischen Struktur von Keratin IF. Die Untereinheiten der Filamente
konnen tiber Dimerisierung saurer mit basischer Keratine gebildet werden. Abbil-

dung verdndert nach Alberts et al., 2002.

1.1.3  Mikrotubuli

Die Gruppe zytoskelletaler Polymere mit dem grofiten Durchmesser bilden Mikrotubuli
(MT). Die 25nm breiten Hohlzylinder weisen wie AF einen polaren Aufbau auf und
bestehen aus Tubulin (Alberts et al., 2002). Ahnlich wie die Mikrofilamente besitzen sie

ein (+)-Ende, an dem sich Untereinheiten anlagern konnen und ein (—)-Ende, welches
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Tubulinmolekiile wieder verlieren kann. Zur Stabilisation der (—)-Enden sind diese in den
meisten Zellen am Centrosom eingebettet, welches am Zellkern, nahe des Zellzentrums
liegt. Neben der Stiitzfunktion dienen Mikrotubuli auch als Transportwege fiir Motorpro-
teine. Motorproteine werden in zwei Familien unterteilt. Kinesine, die sich in Richtung
des (+)-Endes und Dyneine die sich zum (—)-Ende der Mikrotubuli bewegen kénnen.
Weiterhin sind Mikrotubuli essentiell fiir die Separation replizierter Chromosomensétze
wahrend der Zellteilung.

1.1.4 Mechanik der Biofilamente

Eine eher allgemeine Beschreibung der zytoskelletalen Filamente ldsst sich mithilfe der
Polymerphysik finden. Dabei werden chemische Details der Monomere unberticksich-
tigt gelassen, sollten aber fiir die Beschreibung biologischer Systeme stets im Blickfeld
sein. Nichtsdestotrotz lassen sich mit Ansidtzen aus der Physik viele Eigenschaften des

Zytoskeletts beschreiben (siehe auch Storm et al., 2005 oder Bausch und Kroy, 2006).

Mit dem Modell der wurmartigen Kette ist es moglich, steife Polymere physikalisch zu
beschreiben. Dabei wird ein einzelner Polymer als durchgéngig flexibler, isotroper Stab

der Lange | angenommen. Zur Biegedeformation des Stabs wird die folgende elastische

Energie benotigt:
T [ 8ts >
Eniege = 5k | (52)2ds (1.1

mit dem Biegemodul k und dem Tangentenvektor t; des Pfads des Polymers s € (0,1)

Diese Gleichung wurde u.a. auch von Kratky und Porod, 1949 zur Beschreibung ihrer
Ergebnisse der Rontgenspektroskopie an Polymeren und von Helfrich zur Beschreibung
der Fluktuationen von Lipidmembranen verwendet (Helfrich, 1978).

Ab Temperaturen iiber 0 K unterliegen Polymere thermischen Fluktuationen. Dabei
kann gezeigt werden, dass die Korrelation zwischen den Tangentenvektoren entlang des
Polymerpfades exponentiell abfillt. Die charakteristische Persistenzlinge lp gibt dabei die

Langenskale an, ab der die Orientierungen der Tangenten nicht mehr korrelieren.

s —s’|
lp

(ts * tor) = exp(— ) (1.2)

Weiterhin kann die Persistenzliange verwendet werden, um Polymere anhand ihrer
Biegesteifigkeit in steif, semi-flexibel und flexibel zu klassifizieren (Doi und Edwards, 1988)
(siehe auch Abbildung 1.1).

Dabei werden Polymere, deren Filamentldnge wesentlich kleiner als ihre Persistenzlan-

ge ist als steif bezeichnet. Ein Beispiel dafiir sind Mikrotubuli mit einer Persistenzldnge



10

EINLEITUNG

von 6.3 mm (Elbaum et al., 1996) und jedoch einer Gesamtldnge von 10 — 100 pm. An-
schaulich konnen sich diese auch als Stangen vorgestellt werden.

Polymere deren Persistenzldnge sich in der Grofsenordnung ihrer Gesamtldnge bewegt
werden als semi-flexibel definiert. Einer der Vertreter semi-flexibler Biopolymere sind
Aktinfilamente mit einer Persistenzldnge von 0.5 bis 9 um (Isambert et al., 1995) und einer
Gesamtldange zwischen T um und 100 pm.

Als flexibel werden Polymere bezeichnet, deren Persistenzlange wesentlich kleiner ist
als ihre gesamte Filamentldnge. Ein Beispiel fiir flexible Biopolymere sind die Interme-
didrfilamente mit einer Persistenzldnge von 0.3 bis 1 um (Miicke et al., 2004) und einer
Gesamtldange in der Grofienordnung von 10 pm.

Mit diesem vergleichsweise einfachen Ansatz lasst sich gut ein erstes Bild tiber die Me-
chanik des Zytoskeletts machen. Dabei sind ihr Beitrag zur Steifigkeit der Zellen und das
Verhalten der Biofilamente unter mechanischer Dehnung bis jetzt noch unberiicksichtigt.

Verantwortlich fiir die Elastizitdt und Steifigkeit der Zelle werden in der Literatur vor
allem AF und IF genannt (Huber et al., 2015, Wang und Stamenovi¢, 2000, Seltmann et
al., 2013, Ramms et al., 2013). Lokale Elastizititsmessungen konnten dabei zeigen, dass
IF vorallem die Steifigkeit des Zellzytoplasmas bestimmen und AF die des Zellkortex
(Guo et al., 2013), wobei ihr relativer Beitrag zur Steifigkeit von externen Faktoren wie
der Steifigkeit ihres Substrats (Mendez et al., 2014) und der mechanischen Belastung
(Pritchard et al., 2014) abzuhdngen scheint.

Wegen der komplexen Wechselwirkungen zytokelletaler Filamente untereinander, sind
vorallen rheologische Studien an in vitro Netzwerken ein guter Ansatz zur Erforschung
der Mechanik von Biopolymeren. Dabei ist bekannt, dass in vitro Biopolymernetzwerke
sich unter Dehnung versteifen (Janmey et al., 1991, Gardel et al., 2004, Pollard und
Cooper, 2009), wodurch grofie Deformationen, welche die Integritdt von Zellen und
Geweben bedrohen, stark erschwert werden. Auf Scherdeformationen reagieren dabei in
vitro AF- und IF-Netzwerke komplementér (Janmey et al., 1991). Bereits unter kleinen
Dehnungen sind AF straff gespannt, wahrend IF kaum mechanische Spannung aufweisen.
Ab Scherdehnungen von tiber 20 % beginnen in vitro Aktinnetzwerke zu zerreifsen. An
diesem Punkt beginnen IF-Polymergele sich zu versteifen (Janmey et al., 1991).

Besonders IF sind fiir ihre hohe Dehnfidhigkeit und mechanische Robustheit bekannt.
Mit einem Rasterkraftmikroskop war es moglich, einzelne IF in vitro um 260 % (Kreplak
et al., 2005) und um 350 % (Block et al., 2017) zu dehnen. Auch epitheliale Monolagen
konnten Dehnungen von iiber 130 % ohne sichtbare Beschddigungen der IF {iberstehen
(Fudge et al., 2008).

Aktuellere Studien belegen, dass neben der Charakterisierung der einzelnen Filamente,
vor allem das Zusammenspiel der zytoskelletalen Netzwerke entscheidend fiir die Me-
chanik der Zelle ist. So stabilisieren AF und IF das Zytoplasma, womit ein Abknicken der

MT verhindert wird. Die Kompressionskréfte, die MT in Zellen dabei aushalten konnen,
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Abbildung 1.5: In vitro IF-Netzwerke unter hohen Dehnungen zeigen ein nicht-lineares Verhalten.
MT unterdriicken inhomogene Deformationen der AF und versteifen dadurch AF
unter Dehnung (Eckdiagramm). Abbildung aus Huber et al., 2015, Beschriftung
geandert.

sind um ein hundertfaches hoher als bei isolierten in vitro Filamenten (Brangwynne et
al., 2006). Auch AF profitieren von dieser synergetischen Beziehung, so konnte gezeigt
werden, dass die Versteifung von AF Netzwerken unter Dehnung in Anwesenheit von
MT stark erhoht ist (Lin et al., 2011).

1.2 ZELLULARE ADHASION
1.2.1 Interzellulire Verbindungen

Differenzierte Epithelzellen weisen eine asymmetrische Organisation ihrer Plasmamem-
bran auf. Die Regionen der polarisierten Zellen werden dabei in apikal (Abbildung 1.6,
oben), lateral (seitlich) und basal (unten) unterschieden (Lodish et al., 2013). Zur Ver-
grofserung ihrer Oberfldche bildet die apikale Membran eine Vielzahl fadenféormiger
Zellfortsdtze aus, die Mikrovilli. Mittels spezifischer Verbindungen ist die laterale Mem-
bran mit benachbarten Zellen im Gewebe und die basale Membran mit der extrazelluldren
Matrix (EZM) verbunden.

Zelluldre Verbindungen werden in drei Hauptgruppen unterteilt:

1. undurchldssige Verbindungen oder Tight Junctions

2. kommunizierende Verbindungen wie Gap Junctions

11
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3. Haftverbindungen
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung zelluldrer Verbindungen in Epithelzellen. Wahrend
Tight Junctions eine undurchldssige Membran bilden, sorgen Gap Junctions fiir
interzelluldre Signaliibertragungen. Adherens Junctions verbinden Aktinnetz-
werke benachbarter Zellen, Intermediidrfilamente werden iiber Desmosome mit
angrenzenden Zellen verlinkt und {iber Hemidesmosome mit der Basallamina.

Abbildung verdndert nach Lodish et al., 2013.

Tight Junctions, hauptsédchlich in Epithelzellen gefunden, stellen undurchlassige Ver-
bindungen dar, die einen Austausch von Substanzen innerhalb des interzelluldren Raums
verhindern (Anderson und Van Itallie, 2009). Auf zytoplasmatischer Seite sind diese tiber
die Zonula occludens (ZO) mit dem Aktinzytoskelett verbunden (Niessen, 2007). Wie

auch tiber Gap Junctions und Haftverbindungen koénnen Zellen {iber diese kommunizie-

ren (Jamora und Fuchs, 2002).

Als Vertreter der kommunizierenden Verbindungen bilden die Gap Junctions eine
direkte Verbindung zwischen benachbarten Zellen. Durch sie konnen Signale in Form

von Ionen und kleinen Molekiilen iiber rohrenartige Connexone zwischen den Zellen

ausgetauscht werden (Simpson et al., 2011).
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Haftverbindungen spielen die entscheidende Rolle bei Zell-Zell und Zell-Matrix Adhé-
sionen. Diese konnen jeweils in drei Elemente unterteilt werden: Zelladhdsionsmolekiile
(ZAM), Adapterproteine und zytoskelletale Filamente (Lodish et al., 2013, siehe auch
Abbildung 1.7). Dabei ist die Zellmembran mit Membranen anliegender Zellen und der
extrazelluldren Matrix (EZM) tiber ZAM verbunden. Die Adapterproteine verbinden die
ZAM mit dem Zytostoskelett, welches die zellularen Adhésionen mit dem zytoplasmati-

schen Raum verbindet.

Haftverbindungen konnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Aktin-assoziierte Adhé-
renzverbindungen (engl. adherens junctions) lagern sich innerhalb ausgereifter Epithel-
schichten in Form von einem Ahésionsgtirtel (lat. Zoluna adhaerens) um die Zellen herum
an (Alberts et al., 2002). Dabei bilden die Adherens Junctions zusammen mit kortikalem
Aktin und Myosin einen Komplex (Lodish et al., 2013). Uber die Ca**-abhéngigen Cad-
herine (von engl. Calcium adhering) konnen Zellen Adhésionen zu angrenzenden Zellen
initiieren. Das vor allem in Epithelgewebe vorkommende E-Cadherin ist dabei tiber die
lateralen Zelloberflaichen verteilt und akkumuliert in den Adherens Junctions.

Abbildung 1.7: Schematischer Aufbau einer Adherens Junction. Die zytoplasmatische Doméane
des E-Cadherin bindet tiber die Adapterproteine a-und (3-Catenin (c-cat, 3-
cat) an das Aktinzytoskelett und ist tiber das Protein pi120-Catenin (p120) an
der Signaltransduktion der Zelle beteiligt. Abbildung aus Simpson et al., 2011,
Beschriftungen geéndert.

Die zweite Untergruppe der Haftverbindungen bilden die knopfartigen Desmosome,
welche die IF-Netzwerke benachbarter Zellen miteinander verbinden (Abbildung 1.8).
Ahnlich zu den Adherens Junctions verbinden sich Desmosome benachbarter Zellen
iiber Mitglieder der Cadherin-Familie, den Desmogleinen und Desmocollinen. Uber das
zytoplasmatische Plaque, bestehend aus Plakoglobin und Desmoplakin sind diese mit

dem IF-Netzwerk verbunden.

13
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Intermediar-
filamente

Abbildung 1.8: Schematischer Aufbau eines Desmosoms. Die zum zytoplasmatischen Plaque
gehorenden Proteine Desmoplakin (DP) und Plakoglobin (PG) stellen das Verbin-
dungsglied der desmosomalen Cadherine Desmoglein (DSG) und Desmocollin
(DSC) und der IF dar. Abbildung aus Simpson et al., 2011, Beschriftungen gean-
dert.

1.2.2 Zell-Matrix Adhision

Die bereits erwidhnten Stressfasern der Zelle verlaufen als kontraktile Biindel aus Aktin-
filamenten parallel zur Zellmembran. Die Stressfasern enden in den sogenannten Foka-
ladhiisionen tiber die sie mit der ECM verbunden sind (Abbildung 1.9 a). Dabei konnen
Fokaladhdsionen die Reifung von Stressfasern anregen und umgekehrt konnen kontrakti-
le Kréfte die Reifung der Fokaladhdsionen beférdern (Oakes und Gardel, 2014, Tojkander
et al., 2011).

Uber die sogenannten Hemidesmosome ist das IF Netzwerk der Zellen mit der Basallami-
na verbunden (Abbildung 1.9 b). Integrine fungieren dabei als Adhé&sionsrezeptoren und
ZAM. Die Kombination einer kleinen Auswahl an « und 3-Ketten ermoglicht dabei die
Formation einer Vielzahl verschiedener Integrine, die die Bindung zu unterschiedlichen
Liganden der EZM ermoglichen. Besonders die Gruppe der a6p34-Integrine gelten als
wichtige Rezeptoren epithelialer Hemidesmosome (Alberts et al., 2002).

Mittels der Zell-Matrix Adhédsionen priifen Zellen aktiv ihre Umgebung. Uber Fokal-
kontakte konnen Zellen mithilfe der Aktin-Myosin Komplexes an ihrer Unterlage ziehen
und entsprechende Signale an das Zytoskelett weiterleiten (Alberts et al., 2002). Abhidngig
von der Steifigkeit der Substrate konnen sie dabei unterschiedlich reagieren (Discher et al.,
2005). Beispielsweise konnten Engler et al., 2004 zeigen, dass Skelettmuskelzellen hohere
Adhésionskrifte auf harten als auf weichen Substraten ausbilden. Auch Epithelzellen
reagieren auf die Substratsteifigkeit. So zeigen auf steifen Gelen (E ~ 30 bis 100 kPa)>
adhérente Zellen sehr klare, stabile Fokaladhédsionen, wéahrend die gleichen Zellen auf

Das Elastizitatsmodul E stellt die Proportionalitdtskonstante fiir die Korrelation zwischen Spannung und

Dehnung bei der Verformung linear-elastischer Festkorper dar.
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weichen Substraten (E ~ 1kPa) diffuse Adhdsionskomplexe mit einer hoheren Dynamik
ausbilden (Pelham und Wang, 1997). Auch die Stressfasern von Zellen sind auf harten

Substraten starker ausgepragt und hoher organisiert als auf weichen (Discher et al., 2005).
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Abbildung 1.9: a) Schematischer Aufbau einer Fokaladhasion. von oben nach unten: Das Aktin-
zyoskelett ist iiber eine kraftiibertragende Schicht, bestehend aus Vinculin und
Talin, mit der transmembralen Integrinschicht verbunden. Diese kann extrazellu-
lar an Proteine der extrazelluldren Matrix ankntipfen. b) Schematischer Aufbau
eines Hemidesmosoms. Die Intermedidrfilamente sind tiber Adapterproteine mit
der Integrinschicht (Adhédsionsrezeptoren) assoziiert, die wiederum an die EZM
binden. Abbildungen verdndert nach Kanchanawong et al., 2010 (a) und Lodish
et al.,, 2013 (b)
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extra- assoziierte
. Zelladhisions- Adapter-
Verbindung zellularer Filamente des
molekiile proteine
Ligand Zytoskeletts
Catenine,
klassische Cadherine
Adherens Aktin- Vinculin,
Cadherine (Nachbar-
Junction Filamente -Actinin,
(E-Cadherin) zelle)
Plakoglobin
Desmosomale
Cadherine
Cadherine Intermediar- Desmoplakine,
Desmosom (Nachbar-
(Desmogleine, Filamente Plakoglobin
zelle)
Desmocolline)
Integrin-basierte Talin,
. Proteine der Aktin-
Adhision, Integrine Vinculin,
EZM Filamente
Fokaladhisionen o-Actinin
Proteine der Desmoplakin-
. ) Intermediar-
Hemidesmosom ogP4-Integrin - EZM (Basal- dhnliches
Filamente
membran) Protein

Tabelle 1.1: Zusammenfassung der Haftverbindungen der Zelle. Verdndert nach Alberts et al.,

2002

1.3 MULTIZELLULARE GEWEBE

1.3.1

Aufbau der Epidermis

Die Haut gehort zu den mechanisch faszinierendsten Organen. Neben ihrer enormen

Widerstandsfahigkeit ist sie in der Lage, die Temperatur und den Wasserhaushalt des

Organismus zu regulieren. Aufserdem ist sie am Stoffaustausch mit der Umwelt beteiligt

(Chuong et al., 2002). Sie kann in drei Schichten unterteilt werden,

1. Die Unterhaut bildet die Subcutis, deren Hauptfunktion die Speicherung von

Warme- und Energiereserven ist.

2. Die Dermis oder auch Lederhaut enthélt Haarfolikel, Blutgefafie und Schweifidriisen,

und versorgt die dariiber liegende Epidermis.
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3. Die Oberhaut bildet die Epidermis, welche den Organismus vor physikalischen und
chemischen Reizen schiitzt und eine Barriere, u. a. auch durch ihren Saureschutz-

mantel, fiir Mikroorganismen darstellt.

Der Aufbau der Epidermis unterliegt einer besonderen Dynamik. Sie besteht zu 90 %
aus Keratinozyten, die entsprechend ihrer Differenzierung in vier Schichten unterteilt
werden. In der untersten Schicht, der Stratum basale oder auch Basalmembran sind die
polaren Zellen zylinderférmig angeordnet und mithilfe von Hemidesmosomen an dieser
verankert. Durch asymmetrische Mitose bleibt ein Teil der epidermalen Stammzellen zur
Proliferation an der Basalschicht haften, wahrend ein Teil der Tochterzellen Richtung
Hautoberflache migriert (Eckert, 1989, Simpson et al., 2011). Der Calcium-Gehalt dieser
Schichten ist umso hoher, je weiter diese von der Basallamina entfernt liegen (Elias et al.,
2002). Der Ca**-Gradient initiiert dabei die Differentiation der Keratinozyten, was weitrei-
chenden Konsequenzen zur Folge hat. Zunédchst verlieren sie ihre Teilungsfahigkeit und
werden allmahlich flacher. In der Stachelzellschicht oder auch Stratum spinosum bauen
die Zellen ihre Verbindungen zueinander aus, was diesen, dem Namen entsprechend,
ein stachelformiges Aussehen verleiht. Wahrend der Differenzierung dndert sich auch
die Spezifitdt ihrer ZAM, so wird beispielsweise ab der Stratum spinosum Desmocollin
1 exprimiert und ab der Stratum granulosum auch Desmoglein 4 (Arnemann et al.,
1993, King et al., 1997). Selbst die Zusammensetzung des Keratinzytoskellets, welches in
der Basalzellschicht bis zu 85 % des zelluldren Proteinanteils ausmachen kann, andert
sich wihrend dieses Prozesses (Fuchs und Weber, 1994). In den suprabasalen Schichten
wird die Expression von K5 — und K14 —Keratinen mit der Ausbildung von K1und
K10 ersetzt (Fuchs, 1993, Szeverenyi et al., 2008). In der nadchsten Schicht, der Stratum
granulosum, beginnt der Abbau der Zellen, die in Korneozyten umgewandelt werden.
Dabei verhornen die Zellen, flachen weiter ab und bilden Keratingranula im Zellinneren.
In der obersten Schicht, der Stratum corneum angekommen, sterben die Zellen ab und
bilden die Hornschicht (Eckert, 1989).
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Abbildung 1.10: Die vier Schichten der Epidermis sind mittels Himatoxylin-Eosin-Farbung dar-

gestellt (links oben). Durch eine streng regulierte Differentation der Zellschichten
unterscheiden sich diese in ihrer Zusammensetzung und Funktion, und sorgen
fur eine konstante Erneuerung der Haut (Mitte). Insbesondere die Unterschiede
der Schichten im Desmosom-Keratin-Komplex (blau, rechts Schema und der ZAM
der Adherens Junction (griin sind ausfiihrlicher dargestellt: K1, Keratinl1; K5,
Keratin5 usw. DP, Desmoplakin; DSC, Desmocollin; E-Cadherin, epitheliales Cad-
herin; P-Cadherin, plazentales Cadherin; PG, Plakoglobin; PKP1, Plakophilinl.
Abbildung aus Simpson et al., 2011, Beschriftungen geéndert
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1.3.2 Mechanik von Zellen und Zellgewebe

Eine charakteristische Eigenschaft zelluldaren Materials ist die Viskoelastizitdt. Dadurch
konnen sich Zellen zum Teil wie elastische Festkorper und zum Teil wie viskose Fliissig-
keiten verhalten. Die zelluldre Antwort auf mechanische Reize ist dabei stark von der
Zeitskale abhédngig (Kasza et al., 2007).

Fiir kleine Zeitskalen zwischen Sekundenbruchteilen und Sekunden verhalten sich
Zellen hauptséchlich elastisch. Dort bestimmen vor allem die zytoskelletalen Netzwerke
die zelluldre Reaktion (Gardel et al., 2003, Hoffman et al., 2006, Deng et al., 2006). Wirken
externe Krifte bereits im Bereich von mehreren Sekunden, kénnen diese Anderungen
in den Fokaladhédsionen, der Kontraktilitdt und der Zellsteifigkeit auslosen (Jiang et al.,
2005, Matthews et al., 2006, Lele et al., 2006).

Viskose Reaktionen der Zellen konnen u.a. mit einem Mikroplatten-Rheometer nach
gewiesen werden. Dabei konnen einzelne Fibroblasten, wie in (Ferndndez et al., 2006),
zwischen zwei parallelen, biochemisch-funktionalisierten Platten adhérieren. Werden die-
se zyklisch und uniaxial gedehnt, ldsst sich eine Phasenverschiebung zwischen Zellange
und Zugkraft messen, die nur durch die viskosen Eigenschaften der Zelle erklédrbar ist
(Ferndndez et al., 2006). Unter ldngerfristigen mechanischen Reizen beginnen Zellen ihre
Orientierung zu dndern und sich auszurichten. Collinsworth et al., 2000 konnten zeigen,
dass Myozyten (Muskelfaserzellen), die mehrere Tagen statischer Dehnung ausgesetzt
sind, sich in Dehnungsrichtung orientieren und an Lange zunehmen. Wird stattdessen
eine zyklische Dehnung mit einer gentigend hohen Frequenz verwendet, beginnen Zel-
len und Zellmonolagen sich senkrecht zur Dehnungsrichtung zu orientieren, um die
mechanische Belastung zu verkleinern (Wang et al., 2001, Noethel et al., 2018). Dabei
reorientiert sich zunédchst das Aktinzytoskelett bevor die Zellform zeitverzogert dazu

folgt (Faust et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden Monolagen von Keratinozyten untersucht. Diese
aus einer Zellschicht bestehenden Kolonien sind das einfachste multizellulire Gewebe,
an dem sich die Auswirkungen zelluldrer Adhésion studieren lassen.

Von einem mechanischen Standpunkt aus betrachtet, ist der Ubergang von weitestge-
hend separiert agierenden Einzelzellen zur strukturell vollig veranderten, im Kollektiv
vorgehenden Monolage hochinteressant. Harris et al., 2012 konnten zeigen, dass eine
allein an zwei gegeniiberliegenden Stangen befestigte Monolage sich um zwei Groflenord-
nungen steifer verhilt als eine isolierte Zelle, die auf einem Substrat adhérent ist. Solche
Synergien sind auch auf der Einzelzellebene bekannt. Elastizitdtsmessungen mit einem
Rasterkraftmikroskop konnten eine ca. doppelt so hohe Steifigkeit iiber dem Zellkern
von Zellen innerhalb von Monolagen (Homberg et al., 2015) als tiber Zellkernen isolierter

Einzelzellen (Ramms et al., 2013) ermitteln.
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1.4 ZIELSETZUNG

Das Thema der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zweier mechanischer Eigen-
schaften der Haut, der Anisotropie der mechanischen Spannungen und der Dehnbarkeit.
Bisher wurden diese Eigenschaften vor allem in vivo am Tiermodell (Liang et al., 1988,
Zhou et al., 2013) oder an menschlicher post mortem Haut (Gibson et al., 1965) unter-
sucht. Dabei mangelt es jedoch an Studien auf zelluldrer Ebene, die Aufschluss tiber die
molekulare Basis hinter diesen Eigenschaften geben.

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit wurden Mikrogewebe aus
Zellen der Oberhaut (Keratinozyten) untersucht. Diesen konnen als Monolagen stabile,
interzelluldre Verbindungen aufbauen. Explizit stehen dabei zwei Hauptbestandteile des
Zyotskeletts im Vordergrund, Aktin- und Intermediérfilamente. Wahrend Aktinfilamente
zusammen mit dem Motorprotein Myosin mafsgeblich fiir die Generierung mechanischen
Spannungen in Zellen und Zellgeweben bekannt sind (Tomasek et al., 1992 Gavara et al.,
2006), gelten Intermedidrfilament als mechanisch besonders robust und Dehnbar (Janmey

et al., 1991, Block et al., 2017). Dabei wurden zwei Kernhypothesen aufgestellt.

1. Aktinfilamente geben die Ausrichtung mechanischen Spannungen innerhalb von
Monolagen vor. Die kollektive zytoskelletale Ausrichtung korreliert dabei mit der

Kooperativitit der Zellen.

2. Intermedidrfilamente fungieren als mechanischer Puffer, der Zellen vor hohen

mechanischen Dehnungen schiitzt.

Der Grofiteil mechanischer Untersuchungen von Zellen fand bislang auf der Ebene
von Einzelzellen statt. Durch die Inkubation von Keratinozyten in Kulturmedium mit
erhohter Calciumkonzentration lassen sich Differenzierungsprozesse wie die Ausbildung
von Zell-Zell Adhéisionen in vitro steuern (O’Keefe et al., 1987). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Aktinfilamente von Keratinozytenmonolagen und die Monolagen selbst
sich durch zyklische Dehnung ausrichten lassen (Noethel et al., 2018). Die Kombination
aus der so erzeugten Anisotropie mit der kontrollierten Ausbildung der Adhérenz-
verbindungen ermdoglicht es im Rahmen der vorliegende Arbeit Untersuchungen zum
Einfluss der Ausrichtung des Aktinzytoskeletts auf die mechanischen Eigenschaften der
Monolagen durchzufiihren. Auch gezielte mechanische Analysen der Funktionen von
Intermediarfilamenten in lebenden Zellen waren bisher nur schwer durchfiihrbar, da es
sich bei den Intermedidrfilamenten um eine sehr grofse Familie handelt, die vor allen
in Epithelzellen einen hohen Anteil der intrazelluldren Proteine ausmacht. Dank der
Etablierung einer Epithelzelllinie deren Intermediérfilamente vollstindig fehlen durch
die AG Magin (Universitit Leipzig), sind Studien zur Rolle der Intermediérfilamente fiir

die mechanischen Eigenschaften von Zellen im Rahmen dieser Arbeit moglich.
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In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Ziele gesetzt:

¢ Untersuchung zur Rolle zytoskelletaler Ausrichtung fiir die Kontraktilitdt der

Zellmonolagen und der gewebeinternen mechanischen Spannungen

¢ Test der Widerstandsfahigkeit ausgerichteter Monolagen gegeniiber hohen mecha-
nischen Dehnungen

¢ Charakterisierung des Einflusses der Intermediérfilamente auf die mechanischen

Eigenschaften von Zellmonolagen unter Dehnung
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THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 MIKROSKOPIETECHNIKEN

Seit Beginn der biologischen Forschung waren die groflen Entdeckungen auch stets
mit der Entwicklung neuer oder der Weiterentwicklung vorhandener mikroskopischer
Methoden verkniipft. Eines der ersten Mikroskope wurde von Robert Hooke verwendet,
der 1665 wihrend des Studiums von Hohlrdumen in einem Stiick Flaschenkork, den
Begriff der Zelle mafigeblich pragte. Heutzutage ist eine Vielzahl mikroskopischer Tech-
niken vorhanden, die umfassende Untersuchungen zelluldrer Objekte in zwei oder drei
Dimensionen erlauben. Der folgende Abschnitt soll den Leser einen kurzen Uberblick

der Arbeitsprinzipien der verwendeten Techniken gegeben.

2.1.1  Kontrastverfahren

Aufgrund der geringen Unterschiede der Brechungsindizes zwischen Zellen und ihrem
umgebenden Medium féllt der daraus resultierende Amplitudenkontrast sehr gering aus.

Folgende Verfahren wurden daher zur Kontrasterhohung verwendet:

Phasenkontrast: Wie im Namen enthalten, macht sich die Phasenkontrastmikroskopie
die Verdnderung der Phase des Lichtstrahl bei Transmission der Probe zunutze. Um
Phasenverschiebung in eine Amplitudenverschiebung umwandeln zu kénnen, wird zu-
ndchst das einfallende Licht auf einen bestimmten Einfallswinkel beschrankt. Dadurch
fallen Lichtstrahlen, die die Probe nicht passieren, auf den Phasenring und werden sowohl
gedampft als auch in ihrer Phase um 9o° verschoben. Passieren jedoch Lichtstrahlen
transparente Objekte werden diese ablenkt und fallen nicht auf den Phasenring (Murphy
und Davidson, 2013). Objekt und Hintergrundlicht konnen dann entsprechend in der
Bildebene interferieren und somit Kontrast erzeugen. verwendet fiir: Zellkultur; Ablations-

experimente

Differentialinterferenzkontrast (DIC): Der auf Polarisationsmikroskopie beruhende Dif-
fenrentialinterferenzkontrast nutzt die Interferenz paralleler, senkrecht zueinander polari-
sierter Strahlenpaare zur Kontrasterzeugung aus. Diese werden in einem entsprechenden
Prisma erzeugt und passieren die Probe voneinander getrennt. Die Distanz zwischen

den Strahlenpaaren, auch Scherdistanz genannt, ist genauso klein wie oder kleiner als
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die Auflésung des Mikroskops (Murphy und Davidson, 2013). Transmittieren nun die
Strahlenpaare die Probe, legen diese bei lokalen Unterschieden der Brechungsindizes
unterschiedliche optische Wege zuriick und erzeugen danach durch Interferenz im Ge-
genstiick zum vorher beschriebenen Prisma elliptisch polarisiertes Licht. Im Gegensatz
zum linear polarisierten Hintergrund, kann dieses Licht den entsprechend eingestell-
ten Analysator durchdringen und sorgt somit fiir den gewiinschten Kontrast. Da der
Kontrast nur vom (lokalen) Gradienten der Brechungsindizes abhidngt, wird er auch
als differentiell bezeichnet. Ein grofier Vorteil vom DIC gegeniiber dem Phasenkontrast
besteht darin, dass die Kontrasterzeugung nicht so stark vom einfallenden Winkel des
transmittierten Lichts abhdngt wie beim Phasenkontrastverfahren. Dadurch wird die
Kontrasterzeugung auch bei Verwendung von Elastomerkammern mit zum Teil intrans-
parenten, lokal streuenden Einschliissen weniger stark beeintrachtigt und wurde daher
fiir einen Grofsteil der Experimente préferiert. verwendet fiir: alle Experimente am Aufbau

des aufrechten Mikroskops, Rasterkraftmikroskopie an Zellen

Fluoreszenzmikroskopie: Mit entsprechender Markierung konnen intrazelluldre Proteine
mit Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Dabei konnen die Farbstoffe mit Licht
einer bestimmten Wellenldnge angeregt werden, wobei Elektronen der Farbstoffe vor-
tibergehend auf ein hoheres Energieniveau gebracht werden. Dieser Zustand ist instabil
und resultiert in einem Ubergang der Elektronen vom hoheren wieder zuriick zum
Ursprungsniveau, wobei die freiwerdende Energie wieder in Form von Licht abgeben
wird. Da das emittierte Licht jedoch eine grofiere Wellenldnge als das anregende Licht
aufweist, kann es mit einem entsprechenden Filtersystem vom anregenden Licht getrennt
detektiert werden (Murphy und Davidson, 2013). verwendet fiir: Immunzytochemische

Analysen, Deformationsexperimente der K14-Mutante

2.1.2 Rasterkraftmikroskopie

Zur Ermittlung lokaler Zellsteifigkeiten wurde in dieser Arbeit Rasterkraftmikroskopie
(RKM) verwendet. RKM, entwickelt von Gerd Binning, Calvin Quate und Christoph
Gerber im Jahr 1986 (Binnig et al., 1986), wurde urspriinglich zur mechanischen Bildge-
bung eingesetzt. Das Herzstiick der RKM stellt dabei eine an einem Metallchip befestigte
Nadel dar, der Cantilever. Die Spitze des Cantilevers kann durch Wechselwirkungen mit
der zu untersuchenden Probe’ ausgelenkt werden. Dabei rastern zwei Piezo-Elemente
gitterformig die Oberfldche (in x- und y-Richtung) ab. Ein drittes Piezo-Element reguliert
dabei in vertikaler Richtung nach (z-Richtung). Die Auslenkung des Cantilevers wird

1 z.B. durch van der Waals-Kréfte oder Pauli Repulsion
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dabei iiber optische Sensoren aufgenommen (Abbildung 2.1) und mittels Computer zu

einem Abbild der Oberflichentopografie zusammengesetzt.

Photodiode

. Laser
Spiegel

Cantilever mit
spharischem Indentor

Zelle auf Substrat

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des RKM-Messprinzips: Die Hohe der Cantilever-Spitze
wird tiber die Reflektion eines Laserstrahls an dessen Riickseite kontrolliert.
Trifft der Laserstrahl auf die Vier-Quadranten-Photodiode wihrend der Cantilever
ausgelenkt ist, tritt eine Photospannung auf, welche mit der Auslenkung korreliert.
Abbildung aus Jungen, 2017

Das Anwendungsfeld der RKM-Techniken wurde seit der Entwicklung der RKM stark
erweitert. Insbesondere der Einsatz in Fluissigkeiten ermdoglicht dabei die Analyse biolo-
gischer Proben unter physiologischen Bedingungen, welches zur breiten Anwendung
des Rasterkraftmikroskops in der Zellbiologie bzw. biologischen Physik fiihrte. In dieser
Arbeit wurde das RKM zur kraftspektroskopischen Analyse zelluldrer Monolagen ver-
wendet. Dabei wurde nicht tiber die Oberflichen gerastert, sondern die Zellen vertikal
indentiert (eingedriickt). Die Auslenkung der Cantileverspitze wird dazu in Abhangig-
keit von der Hohe des vertikalen Piezo-Elements (z-Piezo) detektiert. In Abbildung 2.2
ist eine Messung schematisch dargestellt. Ein Messzyklus kann in Anndherungs- und
Riickzugsphase unterteilt werden. Wahrend ersterer wird der Cantilever auf die Probe
abgesenkt bis dieser sie beriihrt. Anschlieflend driickt dieser die Zellen ein bis ein vorher
definierter Kraft-Sollwert erreicht ist. Einzig diese Phase wird fiir die Steifigkeitsanalysen
verwendet. Sobald der Sollwert erreicht ist, beginnt die Riickzugsphase, wobei in den
ersten Momenten der gebildete Kontakt zwischen Cantilever und Zelle den riickwirken-
den Kriften standhalten kann. Sobald diese Krafte hoch genug sind, um die Adhésion

zu 16sen, kann der Cantilever in seine urspriingliche Position zuriickgefahren werden.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines Messzyklus. Die Annaherungskurve (blau, von
rechts nach links) unterteilt sich in Anndherungsphase (1), Kontaktpunkt (2) und
Indentation (3). Die Riickzugskurve (rot, von links nach rechts) bestehend aus
Relaxation (4), dem Punkt maximaler Adhdsion (5) und Riickzugsphase (6),
schliefit sich dieser an. Abbildung aus Jungen, 2017.

Die wihrend der Indentation gemessene Hohe des z-Piezos h, beinhaltet zwei parallel
aufgenommene Grofien: Ein linearer, elastischer Anteil d, der die Auslenkung des Canti-
levers angibt und die tatsdchliche Indentation 6 in die zelluldre Probe. Das Verhiltnis

dieser Grofien zueinander kann wie folgt angegeben werden:

h,=d+3% (2.1)

Die Auslenkung des Cantilevers kann mit der in Unterunterabschnitt 2.1.2.1 ermittelten

Federkonstante k entsprechend dem Hookeschen Gesetz extrapoliert werden:

d=F/k (2.2)

mit der Kraft F.

Damit berechnet sich die Indentation tiber:

§=h, —F/k (2.3)

2.1.2.1 Kalibration

Die reinen Messdaten beinhalten die Hohe des z-Piezo-Elements und die Auslenkung der

Cantileverspitze. Um die zwischen Cantilever und Probe wirkenden Kréfte berechnen zu
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konnen, wurde vor jeder Messung die Sensitivitit der Photodiode und die Federkraftkon-
stante des Cantilevers ermittelt. Erstere kann iiber eine Photospannung-Abstandkurve
in einer Petrischale ermittelt werden. Da bei dieser Art von Messungen ausschliefslich
Cantilever verwendet werden die wesentlich weicher als Petrischalen sind, kann da-
bei die Substratindentation vernachléssigt werden. Dadurch kann die Auslenkung des
Cantilevers, detektiert mit einer Photospannung, in Abhidngigkeit von der Hohe des
Z-Piezos aufgenommen werden. Aus geometrischen Uberlegungen kann eine lineare
Korrelation zwischen der Photospannung Uc und der Hohe des z-Piezos h, wihrend
der Indentation angenommen werden. Der Kehrwert des Anstiegs dieser Funktion wird

im Folgenden als Sensitivitit s bezeichnet:

1 Ah,
ST AT AUc

(2.4)

mit A, dem Anstieg der Anpassung.

Eine effiziente Methode zur Ermittlung der Federkonstante k des Cantilevers ist die
nach Hutter und Bechhoefer, 1993, die das Schwingungsspektrum des Cantilevers zur
Berechnung verwendet. Mit entsprechender Software ist sie sehr schnell und automati-
siert anwendbar. Im Folgenden wird der Cantilever als eindimensionaler harmonischer

Oszillator angenommen und die vertikale Auslenkung des Cantilevers d als einziger

Freiheitsgrad:
1 1
Emw%<d2> = Ethermisch = §k<d2> (25)

mit der Masse des Cantilevers m, der Resonanzfrequenz w, Federkonstante k und
der mittleren quadratischen Verschiebung (d?), welche durch das thermische Rauschen

hervorgerufen wird.

Uber das Aquipartitionstheorem kann der Zusammenhang der mittleren Energie
eines Systems mit seiner Temperatur angegeben werden. Dabei besitzt im thermischen

Gleichgewicht des Systems jeder Freiheitsgrad die gleiche mittlere Energie.

1 1
§k<d2> = F—thermisch = EkBT (26)

mit der Boltzmann Konstante kg und der Temperatur T.

Mittels Durchstimmen der Frequenzen kann das zugehorige Schwingungsspektrum

des Cantilevers in Medium aufgenommen werden. Seine spektrale Leisungsdichte P
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kann mit einer Lorentzfunktion um seine Resonanzfrequenz modelliert werden (siehe
auch Abbildung 2.3):

- D/(2n?)
P QR (2 — @7)

Mit der Frequenz f, der charakteristischen Frequenz des Cantilevers fo = ﬁ, dem

Reibungskoeffizieten y im Medium, dem Qualitdtsfaktor des Cantilevers Q = —Vgﬂ‘, der
kT
ar

Die Flache unter der Anpassungskurve entspricht dabei der Energie des Systems fiir
den Resonanzfall. Durch Integration kann (d?) analytisch berechnet werden und so

mithilfe von Gleichung 2.6 auch die Federkonstante k.

Masse des Cantilevers m und D =

150 4 4,
— 2‘
E 100 4
=
<L 04 . , - .
S 10 15 20
o

|

o 5 10 5 20 25
Frequenz [kHz]

Abbildung 2.3: Ermittlung der Cantilever-Federkonstante tiber die spektrale Leistungsdichte. Das
Spektrum des verwendeten Cantilevertyps ist hier beispielhaft gezeigt. oben rechts:
Vergrofierung des Spektrums um das zweite Resonanz-Maxima mit Lorentzan-
passung (rot). Abbildung verdndert nach Fabris, 2016.
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2.2 BERECHNUNG DER GEOMETRISCHEN MOMENTE

In Unterabschnitt 4.3.3 wurden Zellmonolagen ablatiert. Um die dabei entstehenden
Risse analysieren zu konnen wurden Ellipsen an die Risse mithilfe der Bildmomente der
Rissflachen angepasst. Dieses Vorgehen ist im Folgenden skizziert. Die Bildmomente ge-
ben das gewichtete Mittel der Pixelintensitdten des Bildes wieder. Da die hier ermittelten
Flachen bindr sind und somit jedem Pixel der gleiche Grauwert zugeordnet ist, konnen
die Bildmomente mathematisch mit den Momenten eines massebehafteten starren Kor-
pers mit konstanter Dichte verglichen werden. Dabei entspricht sein Moment nullter
Ordnung seiner Masse, mit dem Moment erster Ordnung kann der Massenmittelpunkt
(der hier auch dem geometrischen Mittelpunkt entspricht) berechnet werden und die
Momente zweiter Ordnung sind mit seinen Tragheitsmomenten verkniipft.

Allgemein ist das Moment (p+q+r)ten-Grades definiert als

Mpgr = J J J xPx9x"f(x,y,z)dxdydz (2.8)
mitp,q,r=0,1,2,... und f(x,y, z) ist stetig.
Fiir die hier verwendeten 2D-Grauwertbilder mit den Pixelkoordinaten Xy, = [xm, Yml] T

m=1,..,n, und den Grauwerten g(x,y) = 1 ist das Moment definiert als:

n n
My =) > xhylgxy) (2.9)
miti,j=0,1,2

Der Schwerpunkt der markierten Fliche X, § kann dann tiber die Momente bestimmt

werden:

Mio Moq

, 2.10
Moo Moo (2.10)

(%, 9) =

Fiir die translations-invarianten zentralen Momente w;; ergibt sich durch Verschiebung

der Momente in den Schwerpunkt:

Hij = Z Z (Xt — %) (Yl — )9 (x,Y) (2.11)

und fiir die Orientierung 6, dem Drehwinkel der Hauptachse:

2111

tan20 = ——
K20 — Ho2

(2.12)
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Weiterhin kann die Pixelverteilung {iber die Kovarianz-Matrix C dargestellt werden.
Diese ist definiert tiber die dufieren Produkte der Pixelkoordinaten nach Verschiebung

des Koordinatensystems in den Schwerpunkt:

1 & Xm — X

C=-— E m (Xm_xym_g) (2~13)
n _
m=1 Ym —Y

(2.14)

1 [ w20 ui

(2.15)
OO \ 11 po2

Folgend wurde eine an den Achsen ausgerichtete nicht-isotrope 2D Gauss-Funktion an
die Flache angepasst. Dabei wurde fiir den Mittelwert (X, §j) verwendet. Die Varianzen in

beiden Richtungen wurden tiber die Diagonalelemente von C berechnet:

0% = H20/Ho0 (2.16)

0p = Ho02/Hoo (2.17)

Durch Gleichung 2.12 ist die Orientierung der Flache bekannt, womit auch die Gaus-
sfunktion orientiert werden kann und bei einer bestimmten Hohe in z entspricht die von

der Gaussfunktion umrandete Flache der passendsten elliptischen Anndherung:

R={(xy): ax? + bxy + cyz <13 (2.18)

wobei die Bedingung ac > b? die elliptische Form sicher stellt.
Es kann aufserdem gezeigt werden, dass die zentralen Momente zweiter Ordnung mit

den Koeffizienten der Ellipse verkniipft sind:

1 —b
C L R R c (2.19)
HOO \ gy poo T\ -b «a

Ohne Beschrankung der Allgemeinheit konnen fiir eine an den Koordinatenachsen
ausgerichtete Ellipse (b=0) die beiden Halbachsen x = j:\/g und y = j:\/g angegeben
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werden. Mit uj; = 0, da b = 0 kénnen die Eigenwerte der Kovarianz-Matrix A; /,
so berechnet werden, dass sie zusammen mit Gleichung 2.16 und Gleichung 2.17 die

Relationen Ay = p20/Hoo und A2 = po2/poo ergeben. Wegen Gleichung 2.19 gilt: a = 192

NHoo *

Mit der Determinante det(C) = (u2ouo2 — u% / u(z)o) und 11 = 4det(C) folgt fiir das
Ergebnis fiir die grofSe Halbachse der Ellipse:

1 4 4
\f: \/M: uzguozuoo _ %m0 :2\/m:2\/)\>] (2.20)
a Ho2 H5oHo2 oo oo

Die Berechnung der kleinen Halbachse erfolgt dquivalent zur grofien Halbachse.
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MATERIAL UND METHODEN

Einer der Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit war die Etablierung neuer Methoden
zur mechanischen Charakterisierung epithelialer Zellmonolagen. Das betraf sowohl An-
passungen der Substrate zur Zellkultivierung, vorgestellt in Abschnitt 3.1, als auch die
Entwicklung des Protokolls zur Generierung anisotroper Monolagen in Abschnitt 3.2.
Weiterhin wurden Anpassungen der Stretchersysteme® aus Abschnitt 3.3 an die verwende-
ten Methoden durchgefiihrt, die anschlieflend in Abschnitt 3.4 vorgestellt werden. Dazu
gehoren Kontraktilitats- und Ablationsexperimente anisotroper Monolagen, Streckfes-
tigkeitsversuche an epithelen Mikrogeweben sowie kraftspektroskopischen Analysen
gedehnter Zellmonolagen. Die verwendeten Gerdte und Materialien sind in Abschnitt 3.5

tabellarisch aufgelistet.

3.1 ZELLSUBSTRATE
3.1.1 Herstellung und Aufbau der Kammern

In der vorliegenden Arbeit wurden Elastomerkammern® zur Kultivierung von Zellen
und Streckexperimente entsprechend Faust et al., 2011 verwendet.

Aufgrund seiner hohen Biokompatibilitdt und Transparenz, wurde das PDMS Elasto-
mer3 Sylgard (Dow Corning GmbH) benutzt. Fiir Dehnungsexperimente mit hohen Am-
plituden wurde ein Protokoll zur Verwendung von Silpuran (Wacker AG) erstellt. Beide
Elastomere sind Zweikomponenten-Systeme, bei denen jeweils das Mischungsverhaltnis
ihre Steifigkeit und Elastizitdt nach der Kreuzvernetzung bestimmt. Die verwendeten
Mischungsverhéltnisse mit den entsprechenden Eigenschaften sind in Tabelle 3.1 darge-
stellt.

Das zur Kammerherstellung verwendete Gussverfahren ist ausfiihrlich in Faust et al.,
2011 beschrieben. Dazu wurden die Elastomere in den entsprechenden Kreuzvernetzer-
zu-BasisOl Verhiltnissen gemischt und im Exsikkator mittels Vakuum entgast, womit
eine spitere Luftblasenbildung im Silikon wihrend der Kreuzvernetzung deutlich re-
duziert werden konnte. Anschliefend wurden die fliissigen Elastomere exakt bis zur

Unterkante der dreiteiligen Formen (Abbildung 3.1) gegossen. Fiir Sylgard wurde eine

1 bezeichnen die im Institut entwickelten Dehnungsapperaturen, im Folgenden auch als Stretcher bezeichnet
2 auch Silikonkautschukkammern
3 PDMS abgek. fiir Polydimethylsiloxan
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Hitze-beschleunigte Kreuzvernetzung verwendet, bei der das Basisol (vinylterminier-
tes Dimethylsiloxan) mit dem Kreuzvernetzer (Methylhydrosiloxan-Dimethylsiloxan-
Copolymer) durch katalytische Hydrolyse bei 60 °C reagiert.

Fiir Silpuran wurde das Verhaltnis der A- zur B-Komponente (anderes, unbekanntes
Polymer) so angepasst, dass der Anteil der fiir die Mikroskopie storenden Fiillmaterialien
reduziert werden konnte, ohne dass dabei die Dehnfdhigkeit der Kammern stark beein-
trachtigt wurde. Des Weiteren wurden alle Arbeitsschritte vor dem Kreuzvernetzen des
Silikons im Kiihlraum bei 6 °C durchgefiihrt, da bei Raumtemperatur das Silikon bereits
wahrend des Abgiefsens fest wurde. Das Entgasen des Silikons erfolgte entsprechend auf
Eis.

Die Kreuzvernetzung von Sylgard erfolgte im Heizschrank fiir 16 h bei 60 °C bzw. von
Silpuran tiber Nacht bei Raumtemperatur. Nach dem Ausbau der Kammern wiesen diese
eine Vertiefung von 2cm x 2 cm auf, in der spéter die Zellen kultiviert werden konnten.
Der Boden unterhalb dieser Vertiefung verfiigte {iber eine Starke von 400 pm.

Da sich Silpuran als stark hydrophob und zugleich zytotoxisch erwies, wurden die
Silpurankammern mit dem weniger hydrophoben, biokompatiblen Sylgard beschichtet.
Dazu wurden die bereits kreuzvernetzten Kammern mit 150 pL Sylgard mittels Lack-
schleuder beschichtet (7 s bei goo Umdrehungen pro Minute, Rampe 1, Lackschleuder
Delta 10 TT, Siiss MicroTec). Durch diesen Arbeitsschritt war es moglich, auch kleinere
Steifigkeiten (wie 15 kPa) zu verwenden ohne dass die Kammerbdden durchhingen. Die
so produzierten Schichten wiesen eine Dicke von 130 pm (Mittelwert + Quartile von
10 pm) auf, welche mithilfe eines aufrechten Mikroskops (Axio Imager M2) und eines
40x/1.0 NA W Plan-Apochromat Eintauchobjektivs bestimmt wurde. Dazu wurde die
Differenz der Z-Positionen* zwischen Signal- und Referenz-Mikrokugeln (entsprechend
Abbildung 4.1) in zwei unabhingigen Kammern ermittelt. Diese Werte wurden wegen

des verdnderten optischen Wegs in Sylgard (Brechungsindex n = 1.43) korrigiert.

3.1.1.1  Aufbau der Kammern fiir Kontraktilititsanalysen

Fiir die Kontraktilititsanalysen wurden Kammern aus Silpuran (E = 370kPa’) ver-
wendet, die nach dem oben beschriebenen Protokoll mit 15kPa Sylgard beschichtet
wurden. Dabei handelt es sich um eine fiir Zellkraftanalysen von Epithelzellen {ibliche
Steifigkeit (siehe auch Kirchenbiichler et al., 2010). Um die von den Zellen verursachten

6 wurden

Deformationen auf den Oberflaichen der Elastomere aufnehmen zu kénnen
diese mit fluoreszierenden Mikrokugeln (Durchmesser d = 0.1 pm, Anregung/Emission:

540/560 nm) kovalent gekoppelt. Dazu wurden die PDMS-Oberfldchen fiir 3 min in 5 %-

4 entsprechend der Position des Fokustriebes
5 Das Elastizitdtsmodul oder auch Youngsche Modul E ist ein Materialkennwert aus der Werkstofftechnik

bekannt
6 hierbei konnten ausschliellich Scherungen in der Ebene der Oberflichen detektiert werden
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Massenanteil Massenanteil E [kPa] Streckfestigkeit [%]

Basisol (Sylgard) Kreuzvernetzer

40 1 50 30 - 40
50 1 15 > 40
Massenanteil Massenanteil

Silpuran A Silpuran B

1 4 370 > 100

Tabelle 3.1: Ubersicht der Mischungsverhiltnisse und Steifigkeiten der verwendeten Elastome-
re. Die Streckfestigkeit gibt die maximal tolerierte Dehnung an. oben: verwendete
Verhiltnisse fiir Sylgard, unten: Verhiltnisse Silpuran

(a) 3

Abbildung 3.1: Mittels dreiteiliger Gussformen (a) werden Elastomerkammern (b) hergestellt.
Diese konnen dann mittels Kammerhalter (c) fiir die Kultivierung von Zellen

verwendet werden. Abbildung: J. Konrad.

tiger-APTES-Losung? (vol/vol) inkubiert. Die Verdiinnung erfolgte in 95 %-tigem Ethanol
in Wasser (vol/vol) wobei ein pH-Wert von 4.5 — 5.5 mit Essigsdure eingestellt wurde.
Darauf folgte ein Waschschritt mit Ethanol mit anschlieffender Vakuumtrocknung. Die
fluoreszierenden Kugeln wurden mittels 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Hydrochlorid (EDC) und N-hydroxysulfosuccinimid-Natriumsalz (Sulfo-NHS) via 15-
mintitiger Inkubation in MES-Puffer (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure) aktiviert. Da-
bei wurden 0.1 %-tiges Natriumdodecylsulfat, 0.6 ppm Mikrokugeln®, 20 mgmL~! EDC
und 20 mg mL~! NHS in MES-Puffer verwendet. Darauffolgend wurden die silanisierten
Substrate fiir T min in der Losung mit den aktivierten Kugeln inkubiert und anschliefflend

griindlich mit Wasser gewaschen.

7 (3-Aminopropyl)triethoxysilan
8 engl. parts per million, Anteile pro Million
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3.1.1.2  Aufbau der Kammern fiir Ablationsexperimente

Der Fokus der Kammeranpassung fiir die Schneidlaserexperimente lag auf einer grofit-
moglichen Transmissivitdt der Kammerboden, da das verfiigbare Schneidlasermodul
nur in Kombination mit einem inversen konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM
880 ) verfligbar war. Dazu wurde auf Kammern aus Sylgard (50 kPa) zurtickgegriffen, da
diese aufgrund des geringeren Anteils an intransparenten Fiillmaterialien eine bessere
Transparenz als Kammern aus Silpuran aufwiesen. Weiterhin wurden diese Kammern,
wie bereits oben beschrieben, mit einer weiteren Schicht Sylgard (15 kPa) beschichtet, um
dieselbe Substratsteifigkeit wie jene die fiir die Kontraktilititsanalysen benutzt wurde zu

verwenden.

3.1.1.3 Aufbau der Kammern fiir Streckfestigkeitsanalysen

Da fiir die Streckfestigkeitsversuche ein besonders dehnbares Kammermaterial notig
war, wurde auf Silpuran zuriickgegriffen. Um die fiir die Auswertung notwendigen
affinen Transformationen berechnen zu konnen (siehe auch Unterabschnitt 3.4.3), war es
weiterhin notig eine Referenz in die verwendeten Kammern einzubauen. Dazu wurde
nach der Kreuzvernetzung der Kammern eine Schicht fluoreszierender Mikrokugeln
(Durchmesser d = 0.5 pm, Anregung/Emission: 505/515nm) physisorbiert und danach
die zweite Elastomerschicht aufgetragen (Sylgard, 15kPa). Die Zellmonolagen hatten
keinen messbaren Einfluss auf die Positionen der Referenzkugeln. Dazu wurden die
Positionen der Referenzkugeln vor und nach dem Ablosen der Zellmonolagen ermit-
telt und die Verrtickungen entsprechend berechnet (siehe Unterabschnitt 3.4.1). Dabei
konnte aufser einem die gesamte Probe betreffenden Drift kein spezifisch zuordenbares
Signal identifiziert werden. Das Protokoll zur Physisorption der Mikrokugeln wurde
in mehreren Vortests von L. Reinmuth etabliert. Dazu wurde die Kugelsuspension in
einem Verhiltnis von 1 : 1000 in PBS (vol/vol) verdiinnt und mindestens dreimal auf die

Kammermitte pipettiert und wieder abgenommen.

3.1.1.4 Aufbau der Kammern fiir RKM-Versuche

Fiir die Rasterkraftmikroskopieversuche wurde Silpuran als Kammermaterial benutzt,
um auch hier grofse Dehnungsamplituden verwenden zu kénnen. Diese wurden wie
oben beschrieben mittels Lackschleuder mit 50 kPa-Sylgard beschichtet.

3.1.1.5 Aufbau der Kalibrationskammern

Fiir die Ermittlung der lokal ankommenden Dehnung wurde der gleiche Kammeraufbau
wie fiir die RKM-Versuche verwendet, wobei eine Schicht fluoreszierender Kugeln wie
in Unterunterabschnitt 3.1.1.1 beschrieben auf die Kammeroberfldche gekoppelt wurde.

Zur Bestimmung der Starke der per Lackschleuder aufgetragenen Sylgardschichten wur-
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den die in Unterunterabschnitt 3.1.1.1 beschriebenen Signal-und Referenz-Mikrokugeln

entsprechend als Markierungen verwendet.

3.1.1.6 Herstellung der Kontrollsubstrate

Fiir die Kontrollexperimente der Kontraktilitdtsanalysen, die keine Dehnung der Zellen
erforderten, wurden ca. 80 pm starke, quadratische Deckglaser (20 x 20 mm, Typ # 00) mit
Sylgard (15 kPa) beschichtet. Dazu wurden 150 uL des Elastomers mittig auf das Deckglas
gegeben und per Rotationsbeschichtung verteilt (1800 Umdrehungen pro Minute fiir 155,
Rampe 1). Die so beschichteten Glaser wurden mit der Elastomerschicht nach oben unter
Lochschalen gedriickt und bei 60 °C fiir 16 h im Heizschrank inkubiert.

3.1.2  Kalibration der lokal ankommenden Dehnung

In dieser Arbeit erwdhnte Dehnungsamplituden beziehen sich immer auf den zurtick-
gelegten Verfahrweg der Stretcher, der verwendeten Dehnung. Um die lokal bei den
Zellen ankommende Dehnung zu ermitteln, wurde eine wie oben beschriebene Kalibrati-
onskammer ohne Zellen verwendet. Dabei wurden die fluoreszierenden Mikrokugeln
auf denselben Positionen sowohl vor als auch nach den einzelnen Dehnungsamplitu-
den entsprechend dem in Unterabschnitt 3.4.4 beschriebenen Protokoll aufgenommen.
Dazu wurde ein aufrechtes Mikroskop (Axio Imager M2) mit einem 40x/1.0 NA W Plan-
Apochromat Objektiv und der in Abschnitt 3.3 beschriebene Einfach-Stretcher verwendet.
Die wihrend der Dehnung verwendete Geschwindigkeit von v = 0.15mm/s ermdog-
lichte ein gleichzeitiges Nachfahren des Mikroskoptisches. Zur Auswertung wurden
die affinen Transformationen® von je ca. 100 rechteckigen Bereichen in fiinf, tiber die
relevante Kammerfldche verteilten Regionen begutachtet (Abbildung 4.2). Die 30 pym x
30 um grofien Bereiche beinhalteten jeweils tiber 100 Mikrokugeln. Nachfolgend wurde
dazu das Programm affine beads tracking, geschrieben von R. Springer, verwendet. Dafiir
mussten zundchst mittels normierter Kreuzkorrelation die entsprechenden Bereiche nach
Dehnung wiedergefunden werden (siehe auch Kirchenbiichler, 2011). Die normierte
Kreuzkorrelation kann nach Gleichung 3.1 berechnet werden. Der damit ermittelte Korre-
lationskoeffizient r ist ein Maf fiir die Ahnlichkeit der Verteilungen der Grauwerte °.
Der Korrelationskoeffizient ist 1 = 1 bei vollstindiger Ubereinstimmung der Muster und
T = 0 bei keiner Ubereinstimmung. Als Suchwert wurde r = 0.6 verwendet, mit dem pro
Bildbereich 15,000 - 30,000 Muster wieder gefunden werden konnten.

9 Abbildung von Punkten bei der sowohl die Kollinearitét als auch die Parallelitiat der Urbildpunkte bewahrt

werden. Sind kollineare Punkte vorhanden, werden auch die Teilverhéltnisse der Bildpunkte bewahrt.
10 Im Gegensatz dazu wurden keine Binérbilder von Kugeln auf schwarzem Hintergrund fiir das Tracking

verwendet.
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Randbemerkung: Da spéter in der Arbeit auch quantitative Ergebnisse aus anderen
Publikationen zitiert werden, wurde fiir diese Arbeit von vornherein der Punkt als Dezi-

maltrennzeichen verwendet und entsprechend das Komma als Tausendertrennzeichen.

Z(Axy _A)(Bxy _B)
r=

(3-1)

y
(Axy —A)2 3 3 (Bxy —B)?
x y

<M =M

VE

mit A; B...Grauwerte Bild A; Bild B
A; B ... mittlere Grauwerte

x; Y ... Pixelkoordinaten

Um die Dehnung der oben beschriebenen Bereiche berechnen zu kénnen, wurden
diese vom Zustand ohne Dehnung in den gedehnten gemorpht, was mittels affiner
Transformation durchgefiihrt wurde. Diese wurde mit dem in Baker und Matthews, 2004
beschriebenen Lucas-Kanade-Algorithmus berechnet.

Aus der daraus erhaltenen Abbildungsmatrix wurden die Diagonalelemente e« und

€yy fiir die weiteren Analysen verwendet.

3.2 ZELLKULTUR

In dieser Arbeit wurden Experimente an murinen Keratinozyten mit unterschiedlichen
genetischen Hintergriinden durchgefiihrt. Die Kultivierung fand bei 32 °C in einer 5%
(vol/vol) CO,-Atmosphare statt. Fiir die Langzeitkultur wurde ein Zellkulturmedium
mit einer geringen Ca*"-Konzentration von 50 uM verwendet, um eine Ausbildung von
Zell-Zell Kontakten zu vermeiden. Sowohl die vergleichsweise niedrige Kulturtempe-
ratur als auch der geringe Ca®*"-Gehalt konnten spontane Differenzierungen der Zellen
unterdriicken. Zur besseren Adhdsion wurden die Elastomeroberflachen mit Fibronektin
(human, Corning), einem der Proteine der extrazelluldren Matrix, beschichtet und tiber
Nacht bei 4 °C kultiviert. Hierfiir wurden 550 pL fiir Kammern und 300 pL fiir beschich-
tete Lochschalen mit einer Konzentration von 20ugmL~" in PBS (phosphatgepufferte

Salzlosung; life technologies) verwendet.

3.2.1 Differenzierung muriner Keratinozyten

Die in Abschnitt 4.3 verwendeten murinen Keratinozyten (E-Cadherin Wildtyp) wurden
in der AG Niessen (Center fiir molekulare Medizin, Abteilung Dermatologie, Universitat
zu Koln) isoliert. Vor der Zellaussaat auf Kammern oder beschichtete Lochschalen wurde
das Fibronektin abgenommen und 2-Kammer Ibidi-Kultureinsitze auf die Substratober-

flachen geklebt. Die Kammern maflen jeweils 7 mm x 3 mm. Es wurden pro Kammer
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10,000 Zellen in einem Volumen von 100 pL Kulturmedium ausgesét. Somit konnten
pro Elastomerkammer zwei mechanisch separierte Monolagen generiert werden'*. Nach
einer Adhédrenzzeit von einer Stunde wurden die Einsédtze vorsichtig wieder von den
Oberflachen entfernt.

Danach wurde das Kulturmedium mit 550 uL Ca**-supplementiertem Medium (1.8 mM)
ausgetauscht. Das Calcium diente der kontrollierten Differenzierung der Monolagen,
wobei diese Zell-Zell-Kontakte ausbildeten. Das wie oben beschrieben supplementierte
Medium wurde immer tiber Nacht auf der Kultur gelassen und die nachfolgenden
Messungen wurden am nichsten Tag, in einem Zeitraum von 16 h bis 24 h nach Calcium-
Zugabe durchgefiihrt. Zur Vereinfachung werden die so kultivierten Zellen im Folgenden
auch als gereift bezeichnet. Die Zellkammern der Kultureinsdtze werden durch eine
500 pm-breite Wand separiert, die dann spéter auch dem Abstand der beiden Monola-
gen entsprach. Das Zellwachstum gereifter Monolagen iiber Nacht in diese Liicke war
nie grofer als ca. 50 pm pro Seite. Fiir die Untersuchungen der zelluldren Kontakte in
Abhingigkeit von der Inkubationszeit in Ca**-haltigem Medium wurden entsprechend
Zeitraume von 40 h bis 48 h nach Zugabe von Calcium verwendet. Fiir die Kontrollen
(0h Ca*") wurden die gleichen Zeitrdume wie die der gereiften Monolagen ohne die
Verwendung von Ca**-supplementiertem Medium benutzt. Diese werden im Folgenden
auch als nicht gereift bezeichnet. Da die nicht differenzierten Keratinozyten wegen der
tehlenden Einbindung in den Zellverband mobiler waren, wurden die Ibidi-Einsétze erst
direkt vor Beginn der zyklischen Dehnung entfernt, ohne dass dabei das oben beschrie-
bene Artefakt beobachtet werden konnte. Dadurch wurde ein Zuwachsen/Migration
in die Liicke tiber Nacht verhindert. Fiir die Versuche an nicht gereiften Monolagen
ohne Prikonditionierung wurden gleiche Zeitraume eingehalten, respektive wurden die

Ibidi-Einsdtze 4 h vor den Kontraktilitdtsanalysen entfernt.

Direkt vor den Messungen wurde das Medium erneut mit 25 mM HEPES (2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure) supplementiertem Medium (1.8 mM
Ca*") ausgetauscht. Alle Messungen wurden innerhalb der nédchsten 60 min durchge-
fiihrt.

3.2.2  Keratinozyten mit mutierten Keratinnetzwerken

Zur Untersuchung des Keratinzytoskeletts in Abschnitt 4.5 wurde eine Keratin-knock-
out-Mutante verwendet, die in der AG Magin (Fakultat fiir Biowissenschaften, Phar-
mazie und Psychologie, Universitdt Leipzig) etabliert wurde. Diese konnte erstmals

den gesamten Keratin Typ I Genkomplex deletieren. Da aber zur Bildung von Keratin-

11 unter der Annahme eines ausreichenden Abstands
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Intermedidrfilamenten immer sowohl der saure als auch der basische Dimerisationspart-
ner notig sind, blieb in Folge dessen die Bildung jegliche Keratine aus.

Zur mikroskopischen Untersuchung der Keratinfilamente in lebenden Zellen wurde
die Rescue-Zelllinie KtyI -/- K14 verwendet. Zur Generierung der Zelllinie wurde in der
AG Magin mithilfe von lentiviraler Transduktion wurde cDNA von murinem Keratin 14
in KO- Zellen eingebracht. Durch das so eingebrachte, saure K14 und die vorhandenen,
basischen Keratinen konnte wieder ein stabiles Keratinnetzwerk entstehen (Vijayaraj et

al., 2009, Kroeger et al., 2013).

Fiir die Flastizititsmessungen wurden pro Elastomerkammer 100,000 Zellen ausgesét
und durch vorsichtiges Schieben der Kammern zu einer gleichméfiigen Zellmonolage
tiber die Kammeroberfliche (4.4 cm?) verteilt. Die Zellen wurden in einem Volumen
von 550 pL ausgesit. Um ein Durchhidngen des Kammerbodens aufgrund des Gewichts
des Mediums zu verhindern, wurde in Faust et al. Faust et al., 2011 fiir Sylgardkam-
mern (50 kPa) eine Vordehnung um 7.5 % der urspriinglichen Kammerldnge ermittelt.
In dieser Arbeit wurden 10 % Vordehnung verwendet. Fiir die verwendeten Silpuran-
kammern konnte wegen der hoheren Steifigkeit (370 kPa) ein geringeres Durchhingen
angenommen werden. Nach einer Adhédrenzzeit von 8 h wurde das Kulturmedium durch
1.8 mM Ca*" supplementiertes Medium ausgetauscht. Fiir die Messungen wurde wie
oben HEPES supplementiertes Medium verwendet. Alle Messungen wurden innerhalb

der nédchsten 75 min durchgefiihrt.

3.2.3  Zellkulturprotokolle

Immunfirbungen

Mittels immunzytochemischer Farbungen konnten Proteine des Zytoskeletts und der zel-
luldren Adhésionen sichtbar gemacht und dadurch die Differenzierung und Ausrichtung
der Monolagen charakterisiert werden. Dazu erfolgte eine Fixierung der Zellen in 3.7 %-
tigem Paraformaldehyd (PFA) in Zytoskelett(CB)-Puffer fiir 20 min bei 37 °C, welche
mit 20 mM Glycin-CB abgestoppt wurde. Anschlieflend wurden die Zellmembranen mit
0.5 %-tigem Triton in CB-Puffer fiir 5min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Dadurch
konnten die verwendeten Antikorper in die Zellen eindringen. Nach dem darauffolgen-
den dreimaligen Waschen mit CB-Puffer wurden die unspezifischen Antikorperbinde-
stellen mit Milchpulver blockiert. Dazu wurde mit 5 %-tiger Milchpulver-CB-Losung fiir
45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben mit der priméaren
Antikorperlosung (1 : 200 in CB) fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschliefSend
wurden die Proben dreimal mit 1 %-tiger Milchpulver-CB-Lésung gewaschen. Zur Fluo-
reszenzmarkierung wurden danach die Proben in sekundédrer Antikdrperlosung (1 : 200

in CB) fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Abschlieflend wurden die Proben drei-
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mal mit CB gewaschen. Die Analyse der gefarbten Strukturen erfolgte mittels aufrechten
Mikroskops (Axio Imager M2) und 40x/1.0 NA W Plan-Apochromat Objektivs.

Passage der Zellen

Nach dem Zuwachsen der Kulturflichen auf 90 % Konfluenz'?, wurden die Zellen
einmalig mit 37 °C warmem PBS gewaschen und fiir 10 min bis 15 min in Trypsin/EDTA
bei 37 °C inkubiert. Nach dem Ablosen der Zellen wurde die enzymatische Reaktion des
Trypsins mit serumhaltigem Medium abgestoppt und anschlieffend die Zellsuspension
fiir 3min bei 180 x g zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen
in Kulturmedium resuspendiert und entsprechend fiir folgende Experimente verwendet
oder auf 40 % Konfluenz in Kulturflaschen fiir die Langzeitkultur ausgesét. Die Zellzahl

wurde dabei mit einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

Kryokonservierung

Die Kryokonservierung erfolgte in Keratinozyteneinfriermedium (300,000 Zellen auf

500 uL pro Kryorohrchen) bei —80 °C in fliissigem Stickstoff.

3.3 AUFBAU UND ANPASSUNGEN DER STRETCHERSYSTEME

Die zur Dehnung der Elastomerkammern verwendeten Apparaturen wurden von W.
Rubner entwickelt. Im Folgenden werden diese Apparaturen als Stretcher bezeichnet. Die
zugehorige Software zur Ansteuerung der Stretcher wurde von W. Hiirrtlen entwickelt.
Weitere technische Anpassungen wurden von J. Konrad durchgefiihrt. Die verwendeten
Stretcher basieren auf einem Linearantrieb mit integriertem Getriebe (RB35, Conrad
Electronic SE) und koénnen ausschliefdlich fiir uniaxiale Dehnungen verwendet werden
(siehe auch Faust et al., 2011). Der Schrittmotor kann die geforderten Amplituden mit
einer Genauigkeit von 20 pm anfahren, wobei die Varianz der Amplituden wéhrend der

Versuche nicht mehr als 10 uym betrug.

Zur Kultivierung der Zellen und zum Einbau der Elastomerkammern in die Stretcher
wurden Kammerhalter verwendet. Darin wurden die Elastomerkammern ohne Vorspan-
nung eingebaut und mit entsprechenden Klemmplattchen und Muttern fixiert. Anschlie-
Bend wurden die Kammerhalter samt Kammern in die Stretcher eingebaut und um
10 % vorgedehnt. Damit konnte ein Durchhidngen des Kammerbodens nach Befiillen
der Kammern mit Kulturmedium vermieden werden (siehe auch Faust et al., 2011).
Aufierdem wurde somit auch das Sichtfeld fiir die Untersuchungen mit dem aufrechten
Mikroskop vergrofiert, da dadurch die verwendeten Eintauchobjektive mehr Platz zu den

Kammerrandern zur Verfligung hatten. Fiir die Berechnung der Dehnungsamplituden

12 Bedeckungsgrad
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wurde die Kammerldnge nach Vordehnung verwendet. Eine Auflistung der verwendeten
Amplituden ist in Tabelle 3.2 zu finden. Dehnungen in den zur angewandten Dehnung

transversalen Richtungen wurden vernachlassigt.

Die vorgespannten Kammern wurden tiber Nacht bei 4 °C mit Fibronektinlosung
(20ugmL~" in PBS) beschichtet.

Verwendung Amplitude Geschwindigkeit Pausenldange
(mm) (mm/s) (s)

zyklische Dehnung (14%) 3.08 2.464 0.417

lineare Dehnung (25%) 5.5 0.15 -

lineare Dehnung (50%) 11 0.15 -

lineare Dehnung (75%) 16.5 0.15 -

Tabelle 3.2: Auflistung der zur Dehnung verwendeten Parameter. Die Prozentangaben beziehen
sich auf die Kammerldnge in Dehnungsrichtung nach Vordehnung auf 22 mm.
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Abbildung 3.2: Darstellung der Stretch-Protokolle als Amplitude der angewandten Dehnung in
Abhingigkeit von der Zeit: a) zyklisch, b) linear



3.3 AUFBAU UND ANPASSUNGEN DER STRETCHERSYSTEME

3.3.1 Sechsfach-Stretcher

Fiir die Ausrichtung der Zellmonolagen wurde ein sechsfach-Stretcher verwendet, der
die parallele Dehnung von sechs Proben ermoglichte (Abbildung 3.3). Dazu wurde das
gleiche Protokoll wie bereits in Noethel et al., 2018 verwendet. Mit einer Frequenz von
300 mHz wurden die Zellen fiir vier Stunden im Inkubator unter Zellkulturbedingungen
zyklisch gedehnt. Zwischen den Dehnungs- und Relaxationsphasen wurden Pausen
eingehalten, die mittels Anpassung einer Trapezfunktion an die entsprechende Sinus-

funktion berechnet wurden (siehe Abbildung 3.2). Die verwendeten Parameter sind in

Tabelle 3.2 zusammengefasst.

Abbildung 3.3: Aufnahme des Sechsfach-Stretchers: Die in (1) befindlichen Bohrungen ermog-
lichen den parallelen Einbau von sechs Elastomerkammern. Der computerge-
steuerte Linearantrieb (2) ist mit der Kontrolleinheit (3) verbunden und kann
Amplituden von bis zu 200 % der urspriinglichen Kammerldnge in Dehnungsrich-
tung anfahren.

3.3.2 Einfach-Stretcher

Sowohl fiir die Streckfestigkeitsanalysen als auch zur Fixierung der Kammern wéhrend
der Kontraktilititsanalysen wurde ein Einfach-Stretcher verwendet. Dieser Stretcher

wurde entsprechend so angepasst, dass er unter einem aufrechten Mikroskop verwendet
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und die Proben mittels Eintauchobjektiven (NA = 1.0)*3 mikroskopiert werden konn-
ten (Abbildung 3.4). Dazu wurde der Stretcher auf eine Metallplatte geschraubt die in
einen speziell angefertigten Adapter auf dem Mikroskoptisch passte. Weiterhin wies die
Metallplatte mittig eine Aussparung auf, wodurch die Proben von unten mit dem Kon-
densor beleuchtet werden konnten. Da die verwendeten Eintauchobjektive in direktem
Kontakt mit dem die Zellen umgebenden Medium standen, konnte eine wesentlich bes-
sere optische Auflosung als mit inverser Mikroskopie erzielt werden, bei welcher durch
den Kammerboden hitte mikroskopiert werden miissen. Bei Letzterer hétte das Licht
sowohl zwei zusatzliche Grenzflachen als auch den ca. 500 pm starken Kammerboden
inklusive der mikroskopischen Einschliisse passieren miissen. Hinzu kdme, dass die
inverse Mikroskopie nur mit Luftobjektiven mit einem entsprechenden Arbeitsabstand
moglich gewesen wire, welche ein deutlich schlechteres Auflosungsvermogen besitzen'
(NA < 0.6).

Mit diesem Aufbau konnte eine Auflosung erzielt werden, die es erstmals ermoglichte
die von Zellen verursachten Verrtickungen fluoreszierender Kugeln aufzunehmen und

entsprechend zu analysieren.

3.3.3 Stretcher fiir Rasterkraftmikroskopie

Der fiir die Rasterkraftmikroskopie verwendete Stretcher basiert auf dem Einfach-
Stretcher. Dieser wurde so angepasst, dass parallel zu den Stretchexperimenten auch
Licht- und Rasterkraftmikroskopie moglich war. Der RKM-Stretcher wurde eigens fiir die

hier verwendeten Analysen entwickelt und ist ndher in Unterabschnitt 4.5.1 beschrieben.

Die numerische Apertur (NA) korreliert nach der Abbe’schen Auflésungsformel direkt mit dem Vermogen
des Objektivs, Objekte gerade noch getrennt wahr zu nehmen: d = ﬁ mit dem kleinstmdglich auflosbaren

Abstand zweier Objekte d und der Wellenldnge A
Diese sind hier erwihnt, da sie trotzdem bei den RKM- und Ablationsversuchen zum Einsatz kamen und

der Leser sie somit besser im Verhiltnis zu dem hier beschriebenen System beurteilen kann.
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Abbildung 3.4: Experimentaufbau am aufrechten Mikroskop mit Einfach-Stretcher (a) und Einzel-
aufnahme des Einfach-Stretchers (b): Der Kammerhalter (hier ohne Elastomerkammer
gezeigt) (1) kann von oben in den Einfach-Stretcher (2) eingesetzt und verschraubt
werden. Fiir die Dehnungsexperimente kann dann der Halterahmen (3) abge-
schraubt werden. Der digital gesteuerte Einfach-Stretcher ist auf einer Metallplatte
(4) verschraubt, die in den zugehorigen Tisch-Adapter (5) eingesetzt werden kann.
Der Objektivrevolver (6) befindet sich danach direkt tiber dem Kammerhalter und

ermoglicht so die Verwendung von Eintauchobjektiven.
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3.4 EXPERIMENTMETHODEN
3.4.1 Kontraktilititsanalysen

Die nachfolgend beschriebenen Experimente wurden in Zusammenarbeit mit L. Rein-
muth durchgefiihrt. Daftir wurde der in Abbildung 3.4 gezeigte Aufbau verwendet. Fiir
die Bildgebung wurde ein aufrechtes Mikroskop (Axio Imager M2) und ein 40x/1.0 NA
W Plan-Apochromat Objektiv verwendet. Die Zellen wurden wie in Unterabschnitt 3.2.1
beschrieben kultiviert und entsprechend Unterabschnitt 3.3.1 prakonditioniert. Fiir jede
Probe wurden sowohl Aufnahmen der Zellen im Durchlichtkanal als auch von den zu-
gehorigen Signal-Mikrokugeln im Fluoreszenzkanal an derselben Stelle gemacht. Dabei
wurden die Positionen so angefahren, dass zwei Drittel des Bildausschnitts die Zellmo-
nolage und ein Drittel die leere Kammer zeigten. Da die Kammern meist eine leichte
Schraglage aufwiesen, konnte nur ein Teil des Bildbereichs der Kammer scharf abgebil-
det werden. Daher wurde pro Kanal ein Z-Stapel aufgenommen, mit dem spéter diese
Schraglage rechnerisch kompensiert werden konnte. Weiterhin wurde darauf geachtet,
dass in dem Bereich vor der Monolage keine weiteren Zellen lagen, da diese die Verschie-
bungsfelder verfalscht hdtten. Pro Kammer wurden so maximal fiinf Positionen in einem
Zeitraum von maximal 20 min aufgenommen. Danach wurden die Zellen abgelost, in
dem sie erst mit Milli-Q® Wasser gespiilt und dann mit zehnfach-konzentriertem Trypsin
fiir 5min inkubiert wurden. Beide Arbeitsschritte wurden wiederholt, gefolgt von zwei
weiteren Waschschritten mit Milli-Q®-Wasser. AnschlieBend wurden nochmals die oben
erwahnten Positionen angefahren und entsprechende Referenzaufnahmen in der leeren

Kammer in beiden Kanélen durchgefiihrt.

3.4.1.1 DProzessierung der Rohdaten

Fiir die Auswertung der Kontraktilitdtsanalysen wurden die aufgenommenen Z-Stapel
mit dem Fiji-Plugin extended depth of field prozessiert. Dabei wurden die fokussierten
Bildanteile der einzelnen Ebenen verwendet, um diese mittels wavelet-Algorithmus (siehe
auch Forster et al., 2004) zu einem scharfen Bild rechnerisch zusammenzusetzen. Die
ndchsten Schritte wurden mit dem von N. Kirchgefsner und S. Houben entwickelten
Programm Cell Force Analysis durchgefiihrt.

Zur Driftkorrektur wurden mindestens fiinf Rechtecke manuell tiber den gesam-
ten Randbereich des Bildes verteilt auf die zellfreie Seite gesetzt (siehe auch Abbil-
dung 3.5). Anschliefend wurden die Verschiebungen der gleichen Rechtecke in den
Bildpaaren vor/nach Trypsinierung der Zellen ermittelt. Dazu wurde die wie bereits

in Unterabschnitt 3.1.2 beschriebene normalisierte Kreuzkorrelation verwendet um glei-
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che Grauwertmuster der Oberflachenkugeln innerhalb der Rechtecke wieder zu finden.
Uber dem Mittelwert der Verschiebungen der einzelnen Rechtecke wurden dann die

vorher /nachher-Aufnahmen zueinander Drift-korrigiert.

Abbildung 3.5: Korrektur des Drifts: Zur Verdeutlichung ist eine Vergrofierung des zellfreien
Rands dargestellt. Der Mafistabsbalken entspricht 20 pm.

Anschlieffend wurden die Verriickungen der Mikrokugeln, ausgehend von ihren Posi-
tionen auf dem Bild vor dem Ablosen der Zellen zu den entsprechenden Positionen nach
dem Ablosen, ermittelt. Dazu wurde jeweils manuell ein Bereich von Interesse (kurz: BvI'>)
ausgewdhlt. Dieser wurde mittig in das Durchlichtbild der Zellen vor dem Ablosen in den
zellfreien Bereich gelegt. Dabei schnitt der zundchst quadratische, 45 pm x 45 pm-grofse
Bereich den Rand der Zellmonolage an einer Seite. Um den Bereich an den Rand anzupas-
sen wurde dieser in zur Ausrichtung des Randes paralleler Richtung (Y-Richtung) in fiinf
gleichgrofle Streifen unterteilt'®. Anschliefend wurde jeder Streifen so weit in Richtung
Monolagenrand verschoben, dass dieser ihn mit einer Seite beriihrte. Dazu wurden
jeweils die Schnittpunkte der Mittellinien der Streifen mit dem Rand bestimmt (siehe
auch Abbildung 3.6 c). Bei diesen Anpassungen wurden Filopodien-artige Zellausldufer
wie in Abbildung 3.6 d) gezeigt nicht berticksichtigt. Im nédchsten Schritt wurde jeder
der Streifen nochmals unterteilt, um auch die Abhédngigkeit der Kugelverriickungen vom
Abstand des Randes untersuchen zu konnen. Daher wurde die Unterteilung in zur Ori-
entierung des Randes senkrechter Richtung (x-Richtung) durchgefiihrt, was pro Streifen
neun gleichgrofie Rechtecke ergab'’. Anschlieffend wurden die Bereiche verwendet, um
die Verrtickungen der Oberflichenkugeln im zugehorigen Fluoreszenzkanal zu analy-
sieren. Dazu war die Unterteilung in y-Richtung nicht mehr notwendig, sodass jeweils
fiinf Rechtecke mit gleichen Abstinden zum Rand wieder zusammengefasst wurden®.

Entscheidend fiir die Zuordnung der Verriickungen zu den einzelnen Bereichen war

15 der Bereich von Interesse wird allgemein als Ubersetzung aus dem Englischen fiir den bekannteren Begriff

region of interest verwendet.
16 was jeweils 45um x 9 um ergab
17 und damit 5pm x 9pm
18 wodurch die letztendlich analysierten Flachen pro Abstandsintervall 5pum x 9 um grofs waren
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ausschliefSlich die jeweilige Kugelposition vor dem Ablosen der Zellen. Dabei wurden
allein die Vektorbeitrdge in x-Richtung betrachtet, da in dieser Richtung das grofite zu
erwartende Signal war. Mogliche Scherbeitrdge waren im direkten Vergleich gering und
wurden nicht analysiert (vergleiche dazu Abbildung 3.6 b).

Abstand zum Rand [um] -

Abbildung 3.6: Ermittlung der Bereiche von Interesse: Fiir die unter der Zellmonolage (a) befind-
lichen Kugeln wurden die Verriickungen nach Ablosen der Zellen (blaue Pfeile
in b) ermittelt. Zur besseren Anschaulichkeit wurden die Verriickungen (b) mit
dem Faktor 8 multipliziert. Die gestrichelten Rechtecke der oberen Abbildungen
markieren die Ausschnitte, die fiir die unteren Abbildungen verwendet wurden.
Der Monolagenrand wurde manuell angenédhert und die Verriickungen wurden
entsprechend ihres Abstandes zum Geweberand unterteilt (c). Die spitzen Aus-
laufer (roter Pfeil in d) wurden dabei nicht berticksichtigt. Die Mafsstabsbalken
entsprechen 10 pm.

3.4.2 Ablationsexperimente

Fiir die Ablationsexperimente wurden die Zellen wie in Unterabschnitt 3.2.1 beschrieben
kultiviert und wie in Unterabschnitt 3.3.1 préakonditioniert. Die Experimente wurden
mit einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (LSM 880) und einem 40x/0.6 NA
LD-Achroplan Objektiv durchgefiihrt, wobei die Konfokalitdt nicht zur Bildgebung

genutzt wurde sondern ausschliefSlich der Durchlichtkanal mit Phasenkontrast. Die
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Schnitte wurden mit einem im Aufbau des LSM integrierten Schneidlasersystem (Rapp
Opto Electronic GmbH) durchgefiihrt. Dabei wurde eine Laserintensitdt von 20 % ohne
Neutralfilter verwendet, entsprechend 8.4mW (Bei einer Maximalleistung von 42mW
und einer Wellenldnge von A = 355nm).

Die Schnittlange betrug 70 pm und wurde es jeweils 30 mal fiir 1 ms belichtet. Fiir die
ausgerichteten Zellmonolagen wurden bis zu sechs Schnitte pro Monolage durchgefiihrt,
jeweils drei Schnitte parallel und drei senkrecht zur Ausrichtungsrichtung. Dabei wurden
entsprechend grofie Abstdnde zwischen den einzelnen Schnitten gewédhlt (mindestens

700 ym). Das Ablationsexperiment dauerte nicht linger als 30 min pro Kammer.

Die Schnitte erfolgten, soweit moglich, entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abbildung 3.7
b). Da diese meist nicht auf einer Geraden angeordnet waren, waren dabei Abweichungen
der Schnitte von den Kontakten von bis zu 40 % der gesamten Schnittlinge moglich®®
Durch die Ausrichtung der Zellen erfolgten die Schnitte bei horizontal ausgerichteten
Zellen meist an zwei aneinandergrenzenden Zell-Zell-Kontakten, bei vertikalen meist an
einem einzelnen. Fiir die nicht ausgerichteten Zellen wurden auch zwei Schnitte pro

Monolage entlang der Zell-Zell Kontakte durchgefiihrt.

3.4.2.1 Prozessierung der Rohdaten

Der zeitliche Abstand zwischen dem Schnitt und den Aufnahmen der analysierten Locher
(Abbildung 3.7) betrug 90s. Die Locher wurden manuell mit einer von G. Dreissen
geschriebenen Matlab-Routine umrandet (Abbildung 3.7 d). Weiterhin wurden mit der
in Matlab enthaltenen moment-Funktion die zweiten geometrischen Momente*° der
Pixelverteilungen dieser Flachen berechnet und damit die grofien und kleinen Halbachsen
einer elliptischen Anpassung ermittelt (Abbildung 3.7 e). Die Berechnung ist ausfiihrlich
in Abschnitt 2.2 dargestellt.

19 Hierbei handelt es sich um eine grobe Schitzung per Augenmaf.
20 engl. central moments
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Abbildung 3.7: Darstellung eines Ablationsexperiments am Beispiel einer horizontal ausgerichte-
ten Zellmonolage. Der prakonditionierten Monolage (a) wurde ein Schnitt (rof)
entlang ihrer Zell-Zellverbindungen zugefiigt (b). Das dadurch entstandene Loch
ist vergroflert in (c) dargestellt. Die so entstandene Fliche wurde manuell ermittelt
(d) und elliptisch angepasst (e). Die Mafsstabsbalken entsprechen 20 pm.

3.4.3 Streckfestigkeitsanalysen

Die Probenvorbereitung erfolgte wieder wie bereits in Unterabschnitt 3.2.1 und Unterab-
schnitt 3.3.1 beschrieben. Die Streckfestigkeitsanalysen wurden mit dem in Abbildung 3.4
gezeigten Aufbau durchgefiihrt. Alle Aufnahmen wurden mithilfe eines aufrechten
Mikroskops (Axio Imager M2) und einem 40x/1.0 NA W Plan-Apochromat Objektiv
durchgefiihrt. Zur Ermittlung der Streckfestigkeit wurden pro Monolage mindestens
zwei Positionen angefahren. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Monolagen dort
keine oder nur sehr kleine Liicken im Zellrasen aufwiesen (siehe auch Abbildung 4.18).
Fiir jede dieser Positionen wurde ein z-Stapel im Fluoreszenzkanal zur Aufnahme der
Referenzkugeln und einer im Durchlichtkanal zur Aufnahme der Zellmonolage erzeugt.
Anschlieffend wurde die Kammer linear gedehnt (die verwendeten Parameter sind in Ta-
belle 3.2 dargestellt). Nach jeweils 50% und 75% Dehnung wurden nochmals Aufnahmen
der gleichen Positionen im Fluoreszenz- und Durchlichtkanal gemacht.
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Fiir die Auswertung wurden zunéchst aus den aufgenommenen z-Stapeln wie in Unter-
abschnitt 3.4.1 die entsprechenden scharfen Bilder nachtraglich berechnet. Somit konnten
die gleichen Bilder bei unterschiedlichen Dehnungen verglichen werden. Dazu wurde fiir
jede Position ein rechteckiger, 150 um x 150 pm grofier Bvl mittig in den Bildausschnitt
im Durchlichtkanal gelegt. Die in Unterabschnitt 3.1.2 bereits beschriebene affine Trans-
formation wurde anhand der Referenz-Mikrokugeln im Referenzkanal exakt unter der

BvI durchgefiihrt. Anhand dieser konnten sowohl die Diagonalelemente des ermittelten

tx

t
Y
entsprechenden Mikrokugelmuster ermittelt werden. Es wurde angenommen, dass die

Verzerrungstensors exx und ey als auch der Translationsvektor t = fur die

tiber den Referenzkugeln liegenden Zellmonolagen dieselbe Transformation erfuhren.
Daher wurde diese auf die dufleren Abmessungen der Bvl im urspriinglichen Zustand
ohne Kammerdehnung angewandt, was daher eine Verldngerung der horizontalen Seiten
des Rechtecks in Dehnungsrichtung und eine Verkiirzung der vertikalen Seiten senkrecht

zur Dehnungsrichtung bedeutete.

Wie bereits erwdhnt, fanden wihrend der Dehnungen auch immer Translationen relativ
zum Objektiv statt, die {iber den ermittelten Translationsvektor auch auf die BvI ange-
wandt wurden. Der so transformierte Bvl wurde in das Bild der gedehnten Monolage
gelegt. Dadurch konnten die gleichen Strukturen im gedehnten Zustand wiedergefunden
und {iiber dieselben Bereiche wie im ungedehnten Zustand analysiert werden (Abbil-
dung 3.8). Die Risse innerhalb dieser Bvl wurden, wie in Unterabschnitt 3.4.2 bereits
beschrieben, manuell markiert. Dabei musste der Flicheninhalt der Risse mindestens 10

uwm? betragen, um in die Analysen mit aufgenommen zu werden.

— 47.7% —»

Abbildung 3.8: Ermittlung des Bereichs von Interesse im gedehnten Zustand der Monolage. Dazu
wurde die affine Transformation berechnet und auf die dufSeren Abmessungen
des Bvl der gedehnten Monolage angewandt. Der Mafistabsbalken entspricht
20 pm.
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3.4.4 Kraftspektroskopische Analysen

Fiir die kraftspektroskopischen Analysen erfolgte die Bildgebung mithilfe eines inversen
Mikroskops (Axiovert 200) und eines 40x/0.6 NA Plan-Neofluar Objektivs (korr. fiir
0—1.5mm). Eine allgemeine Beschreibung des Messprinzips des Rasterkraftmikroskops
sowie die verwendeten Methoden zur Kalibrierung sind in Unterabschnitt 2.1.2 ausfiihr-
lich beschrieben. Die verwendeten Parameter zur Kammerdehnung sind in Tabelle 3.2

dargestellt. Die Proben wurden wie in Unterabschnitt 3.2.2 beschrieben vorbereitet.

Der verwendete Cantilever (Arrow-TL1, Nanoworld) wies eine Federkonstante von
k = 0.3 mN auf und war damit zum einen steif genug um geniigend tief in die relevanten
Bereiche der Zellen dringen zu kénnen, und zum anderen sensibel genug um zelluldre
Signale detektieren zu konnen. Die Resonanzfrequenz des Cantilevers betrug fo = 6 kHz.
Zur Verbesserung des Reflexionsvermogens des Lasers und damit auch der Sensitivitat
verfiigte die Riickseite des Cantilevers tiber eine Ti/ Au Beschichtung. Fiir die Cantilever-
spitze wurde eine Sphire verwendet, die eine grofiere Kontaktfldche bot als die tiblich
verwendeten konischen oder pyramidalen Spitzen. Dadurch wurde das Risiko die Proben
zu beschéddigen verkleinert und ein grofierer Durchschnitt tiber zelluldre Bestandteile
konnte mit einer Messung ermittelt werden. Die verwendete Siliziumsphére (Kisker) wur-
de mittels Zweikomponenten-Klebesystem (Uhu plus Endfest 300) unterseitig am spitzen
Ende des Cantilevers angeklebt (siehe auch Ramms et al., 2013). Der exakte Radius der
Mikrosphére betrug r = 3.6 ym und wurde mithilfe eines aufrechten Mikroskops (Axio
Imager M2) und eines 40x/0.6 NA LD-Achroplan Objektivs bestimmt. Um mogliche
Varianzen der Spitzengeometrie auszuschlieflen, wurden alle Messungen mit derselben

Mikrosphére durchgefiihrt.

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Vor jeder Messung wur-
de der Cantilever zur thermischen Equilibrierung fiir 30 min in eine mit Kulturmedium
(30 mM HEPES) gefiillte Petrischale getaucht. Darauf folgte die Kalibrierung in derselben
Petrischale, welche anschlieflend mit der zu untersuchenden Probe ausgetauscht wurde.
Fiir die Kraft-Abstandskurven wurde ein Kraft-Sollwert von 1.5nN gewihlt. Wegen
der viskoelastischen Eigenschaften von Zellen ist der viskose Anteil des detektierten
Signals kleiner, wenn diese langsam verformt werden. Daher wurde eine eher geringe

1

Anndherungsgeschwindigkeit von 0.5pm s~ verwendet.

Um den Cantilever nach der Indentation wieder von der Probe zu 1dsen wurde fiir die

1 verwendet. Die Abtastrate

Riickzugsphase eine hohere Geschwindigkeit von 2pms™
der Kraft-Abstands-Messungen betrug 2 kHz. Wegen der hohen Storanfalligkeit wurde
jede Messung an selber Stelle sechsmal hintereinander durchgefiihrt. Um dabei den
Proben Zeit zur Relaxation zu geben, wurden zwischen den einzelnen Messzyklen

Pausen von 2 s gemacht. Pro Kammer wurden Indentationen im Bereich der Zelllamellen
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und -adhésionen fiir zwei bis drei Zellen®' nacheinander fiir 0 %, 25 % und 50 % Dehnung
durchgefiihrt.

3.4.4.1 Prozessierung der Kraft-Abstandskurven

Die aufgenommenen Kraft-Abstandskurven wurden zunédchst mit dem Programm JPK
Data Processing prozessiert. Damit wurden die aufgrund der vertikalen Laserauslenkung
auftretenden Spannungen auf der Photodiode mithilfe der zuvor bestimmten Sensitivitat
und Federkonstante des Cantilevers in Kraftwerte umgewandelt. Weiterhin wurde die
Grundlinie im zellkontaktfreien Bereich der Kurve {iber eine Verschiebung entlang der
Kraft-Achse und Drehung so korrigiert, dass sie entsprechend mit der Nulllinie der Kraft
tibereinstimmte. Danach wurde die in Unterabschnitt 2.1.2 beschriebene Korrektur zur
Auslenkung der Cantileverspitze verwendet. Zur Ermittlung des Kontaktpunkts des
Cantilevers mit der Probe wurde, wie bereits zuvor auch in Ramms et al., 2013, eine von
R. Springer geschriebene Matlab-Routine verwendet. Dazu wurden zunéchst die Kurven
mittels gleitendem Durchschnitt in Intervallen von 25 Datenpunkten (entsprechend
6.25nm pro Interval) gegldttet. Danach wurde die dritte Ableitung der geglétteten Kurve
berechnet und deren hochstes lokales Maximum in einer ca. 1 pm grofien Umgebung des
Ubergangspunktes vom linearen Teil der Kurve (kein Probenkontakt) zum gekriimmten
Teil (Probenkontakt) ermittelt (Abbildung 3.9). Wahrend die erste Ableitung einer Kurve
ihren Anstieg und die zweite Ableitung ihr Kriimmungsverhalten angibt, beschreibt die
dritte Ableitung wie stark sich ihr Kriimmungsverhalten dndert. In einer Umgebung
des Maximums von 50 Datenpunkten wurde wieder gemittelt und dieser Wert als
Kontaktpunkt angenommen. Danach wurden die Kraft-Abstands-Kurven entsprechend

so skaliert, dass Kraft und Indentation im Kontaktpunkt genau null ergaben.

4 13

F [nN]
F " [pn/pm?]

0 2 4
Abstand [um]

Abbildung 3.9: Ermittlung des Kontaktpunktes auf der Kraft-Abstandskurve (durchgezogene
Linie). Dabei war das Maximum der dritten Ableitung der Kraft nach dem
Abstand ausschlaggebend (gestrichelte Linie). Abbildung nach Fabris, 2016.

21 bzw. Zellpaaren
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3.4.4.2 Kontrollmessungen ohne Zellen

Die Kontrollmessungen in leeren Elastomerkammern wurden wie in Unterabschnitt 3.4.4
beschrieben, jedoch ohne Zellen, durchgefiihrt. Dabei wurde wegen der Klebrigkeit
der Elastomeroberflachen statt Kulturmedium eine Tritonlésung (2 % vol/vol, Triton
X-100, Sigma) verwendet, welches die Adhdsion der Cantileverspitze an die Oberfldche
hinreichend gut verringern konnte. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte wie oben
beschrieben (Unterunterabschnitt 3.4.4.1).

3.4.4.3 Rauschanalysen

Zur Analyse des Hintergrundrauschens wurden die Auslenkungen der Cantileverspitze
wahrend der Anndherungskurve im Abstand von 5 —15pum zur leeren Kammer in Kultur-
medium aufgenommen. Fiir die Anndherung wurden die in Unterunterabschnitt 3.4.4.1
angegebenen Parameter verwendet. Das Rauschen im Kraft-Zeit-Signal wurde mittels
schneller Fourier-Transformation analysiert (Origin 2015 G). Dabei wurde nach der Zeit
integriert und eine dreieckige Fensterfunktion zur Verminderung des Leck-Effekts*

verwendet.

3.4.4.4 Flichenanlyse gedehnter Zellen

Die Ermittlung der Zellflichen erfolgte wie bereits in Unterabschnitt 3.4.2 beschrieben.
Dabei wurden Zell-Zelladhédsionen nicht berticksichtigt, dhnlich wie in Abbildung 3.6. Die
Aufnahmen wurden wihrend der RKM Messungen, direkt vor der jeweiligen Indentation,

in einem Abstand von ca. 10 bis 15 min gemacht.

22 engl. leakage effect
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Gerat

Spezifikation

Hersteller

Analog Vortex Schiittler
Exsikkator

Feinwaage
Inkubator

konfokales
Mikroskop

Laser-Scanning

Schneidlaser
Lackschleuder
Lichtmikroskop
Lichtmikroskop
Objektiv
Objektiv
Objektiv

Objektiv

pH-Meter
Rasterkraftmikroskop

Vortex Schiittler, 120 V
DURAN Vakuum Exsikkator

Cubis Analysenwaage

LSM 880

UGA-42 Fire Fly

Delta 10 TT

Axio Imager M2

Axiovert 200

5x/0.16 NA EC Plan-Neofluar
10x/0.3 NA W N-Achroplan
40x/0.6 NA LD-Achroplan

NA W Plan-
Apochromat

40x/1.0

Nano Wizard 2

VWR
DURAN Group GmbH
Sartorius

Thermo Fischer
Waltham

Scientific,

Carl Zeiss

Rapp OptoElectronic GmbH
Stiss-MicroTec

Carl Zeiss

Carl Zeiss

Carl Zeiss

Carl Zeiss

Carl Zeiss

Carl Zeiss

Knick
JPK

Tabelle 3.3: Gerite



56 MATERIAL UND METHODEN

Verbrauchsmaterial Hersteller

FluoSpheres (540/560), carboxiliert, 100 nm Invitrogen
FluoSpheres (505/515), carboxiliert, 500 nm Invitrogen

FluoSpheres (365/415), carboxiliert, 200 nm  Invitrogen

Cantilever (Arrow-TL1 Au) Nano World

Silizium Mikrosphéren (PSI-5.0, GbR) Kisker Biotech
Culture-Inserts 2 Well for self-insertion Ibidi

Zellkulturflaschen (25 cm_2, 75 cm_2) BD Biosciences
Zellkulturschalen (18 mm Loch, Cell E & G, LLC
Durchmesser: 35 mm)

Zellkulturschalen (p-dish, Ibidi

Durchmesser: 35 mm)

Deckgléser (8o pm) Menzel Glaser

Deckgléser (170 pm) Menzel Glaser

Einfrierbox (Mr. Frosty) Nalgene Nunc

Handschuhe Pure G3 Kimberly-Clark Professional
Kyrordhrchen VWR

Kimtech Science Prazisionstticher Kimberly-Clark Professional
Linsenreinigungstuch Whatman

Stripetten (5ml, 10ml, 50ml) VWR

Pipettenspitzen (10ul; 200ul; 1250ul) Starlab

Wiégeschiffchen (div. GrofSen) VWR

Tabelle 3.4: Verbrauchsmaterialien
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Chemikalie

Hersteller

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid

(EDC)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsdure
(HEPES)

2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)
(3-Aminopropyl)triethoxysilan (ARPTES)
Calciumchlorid (CaCl,)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol absolut

Ethanol vergallt (97%)
Ethylenglykol-bis(2-aminoetyl-ether)-N, N, N’, N’
-tetraessigsdure (EGTA)

Fibronektin (human)

Fluoromount

Glukose

Glycin

Ham’s F12 Zellkulturmedium

Isopropanol

Kryo-SFM Gefriermedium

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl;)

Natriumchlorid (NaCl)
N-hydroxysulfosuccinimid-Natriumsalz (Sulfo-NHS)
Paraformaldehyd 37% (PFA)
Penicillin/Streptomycin

(10,000 units/ml)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) pH 7.2 (1X)
Silpuran 2430 Zweikomponentensystem

Sylgard 184 Silikon Elastomer Kit

Triton X-100

Trypsin-EDTA

UHU plus endfest 300

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Corning
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Gibco

Merck
PromoCell Inc
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich

Gibco

Wacker

Dow Corning

Sigma-Aldrich
Sigma-Adrich

UHU, Biihl

Tabelle 3.5: Chemikalien

57



MATERIAL UND METHODEN

Name Version Herausgeber

Image] (Fiji) 1.51 National Institute of Health

Extended Depth of Field (Image] Plugin) Implementierung: Alex Prudencio
Algorithmus: Forster et al., 2004

JPK Data Processing 5.0.96 JPK instruments

MATLAB 2015 A64-Bit The MathWorks Massachusetts

Origin 2015G 64bit  Originlab Northampton

Corel Draw X7 (17) Corel Corporation

Tabelle 3.6: Programme

3.5.1 Puffer und Zellkulturmedien

Chemikalie Menge

EGTA 1.902g/1
Glukose 0.9g/1
MES 1.95g/1
MgCl, 0.476g/1
NaCl 8.77g/1

Streptomycin  1g/1l

Tabelle 3.7: Zytoskelettpuffer (CB) pH 6.1
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Keratinozytenmedium (Koln)
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Das Medium zur Kultivierung der murinen Keratinozyten aus Koln (ECadCtrl, AG Nies-
sen) wurde in der AG Niessen vorbereitet. Dazu wurden 450 ml FAD+ (DMEM/Ham'’s
F12) Medium (Biochrom) mit 50 ml Ca**-freien, fotalen Kalberserum (PAA) versetzt. Das

Serum wurde mit Chelex 100 behandelt.

Zusatz Hersteller Stockkonzentration Finalkonzentration
Vitamin C Sigma Aldrich o0.025 g 0.2mM
Adenin Sigma Aldrich 750 pl 0.18 mM
Hydrokortison Sigma Aldrich 50 pl 0.5 ug/ml
Insulin Sigma Aldrich 500 pl 5 pg/ml
EGF (Epidermaler Invitrogen 10 mg/ml 10 ng/ml
Wachstumsfaktor)

Choleratoxin Sigma Aldrich 5 pl 1nM
L-Glutamin Biochrom 200 mM 2mM
Penicillin Biochrom 5 ml 100 U/ml
Streptomycin Biochrom 5 ml 100 ng/ml

Tabelle 3.8: Zusétze fiir 500 ml Koln-Zellkulturmedium FAD+ (DMEM/Ham’s F12)
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3.5.1.2 Keratinozytenmedium (Leipzig)

Das Medium zur Kultivierung der murinen Keratinozyten mit mutierten Keratinnetzwer-
ken (Kera I WT, Kera I -/-, Kera I -/- K14, AG Magin (Leipzig)) wurde in der AG Leube
(Aachen) vorbereitet. Dazu wurden 450 ml FAD+ (DMEM/Ham'’s F12) Medium (Merck)

mit 50 ml Ca*"-freien, fotalen Kélberserum (PAA) versetzt.

Zusatz Hersteller Stockkonzentration Finalkonzentration
Adenin Sigma Aldrich 45 mM 0.18 mM
Hydrokortison Sigma Aldrich 1 mg/ml 0.5 ng/ml

Insulin Sigma Aldrich 5 mg/ml 5 pg/ml

EGF (Epidermaler Invitrogen 10 mg/ml 10 ng/ml
Wachstumsfaktor)

Choleratoxin Sigma Aldrich o0.01 mM 107 mM

Glutamin Invitrogen 200 mM 2mM

Penicillin Invitrogen 10,000 U/ml 100 U/ml
Streptomycin Invitrogen 10 mg 100 pg/ml

Tabelle 3.9: Zusitze fiir 500 ml Leipzig-Zellkulturmedium FAD+ (DMEM/Ham'’s F12)



3.5.2 Antikorper und Farbstoffe

3.5 MATERIALLISTEN

Bezeichnung Artikelnummer

Hersteller

Anti-Desmoplakin 1 (aus Meerschweinchen) DP-1

Progen

Anti-E-Cadherin (aus Maus) 610182 BD Bioscience
Anti-Keratin pan (aus Kaninchen) 10550 Progen

Tabelle 3.10: priméire Antikdrper
Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
Alexa Fluor 488 Anti-Maus (aus Huhn) A21200 Life Technologies
Alexa Fluor 488 Anti-Kaninchen (aus Huhn) A21441 Life Technologies
Anti-Keratin pan (aus Kaninchen) 10550 Progen

Tabelle 3.11: sekundére Antikorper

Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
Alexa Fluor 546 Phalloidin = A22283 Life Technologies

Tabelle 3.12: Farbstoffe
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36 STATISTISCHE ANALYSEN

Wenn nicht anders angegeben, wurden fiir die statistische Analyse der Ergebnisse der
parameterfreie Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Signifikanzen sind in den Ab-
bildungen und Tabellen wie folgend angegeben: ns fiir P > 0.05; * fiir P < 0.05; ** fiir
P < 0.07; *** fiir P < 0.001.



ERGEBNISSE

Das Thema der vorliegenden Arbeit sind biomechanische Analysen der mechanischen
Eigenschaften von Keratinozyten-Monolagen. Dazu wurden die folgenden Schwerpunkte
gesetzt.

Zunidchst wird die Entwicklung und Charakterisierung des verwendeten Modellsystem,
bestehend aus Zellmonolage und Substrat, in Abschnitt 4.1 charakterisiert. AnschliefSend
werden in Abschnitt 4.2 die verwendeten Zellen hinsichtlich der Differenzierung ihrer
Adhédrenzverbindungen analysiert. Darauffolgend sind in Abschnitt 4.3 die Ergebnisse
zu den Untersuchungen mechanischen Spannungen der Monolagen und in Abschnitt 4.4
ihrem Verhalten unter Dehnung dargestellt. Die Experimente zu der besonderen Rolle
der Keratine in Zellen unter hohen mechanischen Belastungen sind in Abschnitt 4.5

dargestellt.

4.1 ANPASSUNGEN UND KALIBRATION DER ELASTOMERKAMMERN

Die hier verwendeten Methoden basierten auf dem Elastomerkammer-Ansatz nach Faust
et al., 2011. Diese Kammern bestehen aus einem Silikonkautschuk der sie besonders
elastisch und dehnbar macht. Die mechanischen Eigenschaften der Elastomerkammern
lassen sich tiber das Verhiltnis des bei der Herstellung verwendeten Kreuzvernetzers zum
Basisol einstellen. Dadurch konnten anwendungsspezifische Anpassungen durchgefiihrt
werden. Diese sind detailliert in Abschnitt 3.1 dargestellt.

Insgesamt tibernahmen die verwendeten Elastomerkammern drei Funktionen. Wih-
rend die biologischen Proben unter physiologischen Bedingungen in den Kammern
kultiviert wurden, war es parallel dazu nétig, die Kontraktion der Zellen darin zu analy-
sieren. Dazu wurden fluoreszierende Mikrokugeln auf die Substratoberfldche gekoppelt.
Durch Nachfiihrung* der Kugeln war es moglich die durch die Zellen verursachten Ver-
formungen auf der Oberfliche zu analysieren. Um diese Verformungen besser sichtbar
zu machen wurden die Kammern vorher mit einem besonders weichen Silikonkautschuk
beschichtet, der es den Zellen ermoglichte ihre Unterlagen stdrker zu verformen (siehe
auch Abbildung 4.1). Mithilfe von Kammerhaltern und Zellstretchern, Apparaturen
zur Dehnung von Zellen, konnen die Elastomerkammern zyklisch oder linear gedehnt
werden (siehe auch Abschnitt 3.3). Da die Zellen auf ihrer Kammer-Unterlage adha-

rieren, werden sie, wenn der Stretcher uniaxial an der Kammern zieht, entsprechend

1 engl. tracking
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auch gedehnt. Fiir eine exakte Bestimmung der mikroskopischen Dehnung der Kammer
wurde eine zweite Mikrokugelschicht auf die Kammer vor der Beschichtung mit Silikon

angebracht.

(a)
[ e =)

2

4

Abbildung 4.1: (a) Schematischer Aufbau der Elastomerkammern. In den Elastomerkammern
konnen Zellen kultiviert werden. Die Wechselwirkung mit ihrem Untergrund
kann tiber fluoreszierende Signal-Mikrokugeln (1) sichtbar gemacht werden. Die
darunter liegende Silikonschicht (15 kPa, 130 um dick) (2) ist fiir Zellkraftanalysen
optimiert. Eine zweite, von den Zellen unbeeinflusste, Referenz-Mikrokugelschicht
(3) kann zur Ermittlung der mikroskopischen Verformungen der Kammer ver-
wendet werden. Das System wird von einer stabileren Elastomerschicht (370 kPa,
400 um dick) getragen, welche fiir hohe Dehnungsamplituden optimiert ist. Die
Fluoreszenzbilder der Signalkugeln sind in (b) und der Referenzkugeln in (c)
abbgebildet. Der Mafistabsbalken entspricht 20 pm.

Nachfolgend werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Kammeroptimierungen und
-kalibrationen beschrieben diese betreffen die Anpassungen des Kammermaterials, die
Kalibration der lokalen und globalen Kammerdehnung sowie der Optimierung des

Protokolls zur Strukturierung der Zellmonolagen.

4.1.1  Optimierung des Kammermaterials

Fiir einige der durchgefiihrten Versuche, den Streckfestigkeitsanalysen sowie den kraft-
spektroskopischen Analysen, war es notwendig, besonders hohe Dehnungsamplituden
von bis zu 75% anzuwenden. Die fiir diese Art von Anwendung iiblicherweise verwende-
ten Silikonsysteme (Sylgard) erlauben jedoch nur maximale Dehnungen von 40% bevor
Risse auftreten. Daher wurde auf das sonst in der Prothetik und Orthopéddie verwendete
Silikon Silpuran (Silpuran 2430) zuriickgegriffen. In einer Reihe von Vortests wurde
das Mischungsverhiltnis der Silpurankomponenten optimiert. Dazu wurden die Elasto-
merkammern in den in Unterabschnitt 3.3.2 vorgestellten Einfachstretcher eingespannt.
Anschlieflend wurden sie maximal auf bis zu 200% gedehnt und die Dauer bis zum
Riss ermittelt (Tabelle 4.1). Dabei konnte gezeigt werden, dass die nach dem optimierten
Protokoll (siehe Unterabschnitt 3.1.1) hergestellten Elastomerkammern aus Silpuran Am-
plituden von 200% tiber Nacht von 100% fiir mehrere Tage stand halten konnen. Damit

konnte das Problem der Kammerelastizitidt gelost werden.



4.1 ANPASSUNGEN UND KALIBRATION DER ELASTOMERKAMMERN

Mischungsverhiltnis Transparenz angelegte Dehnung  maximale Dauer der

statischen Dehnung

25:1 gering Riss bei 130 % -

1:1 maflig zu fest, Dehnung -

nur bis 70 % moglich
1:4 mafiig 200 % 16 h

1:10 mafiig 200 % 7h

Tabelle 4.1: Optimierung der Elastomerkammern durch Anpassung der Mischungsverhéltnisse
der Komponenten. Fiir die folgenden Experimente wurde das Verhiltnis eins zu vier
verwendet.

4.1.2  Kalibration der lokaler Dehnung

Um abschitzen zu konnen, welcher Anteil der verwendeten Dehnung? tatsdchlich lokal
bei den Zellen ankommt, wurden die Elastomerkammern kalibriert. Dafiir wurde zu-
néchst die lokal ankommende Dehnung in fiinf rechteckigen Regionen (Abbildung 4.2)
ermittelt.

Die laterale Dehnung e, in Dehnungsrichtung und die dazu transversale Stauchung
sind in Tabelle 4.2 als Anteile der angelegten Dehnung dargestellt. Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass sich die verwendete Dehnung direkt in lokal ankommende Dehnung
transferieren liefs, mit kleinen Abweichungen von bis zu 3% bei hoheren Amplituden. Es
konnten keine signifikanten Schwankungen der lokalen Dehnungen {iber den analysier-

ten Kammerbereich ermittelt werden. Die ankommende Dehnung verhielt sich homogen.

Weiterhin wurde die effektive Poissonzahl k aus den beiden Grofien berechnet:

€
k=——1 (4.1)

Exx

Dieser beschreibt das Verhiltnis ankommender Stauchung zu Dehnung des untersuch-
ten Kammerausschnitts. Dabei sind die verwendeten Randbedingungen wie die breiteren
Rénder der Elastomerkammern und die Fixierung der Kammern zwischen Kammerhalter

und Klemmplittchen inkludiert (siehe auch Faust et al., 2011).

2 welche dem Verfahrweg des Stretchers entspricht.
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Abbildung 4.2: Lokale Dehnungen wurden in fiinf Regionen (1-5, jeweils 1.40 mm x 1.05mm im
Kammerinneren (grau) ermittelt. Die folgenden Messungen wurden ausschlieslich
im inneren Bereich durchgefiihrt.

Dehnung ey €yy K n
Position 1 25% 25+1% -6+0% 022 76
50% 47 +£6% -9+2% 0.19
Position 2 25% 24+1% -44+0% 0.17 93
50% 47+2% -7+2% 0.15
Position 3 25% 25+1% -5+1% 0.19 94
50% 47 +2% -8+2% 0.17
Position 4 25% 244+1% -4+1% 0.18 64
50% 47+1% -7+1% 0.15
Position 5 25% 25+1% -54+0% 022 34
50% 47+1% -9+0% 0.19

Tabelle 4.2: Die lokal ankommenden Dehnungen wurden wie in Unterabschnitt 3.1.2 beschrieben
ermittelt. exx wurde in Dehnungsrichtung gemessen, €y senkrecht dazu. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. n gibt die Anzahl an Rechtecken an
und « die effektive Poissonzahl, entsprechend fiir jede Region berechnet.

4.1.3  Ermittlung der Verschiebungen auf der Kammeroberfliche

Da biologische Proben naturgemaifs eine hohe Variabilitdt aufweisen wurden fiir die Ver-
suche, die auf linearer Kammerdehnung basierten dieselben Zellen bei unterschiedlichen
Dehnungsamplituden analysiert. Das betrifft die Streckfestigkeitsanalysen (Unterab-
schnitt 4.4.1), die Untersuchungen des Keratin 14 unter Dehnung (Unterabschnitt 4.4.2)
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und die kraftspektroskopischen Analysen (Abschnitt 4.5). Dadurch blieb die angelegte
Dehnung der einzige Parameter der wahrend einer Messung extern variiert wurde.

Um den Ansatz fiir die Experimente mit hohen Dehnungsamplituden umsetzen zu
konnen, musste ein weiteres Problem geldst werden. Da der hier verwendete uniaxia-
le Stretcher einen mobilen und einen immobilen Arm besaf3, konnten die Kammern
nur von einer Seite aus gedehnt werden. Dadurch wurde der zuvor untersuchte Kam-
merausschnitt wahrend der Dehnung aus dem Blickfeld des Mikroskops gezogen. Wie
in Abbildung 4.3 gezeigt, blieben Positionen nahe des immobilen Arms auch nach Deh-
nung in dessen Ndhe, wihrend Positionen nahe des mobilen Arms um fast die gesamte
Amplitude der angewandten Dehnung verschoben wurden. Diese Verschiebungen durch
Nachfahren des Zellstretcher wahrend der Dehnung kompensiert werden. Dazu konn-
ten die Positionen nach der Dehnung mit der linearen Anpassung in Abbildung 4.3
c) abgeschitzt werden. Damit war es moglich, gleiche Zellen im gedehnten Zustand

wiederzufinden und entsprechend zu analysieren.

(a) (b)
O 4 N

X01 x0255 x04 o5 XL X024 X045
15 9 15
X1 96 | 50% Y] 07
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Abbildung 4.3: Auswirkungen der Positionen auf der Kammer auf die Verschiebung relativ zum
Objektiv. Markiert sind Positionen um den inneren Bereich der Kammer (grau).
Dieselben Positionen sind vor (a) und nach 50% Dehnung (b) dargestellt. Es
bestand ein linearer Zusammenhang zwischen den Positionen vor und nach
Dehnung (c). Die Positionen geben den Abstand zum unbeweglichen Kammerteil,
parallel zur Dehnungsrichtung an. n=1
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4.1.4 Strukturierung der Zellmonolagen

Zur Strukturierung der Zellmonolagen wurden Kultureinsitze (Ibidi) wie in Unterab-
schnitt 3.2.1 beschriebenen verwendet. Dadurch konnten pro Elastomerkammer zwei
rechteckige Zellmonolagen analysiert werden. Die genauen Mafsen sind in Abbildung 4.4

dargestellt.

N

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung einer Kammeroberfldche mit strukturierten Zellmonola-
gen. Der Vertiefung der Elastomerkammern(1, schwarz umrahmt) ist im relaxierten
Zustand 2 cm x 2cm grofs, die Zellmonolagen (2, grau) 7 mm x 3 mm. Die Liicke
zwischen den Monolagen entspricht 500 um. Die Grofienverhéltnisse sind mafi-

stabsgetreu.

Beziiglich der Kammerbeschichtung mit Fibronektin, einem Protein der extrazelluldren
Matrix zur Initiierung der Zelladhdsion, wurden zwei Protokolle getestet. Bei ersterem
wurden nur die Flachen innerhalb der Kultureinsiatze beschichtet. Dadurch verblieb
die spédtere Liicke zwischen den Monolagen ohne Beschichtung. Bei einem zweiten
Ansatz wurde die gesamten Kammer beschichtet, inklusive der Liicke. Dabei wurden
die Einsdtze nach dem Beschichten und kurz vor der Zellaussaat in die Kammern
geklebt. Ein Vorteil der ersten Variante war die geringere Rauigkeit des Monolagenrandes
(siehe auch Abbildung 4.5). Trotzdem wurde die zweite Variante verwendet, da damit
Monolagenrdnder erzeugt werden konnten, bei denen die Zellen weniger stark am Rand
ausgerichtet sind. Gerade fiir die Kontraktilitdtsanalysen war die Integritdt der Zellen in

den Randbereichen der Monolagen entscheidend.

4.2 REIFUNG DER ADHARENZVERBINDUNGEN

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die mechanischen Eigenschaften von Zellmonola-
gen zu analysieren. Wie auch in Unterabschnitt 1.3.1 beschrieben ist fiir die Entwicklung
von Zell-Zell Adhésionen, und damit auch von mechanisch stabilen Keratinozyten-

Monolagen, das Signal zur Differenzierung Voraussetzung. Da die Ausbildung der
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Abbildung 4.5: Einfluss der Kammerbeschichtung auf die Morphologie der Monolagenrdnder: a)

nur der von den Zellen bedeckten Bereich wurde beschichtet; b) sowohl der be-
deckte als auch der nicht bedeckte Bereich wurde beschichtet. Die Maf$stabsbalken
entsprechen 200 pm.

Adhérenzstrukturen von Epithelzellen Ca*"-abhdngig erfolgt (siehe auch O’Keefe et al.,
1987, Miroshnikova et al., 2018), konnte auch die Reifung der Zellverbindung im Labor
mit einer entsprechenden Inkubation der Zellen in Ca**-supplementiertem Medium
gesteuert werden. Nachfolgend werden die Ergebnisse zur Untersuchung Kontraktilitat
der Zellmonolagen in Abhédngigkeit von der Inkubationsdauer in Ca**-supplementiertem
Medium vorgestellt und anschlieflend die Adhdrenzverbindungen tiber immunzytoche-

mische Farbungen charakterisiert.

4.2.1  Analyse der Kontraktilitit von Zellmonolagen

Die hier dargestellten Ergebnisse entstanden aus der Zusammenarbeit mit L. Reinmuth.
Der verwendete Ansatz zur Untersuchung der Zell-Kontraktilitdt beruht auf der Analyse
der Substratdeformationen, die von Zellen auf weichen Substraten hervorgerufen werden
konnen (siehe auch Harris et al., 1980). Diese konnen mithilfe von Mikrokugeln sichtbar
gemacht werden (Abschnitt 4.1). Wegen der Triibung der verwendeten Elastomerkam-
mern war jedoch keine inverse Mikroskopie mit ausreichender Auflosung moglich. Um
die Mikroskopie durch den Kammerboden zu vermeiden wurden ein aufrechtes Mikro-
skop mit Eintauchobjektiven verwendet. Da Zellen jedoch einen anderen Brechungsindex
als das sie umgebende Kulturmedium besitzen, veranderte sich auch der optische Licht-
weg und ein Teil der Mikrokugeln erschien mutmafilich deswegen nicht mehr in der
Fokusebene (siehe auch Abbildung 4.6). Daher wurden fiir die Kontraktilititsversuche
ausschlieSlich Bereiche vor den Zellen, innerhalb der 500 um-breiten Liicke zwischen den
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beiden Monolagen, zur Analyse verwendet.

Abbildung 4.6: a) Aufnahme mehrerer Zellen innerhalb einer Monolage. Die direkt darunter
befindlichen Mikrokugeln sind sowohl vor dem Ablosen der Zellen (b) als auch
danach (c) dargestellt. Der Mafsstabsbalken entspricht 20 ym.

Zur Analyse der Kontraktilitit der Monolagen wurden rund 2000 um? grofen Bereiche
von Interesse (BvI) definiert, in dem die Verriickungen der Mikrokugeln analysiert wur-
den. Die Ermittlung der Verriickungen ist ausfiihrlich in Unterabschnitt 3.4.1 beschrieben.

Im Folgenden ist die Prozedur zur Analyse der Verriickungen anhand von einem Bei-
spiel einer undifferenzierte Zellmonolage dargestellt. Die Verriickungen der Mikrokugeln
wurden vom Zustand maximaler Verschiebung unter Zelleinfluss auf den relaxierten
Zustand nach Ablosen der Zellen ermittelt. Dabei waren die Verriickungen in Richtung
des Zell-freien Bereichs orientiert (siehe auch Abbildung 4.14), sodass waren von einer

Kontraktilitdt ausgegangen werden kann.

Aus Abbildung 4.7 wird ersichtlich, dass ndher am Monolagenrand gelegende Mikro-
kugeln im Schnitt hohere Verriickungen aufwiesen als weiter entfernte. Dieses Verhalten
konnte fiir alle untersuchten Konditionen beobachtet werden. Weiterhin wurden die
Verteilungen der Verriickungen einzelner Mikrokugeln in Abhidngigkeit vom Abstand
zum Monolagenrand analysiert (Abbildung 4.7). Wahrend Mikrokugeln in unmittelbarer
Néhe des Monolagenrands ndherungsweise normalverteilt waren, konnte dies fiir einen
Grofsteil der Verteilungen, nicht angenommen werden, da diese beztiglich sehr kleiner
und sehr grofier Verriickungen weit ,auseinanderliefen”. Daher wurden im Folgenden
die Mediane der Kugelverriickungen in 5 pum-Abstdnden zum Monolagenrand berechnet,
beginnend in direkter Ndhe zum Monolagenrand bis zu einem Abstand von 45 um
Entfernung zum Rand in Dehnungsrichtung. Dabei wurde nur der vektorielle Beitrag
senkrecht zum Monolagenrand (horizontale Richtung) verwendet.

Weiterhin wurden die Verteilungen der ermittelten Mediane iiber die Gesamtheit aller
Messungen pro Kondition analysiert. Dabei passten weder Gaufische Normalverteilungen
noch log-Normalverteilungen (Abbildung 4.8). Die Abweichung der Mittelwerte von

den Medianen waren dabei sehr klein. Im Falle undifferenzierter Monolagen betrug die
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Verteilung der Mikrokugelverriickungen in Abhidngigkeit vom Abstand zum
Monolagenrand am Beispiel eines Bereichs von Interesse (Bvl). Bvl wurde fiir
undifferenzierte Monolagen ohne Prikonditionierung aufgenommen. Einzelne
Punkte stellen die Verriickungen einzelner Mikrokugeln dar, die Kurven sind

jeweils Anpassungen einer Gauf$verteilung pro Abstandsinterval.

Differenz nur ca. 4 nm. Daher wurden, konsistent zu Abbildung 4.7 die Mediane mit den

zugehorigen Quartilen fiir alle Messreihen berechnet.
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Abbildung 4.8: Verriickung der Mikrokugeln am Beispiel undifferenzierter Monolagen ohne

Prakonditionierung. links: Mediane der Verriickungen einzelner Messungen in
Abhingigkeit zum Monolagenrand. Die grauen Linien stellen die Mediane dar,
die in einzelnen BvI ermittelt wurden dar, die blaue Linie (Mitte) den Median
der Bvl-Messungen mit dem ersten (25 % der Messwerte untere, blaue Linie) und
dem dritten Quartil (75 % der Messwerte obere, blaue Linie). rechts: Histogramm
mit Anzahl der Bvl tiber die Mediane ihrer Verrtickungen im Abstand 0 —5 um
zum Monolagenrand.
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4.2.2  Untersuchung der Kontraktilitit in Abhingigkeit der Differenzierung der Adhirenzver-
bindungen

Zur Optimierung der Dauer der Differenzierung der Zell-Zell Adhédsionen, wurde das
Kontraktilitdtverhalten von Zellmonolagen bei Oh, 16 - 24h und 40 - 28h Inkubation in
Ca**-supplementiertem Medium verglichen. Dabei zeigten Monolagen, die 16 - 24h unter
erhohter Ca2*-Konzentration kultiviert wurden, die hochsten Kontraktionen fiir alle
untersuchten Abstandsintervalle zum Rand. Statistische Analysen wurden nur fiir Kugel-
verriickungen im Nahbereich des Randes (0 bis 5 um) durchgefiihrt. Die Verriickungen
der bis zu 24 h differenzierten Monolagen waren dabei signifikant hoher als die iiber zwei
Tage gereiften Zellen (siehe auch Abbildung 4.9). Die Kontraktionen der undifferenzierten
Monolagen (0 h Ca**) unterschieden sich nicht signifikant von denen der beiden anderen
Konditionen. Das durchaus tiberraschende Ergebnis empfiehlt einen Tag gereifte Mono-
lagen fiir alle weiterfithrenden Analysen, da fiir diese das beste Signal-Rausch-Verhiltnis

Zu erwarten war.
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Abbildung 4.9: Analyse der Monolagen-Kontraktilitat in Abhangigkeit der Differenzierung der
Zelladhédsionen. Die Kreise entsprechen den Medianen der Verriickungen fiir
alle untersuchten Bereiche von Interesse pro Kondition und Abstandsinterval
zum Rand. Die Fehlerbalken umfassen 50 % der Messwerte (erstes bis drittes
Quartil). Es wurden mehr als zehn Bereiche von Interesse in mindestens drei
voneinander unabhingigen Messungen pro Kondition analysiert (genaue Anzahl
in Abbildung 4.16), bei der 48 h-Kondition jedoch nur funf Bereichen in zwei
unabhéngigen Messungen.
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4.2.3  Immunzytochemische Untersuchungen des Zytoskeletts und der Adhdrenzverbindungen

Fiir einen Uberblick beziiglich der Reifung der Adhérenzverbindungen und der Organi-
sation der zytoskelletalen Netzwerke wurde diese immunzytochemisch analysiert.

Dabei wurde fiir die Charakterisierung der Adherens Junctions die E-Cadherine und
das Aktinzytoskelett gereifter und nicht gereifter Zellmonolagen nach Fixierung der Zellen
angefarbt. Die Bezeichnungen gereift bzw. nicht gereift bezeichnen die Inkubationsdauer in
Ca**-supplementiertem Medium. Mit gereift ist dabei eine Fixierung nach 16 h Inkubation
in Ca**-supplementiertem Medium gemeint, mit nicht gereift ist die Kontrolle mit
einer Fixierung nach 0 h Inkubation, 16 h nach Zellaussaat gemeint. Dabei weisen die
E-Cadherine in gereiften Monolagen eine Reifsverschluss-dhnliche3 Organisation auf,
wihrend bei undifferenzierten Zellen kein spezifisches E-Cadherin Fluoreszenz-Signal
auszumachen war (Abbildung 4.10).

Klare Unterschiede waren auch bei der Organisation des Aktinzytoskeletts zu be-
obachten. Wahrend die Aktinfasern in gereiften Monolagen vorrangig eine kortikale
Organisation aufwiesen, zeigten undifferenzierte Zellen sowohl eine kortikale Auspra-
gung des Aktin Fluoreszenz-Signals als auch stark ausgebildete Stressfasern.

Zur immunzytochemischen Analyse der Desmosome und Keratinnetzwerke wurden
Antikorper fiir Desmoplakin und Keratin (pan) verwendet. Die gereiften Monolagen
wiesen punktformige Desmoplakin Fluoreszenz-Signale im Bereich der Zell-Zell-Kontakte
auf, wobei das Keratinnetzwerk um den Zellkern dichter als in der Zellperipherie
organisiert war. Die undifferenzierten Zellen wiesen kein spezifisches Desmosomen Signal
auf, ihre Keratinnetzwerke dhnelten denen der gereiften Monolagen. Im Vergleich zu den
undifferenzierten Zellen weisen die iiber einen Tag gereiften Zellmonolagen deutliche
Adhérenzverbindungen auf. Zusammen mit den Ergebnissen aus Unterabschnitt 4.2.2
sind damit mechanisch stabile Zellmonolagen mit Blick auf die folgenden Messungen

anzunehmen.

3 aus der Literatur auch als zipper bekannt
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E-Cadherin liberlagert

Pan-Keratin
™

16 h

Abbildung 4.10: Immunfluoreszenzaufnahmen ausgewéhlter Zellahdsionsproteine und Proteine

des Zytoskeletts. Diese wurden jeweils in gereiften (fiir 16 h unter erhohter
Ca**-Konzentration kultiviert) und nicht gereiften (0 h) Monolagen analysiert.
Die Zellen wurden fiir die Inmmunfarbungen mit Paraformaldehyd fixiert. Die
Mafstabsbalken entsprechen 20 um. Pro Kondition wurden mindestens zwei

unabhéingige Messungen durchgefiihrt.
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4.3 ANISOTROPE EFFEKTE ZELLULARER AUSRICHTUNG AUF DIE KONTRAKTILITAT

EPITHELIALER MONOLAGEN
4.3.1  Generierung Anisotroper Zellmonolagen

Im néchsten Schritt galt es ein Modellsystem zu finden, das gezielte Analysen anisotroper
Zellmonolagen ermoglicht. Mit Blick auf eine Keratinozyten Monolage in Abbildung 4.11
fallt auf, dass ein hoher Anteil an Zellen eine gestreckte bzw. polare Morphologie
aufweist. Dabei scheint die Orientierung der Ausrichtungen der Zellkorper sich zum
Teil tiber mehrere Zellen fortzusetzen, was auf eine zelluldre Kooperation hindeutet.
Eine allgemein priferierte Orientierung der Zellen kann dabei jedoch nicht beobachtet

werden.

Abbildung 4.11: Aufnahme einer Keratinozytenmonolage. Ein Teil der Zellen weist eine Po-
larisierung auf (griine Pfeile). Die Aufnahme erfolgte nach 16 h Reifung der
Adhérenzverbindungen Medium mit erhohter Ca**. Der Mafistabsbalken ent-
spricht 100 pm. Es wurden Aufnahmen von tiber zehn unabhangigen Proben
durchgefiihrt.

Aus verschiedenen Studien (Hayakawa et al., 2000, Wang et al., 2001) ist bekannt, dass
sich Zellen unter bestimmten Bedingungen wihrend zyklischer Dehnung ausrichten und
ihr Aktinzytoskelett umbauen. Dabei orientieren sich sowohl Aktinfilamentbtindel als
auch der Zellkorper in zur Dehnung transversaler Richtung, um dadurch die von den
Zellen zu tolerierenden Krifte zu minimieren. Dieser Effekt ist auch fiir den hier verwen-
deten Zelltyp bekannt (Noethel et al., 2018). In Abbildung 4.12 sind immunzytochemische
Aufnahmen des Aktinzytoskeletts von gedehnten Zellen und ihrer Kontrolle ohne Pra-

konditionierung gezeigt. Die Fixierung der gedehnten Zellen fand ca. 60 min nach Ende
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des Dehnungsprotokolls statt, womit die zelluldre Ausrichtung als stabil tiber die in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Zeitraume angenommen werden kann. Die Dichte
der ausgerichteten Filamentbiindel war dabei hoher als die der nicht-prakonditionierten

Aktinfilamente.

Abbildung 4.12: Immunfluoreszenzaufnahmen der Aktinfilamente fixierter Keratinozytenmonola-
gen. a) Die Zellen wurden fiir 4 h mit 30omHz um 14 % zyklisch gedehnt. 60 min
nach Beendigung des Dehnungsprotokolls wurden sie mit Paraformaldehyd
fixiert. b) Die Kontrollzellen wurden nicht gedehnt. Fiir beide Bedingungen
wurden die Zellen fiir 16 h in Ca**-supplementierten Medium inkubiert. Die
Mafistabsbalken entsprechen 20 um. Es wurden zwei unabhingige Messungen
durchgefiihrt.

Fiir die folgenden Versuche wurden die ausgerichteten Zellmonolagen entsprechend ih-
rer Orientierung als vertikal oder horizontal ausgerichtet bezeichnet und Monolagen ohne
vorherige Konditionierung als Kontrolle*. Die Kennzeichnung bezieht sich dabei allein auf
die Ausrichtung im Bildbereich>. Einzig der Analysebereich bzw. die Orientierung der
Liicke zwischen den Monolagen wurde in den folgenden Versuchen variiert, indem die
Zellkultur-Einsétze entsprechend vor der Zellaussaat ausgerichtet wurden. Fiir die Unter-
suchungen vertikal ausgerichteter Monolagen wurden die Einsdtze vor der Zellaussaat so
orientiert, dass auch die Liicke vertikal, also senkrecht zur Dehnungsrichtung orientiert
war (siehe auch Abbildung 4.13). Zur Generierung horizontal ausgerichteter Monolagen
wurden die Ibidi-Einsdtze um 90° gedreht und wiesen damit eine Orientierung parallel
zur Dehnungsrichtung auf. Um die spdtere Auswertung zu vereinfachen, wurden fiir
die Kontraktilitdtsanalysen auch die Aufnahmen entsprechend um 90° gedreht. Fiir die

Kontrolle wurde der Einsatz senkrecht zur Dehnungsrichtung orientiert. Nach diesem

Die Bezeichnung wurde bewusst zurtickhaltend gewé&hlt, um den Eindruck zu vermeiden, vorher nicht
gedehnte Zellen wiirden keinerlei Ausrichtung aufweisen. Wie jedoch in Abbildung 4.11 und Abbildung 4.12

ersichtlich, ist dies nicht der Fall
da die zytoskelletale Orientierung wéhrend zyklischer Dehnung stets senkrecht zur Dehnungsrichtung

erfolgt
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Schema war es moglich, Analysen in Abhédngigkeit der zytoskelletalen Ausrichtung

durchzufiihren.
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Abbildung 4.13: Schematische Darstellung der Generierung anisotroper Zellmonolagen. Die Mafs-
stabsbalken entsprechen 50 pm.

4.3.2  Einfluss der Aktinfilamentreorientierung auf die Kontraktilitit

Weiterhin wurden an den anisotropen Zellmonolagen richtungsabhdngige Untersuchun-
gen zur Kontraktilitat durchgefiihrt. Dazu wurde der in Unterabschnitt 4.2.1 beschriebene
Ansatz verwendet. Die hier beschriebenen Ergebnisse entstanden in Zusammenarbeit mit
L. Reinmuth (Bachelorarbeit). Dabei wurde zwischen Analysen parallel zur zyktoskelleta-
len Ausrichtung (horizontal) und senkrecht dazu (vertikal) entsprechend Abbildung 4.14
unterschieden. Die quantitativen Ergebnisse der Kontraktilitidtsanalysen sind in Abbil-
dung 4.15 dargestellt, die zugehorigen Signifikanzanalysen in Abbildung 4.16. Dabei
ergab sich fiir gereifte Monolagen mit Zell-Zell Adhé&sionen ein klares Bild. Mikrokugel-
verriickungen horizontal ausgerichteter Monolagen waren mit von rund 180 nm im Me-
dian um eine Grofienordnung hoher als senkrecht ausgerichtete mit ca. 10 nm im Median.
Dabei wurden Verriickungen im Nahbereich des Monolagenrandes mit einem Abstand
der Mikrokugeln zum Rand zwischen 0 und 5 pm analysiert. Ausschlaggebend fiir die
Ermittlung der Abstinde waren die Fluoreszenzaufnahmen der Signal-Mikrokugeln vor
dem Ablosen der Zellen. Zellen ohne vorherige Konditionierung® wiesen Verriickungen
im Nahbereich von ca. 45 nm im Median auf, die zwischen denen der beiden anderen

Konditionen lagen.

Weiterhin wurden undifferenzierte Zellen ohne Zell-Zell-Adhésionen analysiert, um
den moglichen Einfluss dieser auf die Traktionskrifte zu untersuchen. Dabei zeigten

ebenfalls die horizontal ausgerichtete Zellen die hochsten Verriickungen mit Medianen

6 zyklische Dehnung
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horizontal vertikal Kontrolle

Zellmonolagen

Verriickungen

Abbildung 4.14: a-c) Darstellung der Monolagen entsprechend ihrer zytoskelletalen Ausrichtung.
d-f) Die Verriickungen der einzelnen Mikrokugeln (blaue Pfeile) wurden zur
besseren Veranschaulichung mit dem Faktor acht multipliziert (Vergrofierung in
f). Die Maf3stabsbalken entsprechen 50 pm.

von rund 75 nm im Nahbereich, wahrend zwischen vertikal ausgerichteten Zellen und
denen ohne Prakonditionierung keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
konnten (jeweils 20nm und 25nm im Median). Im direkten Vergleich horizontal aus-
gerichteter Monolagen zeigten gereifte Monolagen (180 nm) mehr als doppelt so hohe
Verriickungen wie undifferenzierte Zellen (75 nm).
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Abbildung 4.15: Zusammenfassung der Kontraktilitdtsanalysen anisotroper Zellmonolagen. Die

Verrtickungen der Mikrokugeln sind in Abhéngigkeit ihres Abstands zum Mo-

nolagenrand dargestellt. Variiert wurde die zelluldre Ausrichtung in gereiften (a)
und nicht gereiften (b) Monolagen. Die Symbole entsprechen den Medianen der
Verrtickungen fiir alle untersuchten Bereiche von Interesse pro Kondition und
Abstandsinterval zum Rand. Die Fehlerbalken umfassen 50% der Messwerte

(erstes bis drittes Quartil). Insgesamt wurden mehr als zehn Bereiche von Inter-

esse in mindestens drei voneinander unabhédngigen Messungen pro Kondition

analysiert (genaue Anzahl in Abbildung 4.16)
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Abbildung 4.16: Signifikanzanalysen der Kontraktilitatsergebnisse. Die hier gezeigten Ergebnisse

beziehen sich die auf Verrtickungen im Abstand von 0 —5 pm zum Rand. Die
Anzahl der analysierten Bereiche von Interesse (BvI) ist auf dem zugehorigen
Balken dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit einem zweiseitigen Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test tiberpriift: ns fiir p-Wert > 0.05; p-Wert(*)< 0.05; p-Wert(**)<
0.01; p-Wert(***)< 0.00T.
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4.3.3 Einfluss zellulirer Ausrichtung auf die Generierung Monolagen inhirenter Spannungen

Nach den Analysen der Kontraktilitdt vor den Monolagen, wurde als ndchstes untersucht,
wie die Ausrichtung die mechanischen Spannungen innerhalb der Monolagen beeinflusst.
Gibt es eine aktive Kraftiibertragung von Zellen zu ihren Nachbarn und wie weit reicht
diese? Inwiefern hat die zytoskelletale Ausrichtung Einfluss darauf?

Fiir die Untersuchung dieser Fragen wurden Ablationsexperimente mit einem gepuls-
ten UV-Laser an gereiften Zellmonolagen durchgefiihrt. Dazu wurden die Monolagen
wie in Unterabschnitt 4.3.1 beschrieben prakonditioniert. Die entstandenen Risse wurden
nach einem konstanten Zeitinterval nach den Ablationen aufgenommen. Die Bilder der
Risse wurden verwendet, um eine elliptische Anpassung an das entstandene Loch zu
berechnen. Die Rechnung dazu ist detailliert in Abschnitt 2.2 dargestellt. Das Seitenver-
héltnis der Halbachsen der Ellipsen wie folgt berechnet:

grofse Halbachse

Settenverhdlinis = 4 e Halbachse

(4-2)

Dabei wiesen die Locher, bei denen die Schnitte parallel zur Ausrichtung erfolgten,
die grofiten Seitenverhiltnisse mit 7.2im Median auf. Die kleinsten Seitenverhéltnisse
mit 1.4im Median zeigten Schnittlocher nach Schnitten die senkrecht zur Ausrichtung
orientierten waren. Diese Locher wiesen eine eher runde Form auf. (Abbildung 4.17). Die
Seitenverhéltnisse der Locher der Kontrollen lagen 3.8 im Median zwischen den beiden
anderen Konditionen. Eine klare Ausrichtung der Zellen ohne vorherige Konditionierung

konnte dabei nicht ausgemacht werden.
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Abbildung 4.17: Analysen der mechanischen Spannungen innerhalb anisotroper Zellmonolagen.
a) Beispielhafte Abbildung der Schnittstellen fiir die untersuchten Konditionen.
Die Schnitte erfolgten vertikal (rote Linien). Die analysierten Bilder der Schnittlo-
cher wurden 90 s nach der Ablation aufgenommen. Die entsprechende Zeitleiste
ist am linken Bildrand dargestellt. Die Mafistabsbalken entsprechen 20 pm. b)
Die Seitenverhiltnisse der elliptischen Anpassungen sind als Punktwolken in
Abhingigkeit der zelluldre Ausrichtung dargestellt. Jeder Datenpunkt entspricht
dabei dem Seitenverhdltnis einer analysierten Fldche. Pro Kondition wurden
Experimente mit drei voneinander unabhangigen Elastomerkammern gemacht.
Die Signifikanzen wurden mit einem zweiseitigen Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
tiberpriift: p-Wert(**)< 0.01; p-Wert(***)< 0.001
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4.4 MORPHOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN EPITHLIALER ZELLMONOLAGEN UNTER

DEHNUNG
4.4.1  Test auf Widerstandsfihigkeit gegeniiber hoher Dehnungen

Neben der anisotropen Effekte stand auch die Dehnbarkeit bzw. Streckfestigkeit der
Zellmonolagen im Fokus. Dazu wurden die Monolagen sowohl ohne als auch mit vorhe-
rige Ausrichtung statisch gedehnt und die entstandenen Risse untersucht. Dabei wurde
das in Unterabschnitt 4.3.1 vorgestellte Schema zur Generierung anisotroper Monolagen
verwendet, wobei fiir horizontal ausgerichtete Monolagen, neben dem Kultureinsatz zur
Zellaussaat auch die Kammer gedreht werden musste, da die Richtung der statischen
Dehnung variiert wurde (entsprechend Abbildung 4.13). Dazu mussten die Kammern
nach der Prakonditionierung aus ihrem Halter ausgebaut, um 9o° gedreht und wieder
eingebaut werden.

Die Ergebnisse der Streckfestigkeitsanalysen sind in Abbildung 4.18 dargestellt. Sowohl
tiir 50% als auch fiir 75% Dehnung wurden die Rissflachen As¢ und A5 innerhalb der
affin transformierten Bereiche ermittelt (siehe auch Unterabschnitt 3.4.3). Weiterhin
wurden die Rissflichen der gleichen Bereiche im ungedehnten Zustand A, verwendet

und mithilfe der fiir 50% und 75% Dehnung ermittelten affinen Parameter transformiert.

Aaffin;SO = (] =+ (':xx;SO)(1 + eyy;SO)AO (43)

Aaffin;75 = (] + €xx;75)(] + €yy,'75)AO (44)

mit exx und €y, den Diagonalelementen des Verzerrungstensors
Danach wurden von den Rissflachen der gedehnten Monolagen die extrapolierten Fla-

chen abgezogen. Damit wurden soweit moglich nur die durch die Dehnung entstandenen

Risse berticksichtigt.
ARiss;50 = As0 — Aaffin;50 (4.5)
ARiss;75 = A75 — Aaffin;75 (4.6)

Die durch die Dehnung entstandenen Rissflichen waren fiir alle untersuchten Kon-
ditionen signifikant grofier als die vorhandenen Risse im ungedehnten Zustand. Dabei
wiesen parallel zur statischen Dehnungsrichtung orientierte (horizontale) Monolagen klar

die grofte kumulierte Rissflache mit 10300 um? auf. Da diese bereits unter 50% Dehnung
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fast vollstandig zerrissen, wurden sie nicht weiter auf 75% gedehnt, da diese Daten
beziiglich der Streckfestigkeit der Zellmonolagen nicht weiter aussagekréftig waren.
Monolagen mit vertikaler Ausrichtung zeigten mit einer kumulierten Rissfliche von 1300
uwm? im Median bei 50% Dehnung kein signifikant anderes Verhalten als Monolagen die
vorher nicht konditioniert wurden mit 2600 pm?. Beide Konditionen reagierten bei der
Kammerdehnung von 50% auf 75% mit einem leichten Anstieg der Rissgrofien (auf einen
Median der kumulierten Rissfliche von 2500 pm? bei vertikal ausgerichteten Monolagen
und 5100 um? bei der Kontrolle). Auffillig dabei war, dass die Risse allein im Bereich der
Zell-Zell-Adhasionen auftraten. Eine Ausdehnung der Zellkorper in Dehnungsrichtung
konnte fiir alle Konditionen beobachtet werden. Zur Kontrolle wurden auch die Riss-
flachen der Monolagen im ungedehnten Zustand analysiert, wobei keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Konditionen festgestellt werden konnten.
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Abbildung 4.18: Streckfestigkeitsanalysen anisotroper Zellmonolagen. a) Die Ausschnitte der
Abbildungen der Monolagen sind entsprechend ihrer Dehnung affin transfor-
miert. Die Richtung der statischen Dehnung ist im Diagramm angezeigt. Der
Mafstabsbalken entspricht 20 um. b) Die Punktwolken der Rissflichen sind
in Abhdngigkeit von der zelluldiren Ausrichtung und angewandten Dehnung
dargestellt. Jeder Datenpunkt entspricht dabei der Summe der Rissflachen fiir
einen Bereich von Interesse. Die Analysen vertikal ausgerichteter Monolagen
und der Kontrolle wurden in zwei voneinander unabhéngigen Messungen durch-
gefiihrt, die der horizontal ausgerichteten in drei. Die Signifikanzen wurden
mit einem zweiseitigen Wilcoxon-Mann-Whitney-Test {iberpriift: ns fiir p-Wert >
0.05; p-Wert(*)< 0.05; p-Wert(**)< 0.01; p-Wert(***)< 0.001.
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4.4.2  Keratine beeinflussen das Verhalten der Adhirenzverbindungen unter Dehnung

Als ndchsten wurde untersucht, welche Rolle Keratine fiir Zellmonolagen unter Dehnung
spielen. Aus der Literatur ist bekannt, das Keratine mafigeblich fiir die mechanischen
Eigenschaften von Epithelzellen beeinflussen (Seltmann et al., 2013, Ramms et al., 2013).
Dieser Einluss wurde jedoch noch nicht in lebenden Zellen unter hohen Dehnungen
analysiert. Um erstes Bild vom Verhalten der Keratine unter Dehnung in lebenden
Zellen zu erhalten, wurde die Rescue-Zelllinie Ktyl -/- K14 verwendet (siehe auch
Unterabschnitt 3.2.2). Diese Zelllinie bildet keine Keratine aus, bis auf ein Keratin14-
GFP-Konstrukt, welches die Analyse des Keratin14-Netzwerks (K14) in lebenden Zellen
ermoglicht. Zundchst wurden die Zellen als Monolage in die Elastomerkammern ausge-
sdaht. Anschliefend wurden diese in 25 %-Schritten gedehnt und aufgenommen, bis zu
einer maximalen Amplitude von 75 %. Durch das fluoreszierende, an das K14-Netzwerk
gekoppelte, GFP (green fluorescent protein) war es moglich die Verformung des K14-
Netzwerk unter Dehnung aufzunehmen (siehe auch Abbildung 4.19). Wie erwartet
wurden dabei die Maschen des Netzwerks in Richtung der angelegten Dehnung gestreckt
und senkrecht dazu gestaucht. Die Zellmonolagen waren wihrend der Dehnungen von
bis zu 75 % tiber den Zeitraum der Messung stabil (ca. 20 min. Es konnten keine Risse
oder dhnliches beobachtet werden (Abbildung 4.19). Damit konnte eine Reaktion von
Keratinen in lebenden Zellen auf Dehnung aufgenommen werden, wobei die Deletation
der Keratin-I Gene, mit Ausnahme von K14, keine offensichtlichen Auswirkungen auf
die Integritdt der Monolagen, trotz hoher Dehnungen, hatte.

Um die Ergebnisse der K14-Mutante besser einordnen zu kénnen, wurde das Deh-
nexperiment mit Monolagen der vollstandigen Keratin knock-out Mutante und ihres
zugehorigen Wildtyps, in dem noch alle Keratine vorhanden sind, wiederholt. Zuséatzlich
wurden auch die Desmosome der Zellen untersucht, von denen bekannt ist, dass sie die
Keratinnetzwerke benachbarter Zellen verbinden. Dazu wurde das desmosomale Protein
Desmoplakin I immunzytochemisch angefdarbt (Abbildung 4.20).

Bei 0 % Dehnung konnten keine Unterschiede zwischen den Zell-Zell-Verbindungen
des Wildtyps und denen der knock-out Mutante beobachtet werden. Die Desmosome bei-
der Zelllinien zeigten eine punktférmige Auspriagung im Bereich der Zell-Zell-Kontakte.
Unter Dehnung jedoch machten sich starke Unterschiede zwischen den Zelllinien be-
merkbar. Bei 50 % angelegter Dehnung bildete sich eine Zéhnung im Bereich der Zell-Zell-
Adhésionen des Wildtyps aus’. Die dabei entstehenden fadendhnlichen Membrantether
waren besonders in Dehnungsrichtung ausgepragt. Bei der KO-Mutante konnte keine
Zahnung beobachtet werden. Dort ausgepragte Zell-Verbindungen liefen eher linienartig
ohne Unterbrechungen entlang der Zell-Zell Grenzen. Unter Dehnung konnten keine

Unterschiede der KO-Adhésionen im Vergleich zu 0% festgestellt werden, unter der

7 Interessanterweise zeigte der K14 Rescue dieses Verhalten nicht, er dhnelte dabei eher der KO-Mutante

(vergl. Abbildung 4.19).



86 ERGEBNISSE

0%

75 %

Abbildung 4.19: Aufnahmen einer Monolage der K14-Res Mutante (links) und des zugehorigen
Keratin 14 (Epifluoreszenz; rechts) wahrend unterschiedlicher Dehnungszustande.
Die angelegte Dehnung erfolgte dabei horizontal und 16 h nach Calcium-Zugabe.
Die Aufnahmen wurden in einem zeitlichen Abstand von ca. fiinf Minuten pro
Dehnungsschritt aufgenommen. Die Mafistabsbalken entsprechen 20 um. Der
Umfang der unabhingigen Messungen betrédgt zwei, wobei hier nur eine Position
abgebildet ist.

Bedingung, dass die Verbindungen auch vor Dehnung integer waren und keine Liicken
aufwiesen.
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Durch die immunzytochemischen Untersuchungen der Desmosome des Wildtyps
konnte eine Kolokalisation des Desmoplakin-Signals mit den einzelnen Membrantethern
gezeigt werden. Interessanterweise war dabei das Desmoplakin-Signal nicht mehr punkit-
formig, sondern entlang der Membrantether ausgerichtet. Die knock-out Mutante zeigte
sowohl vor als auch nach Dehnung punktférmige Signale.

verwendete . ..
Zelltyp Dehnung Desmplakln » DIC uberlaert
W‘/ 7 ; 4
wWT 0%
KO 0%
WT € 50%—>
KO € 50% =>

Abbildung 4.20: Analyse der Zell-Zell Kontakte der Keratin I WT und KO Zelllinien in Abhangig-
keit der angelegten Dehnung (horizontal). Die Fixierung der Zellen erfolgte 16 h
nach Calcium-Zugabe. Die Mafistabsbalken entsprechen 20 um. Der Umfang
unabhédngiger Messungen betragt fiir jede Kondition zwei.
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Um diese Beobachtungen zu quantifizieren wurde die Anderung der Zellflachen unter
Dehnung ermittelt (Abbildung 4.21). Dabei wurden die Zell-Zell Kontakte explizit nicht
berticksichtigt, um die Bildung der Membrantether charakterisieren zu konnen (siehe
auch Unterunterabschnitt 3.4.4.4). Die relativen Flachendnderungen a,.; wurden von
0 auf 25 % und von 25 auf 50 % wie folgend ermittelt:

A
Aret;25[%] = (% —1) %100 (4.7)
0
A
arel;SO[o/O] == (A750 — 1) * 100 (48)
25

mit A, den ermittelten Flichen mit Bezug auf die Amplitude der angelegten Dehnung
in %.

Fiir beide Intervalle war die relative Flichendnderung der knock-out Mutante signifi-
kant grofer als die des Wildtyps. Damit konnte ein stark unterschiedliches Verhalten der

Zellmonolagen in Abhingigkeit von der Anwesenheit der Keratine gezeigt werden.



4.4 MORPHOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN EPITHLIALER ZELLMONOLAGEN UNTER DEHNUNG

(a)

50%

g ¥
(@]
D 30 {{-----f-mmmmmmn e N 5
z T ¥
< ]
—_ LJ
8 2047 - R I
E l
ol —
104 - B R T — 5
>*
Jé >*

Abbildung 4.21: (a) Abbildung einzelner Zellen in Monolage. Die angelegte Dehnung erfolgte
horizontal. b) Die Flachen gleicher Zellen wurden vor und nach Dehnung analy-
siert (blau). Zur Untersuchung der Adhédrenzverbindungen wurden diese dabei
explizit nicht berticksichtigt. Die MafSstabsbalken entsprechen 20 pm. c) Boxplots
der relative Flachenédnderungen wéhrend 25 % angelegter Dehnung, fiir zwei
Intervalle (jeweils linke und rechte Seite) fiir Wildtyp und knockout Zellen. Die
horizontalen Linien innerhalb der Boxen reprasentieren die Mediane, die schwar-
zen Punkte die Mittelwerte. Die Boxen selbst umfassen 50 % der gemessenen
Werte (vom ersten bis dritten Quartil) und die Balken 100 %. Fiir den WT wurden
15 Flachen in 6 voneinander unabhidngigen Messungen analysiert und fiir die
KO-Mutante 14 Fldchen in 8 unabhéngigen Messungen.
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4.5 KERATINE - PUFFERSYSTEM VON HOHEN MECHANISCHEN BELASTUNGEN

Wegen ihrer hohen Prasenz und der Eigenschaft isolierter Intermedidrfilamente (Janmey
et al., 1991) unter Dehnung zu versteifen, wird vermutet, dass Keratine bzw. IF als eine
Art mechanischer Puffer fungieren, der die Gewebeintegritdt unter hohen mechanischen
Belastungen gewihrleisten soll. Um dieses Verhalten in lebenden Zellen zu untersuchen,
wurde das in Unterabschnitt 4.4.2 vorgestellte Keratin-knock-out/Wildtyp-System ver-
wendet. Zur mechanischen Untersuchung der Zellen wurde eine neue Technik entwickelt,
die es ermoglichte, gleichzeitig zu dehnen und und mit einem Rasterkraftmikroskop zu

analysieren.

4.5.1 Anpassungen des Zellstretchers

Fiir die folgenden kraftspektroskopischen Analysen mussten weitere Anpassungen am
Stretcher vorgenommen werden. Diese wurden in Zusammenarbeit mit W. Rubner und J.
Konrad durchgefiihrt. Insbesondere Rasterkraftmikroskope sind sehr kompakt gebaut,
um moglichst wenig mechanische Schwingungen aus der Umwelt aufzunehmen. Da-
her musste ein Stretchersystem inklusive passender Kammerhalter entwickelt werden,
welches in den verfiigbaren Platz zwischen RKM-Kopf und Tisch des inversen Mikro-
skops passte. Dazu wurde zunédchst die Hohe des Stretchers deutlich reduziert und ein
entsprechender Adapter fiir die horizontale Mikrometer-Verstellung angepasst (siehe
auch Abbildung 4.22). So konnte der Stretcher auf den Mikroskoptisch geschraubt und
darauf mit einer Genauigkeit im Mikrometer-Bereich bewegt werden. Dadurch konnten
nicht nur auf den Kammern adhérierte Zellen prizise angefahren werden sondern auch
wiéhrend der Dehnung die untersuchten Proben nachverfolgt werden. Somit war es
mogliche die gleichen Positionen auf den Zellen bei unterschiedlichen Dehnungen zu
untersuchen (siehe auch Unterabschnitt 4.1.3).

Weiterhin wurde die Hohe der Kammerhalter soweit wie moglich verringert (siehe
Abbildung 4.23c). Da jedoch der Schrittmotor sich nicht auf dieses Mafd verkleinern
liefs, wurde stattdessen der Verbindungsteg zwischen Kammerhalter und Schrittmotor
soweit verlangert, dass der Motor neben dem RKM-Kopf verwendet werden konnte
(Abbildung 4.23a). Mit diesen Anpassungen konnten Dehnungsexperimente auf dem
Mikroskoptisch durchgefiihrt werden, wobei Zellen auf den Kammern durch inverse

Lichtmikroskopie gefunden und mit dem RKM indentiert werden konnten.

4.5.2  Optimierung der Parameter fiir die kraftspektroskopischen Messungen

Eine wichtige Frage, die es fiir die Streckexperimente an Zellen zu kldren galt, war die

der geeigneten Dehnungsamplituden. Aus Janmey et al., 1991 ist bekannt, dass in vitro
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Abbildung 4.22: Schema des Versuchsaufbaus fiir die RKM-Analysen: Die zu untersuchenden
Zellen konnen in den Elastomerkammern (1) kultiviert werden. Diese sind tiber
eine bewegliche Briicke (2) mit dem RKM-Stretcher verbunden. Gleichzeitig ist
Rasterkraftmikroskopie von oben (3) und Lichtmikroskopie von unten (4) mog-
lich. Ein Adapter (5) ermoglicht die Fixierung des Stretcher an die horizontale
Verstellung des RKM-Tisches. Die Skizze ist nicht mafistabsgerecht.

Keratin-Biogele erst bei relativ hohen Amplituden (ab 20 % Dehnung) beginnen sich zu
versteifen. Die hier verfolgte Hypothese ist, dass dieses Verhalten auch fiir Keratinnetz-

werke in lebenden Zellen gilt.

Um mogliche Wechselwirkungen zwischen den Elastomerkammern und dem RKM zu
ermitteln wurde das Rauschen direkt tiber dem Kammerboden analysiert (siehe auch
Abbildung 4.24). Dazu wurden Kraft-Abstandskurven an den gleichen Stellen auf der
Kammer fiir unterschiedliche Dehnungen aufgenommen. Die Messungen erfolgten in
Kulturmedium {iber dem Kammerboden, jedoch ohne direkten Kontakt zur Oberflache
(Abbildung 4.24 a). Dabei stellte sich heraus, dass das Rauschen bei htheren Dehnungen
zunahm, wobei ein Peak um 200 Hz den grofiten Anteil hatte (Abbildung 4.24 b-d).
Weitere Peaks wurden bei Frequenzen zwischen 400 und 600 Hz aufgenommen, wobei
tiir diese keine Systematik gefunden werden konnte. Die Quelle des erhohten Rauschens
konnte nicht gefunden werden.

Aufgrund der Korrelation des Rauschens mit der Dehnung wurden die Proben nach-

folgend bei 25% und 50 % Dehnung analysiert. Diese Werte wurden gewéahlt um im
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Abbildung 4.23: Anpassungen des RKM-Stretchers. a) Vorderansicht: Der Aufbau ermoglicht
kraftspektroskopische Analysen der Proben, wihrend diese parallel dazu in
einer Elastomerkammer (1) kultiviert werden konnen. Diese konnen dann mit
dem extraflachen RKM-Stretcher (2) gedehnt werden. Das RKM (3) fugt sich
millimetergenau in den Aufbau. b) Fokussierung auf die Elastomerkammer
mit dem dartiber befindlichen Glasblock. c) Das Absetzen des RKM-Kopfes
ermoglicht die Sicht auf den Stretcher.

Bereich der vorhergesagten Versteifung der Keratine zu indentieren, in dem gleichzeitig
das Rauschen noch sinnvolle Messungen zulief3.

Weiterhin wurden verschiedene Strategien zur Reduktion der Variabilitdt verfolgt.
Dabei wurde jede Messung sechsmal an derselben Stelle wiederholt (Abbildung 4.25).
Wegen der hohen Reproduzierbarkeit der Kurven wurden die einzelnen Indentationen
fiir jede Messung gemittelt. Weiterhin wurde fiir alle Messungen derselbe Cantilever
verwendet. Da wihrend der Dehnung die Zellen nachverfolgt werden konnten (Abbil-
dung 4.23) wurde darauf geachtet, dass fiir die analysierten Zellen bzw. Zellpaaren auf

denselben Stellen fiir jede Dehnungsamplitude gemessen werden konnte.

Ein Teilaspekt der nachfolgenden Untersuchungen, war die Unterscheidung verschie-
dener Bereiche innerhalb einzelner Zellen.

Da der Keratin WT unter Dehnung eine Membrantetherbildung zeigte und die KO-
Mutante nicht, wurden insbesondere die Bereiche der zelluldren Adh&sionen analysiert.
Dabei wurde auf eine zur Dehnungsrichtung senkrechte Orientierung der Zell-Zell-
Verbindungen geachtet (siehe auch Abbildung 4.26). Der zweite Fokuspunkt lag tiber
dem Zytoplasma, welches einen hohen Anteil von Keratin zeigte (Abbildung 4.19). Dabei
wurde mittig zwischen dem Nukleus und den Verbindungen zu den benachbarten Zellen

indentiert. Bei jeder Messung wurde auf denselben Positionen bei unterschiedlichen
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Abbildung 4.24: a) Aufnahmeprinzip der Kraftkurven fiir die Rauschanalysen. Der Cantilever
(schwarze Sphére mit Balken) ndhert sich dabei der Zellmonolage bis auf
1pm. b) Beispiele der Kraftsignale in Abhédngigkeit von der Aufnahmezeit;
schwarz: 0 % Dehnung, grau: 50 % Dehnung. Absolutwerte der schnellen Fourier-
Transformation der Kraftsignale bei 0 %(c) und 50 % Dehnung (d).

Kraft [nN]

-0.5 I OiO I 0.5
Abstand [um]

Abbildung 4.25: Superposition von sechs Kraftkurven. Die Kurven wurden auf derselben Position
tiber der Lamelle einer WT-Zelle wihrend 0 % Dehnung aufgenommen.

Dehnungen indentiert.

Zur Analyse der Kraftkurven wurde ausschliefilich der Anndherungsteil der Kraft-
kurven verwendet. Eine solche Kurve ist beispielhaft in Abbildung 4.27 dargestellt.

93



94

ERGEBNISSE

Abbildung 4.26: Aufnahme einer Keratin KO-Zelle, relaxiert (a) und gedehnt (b). Die angelegte
Dehnung von 50 % erfolgte in horizontaler Richtung. Die weiflen Punkte markie-
ren Indentationen iiber den Zell-Zell-Verbindungen, Kreuze iiber den Lamellen.
Die Maf3stabsbalken entsprechen 20 pm.

Entscheidend war dabei die Indentationstiefe, die sich als Abstand vom Kontakt des Canti-

levers mit der Probe bis Eindriicktiefe an einem festgelegten Kraft-Sollwert definiert.
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Abbildung 4.27: Die dargestellte Kraft-Abstands-Kurve beschreibt einen vollstindigen
Anndherungs- (rot) und Riickzugs- (schwarz)-Zyklus. Dabei wurde auf einer
WT-Zelle bei 0% Dehnung indentiert. Die hier gezeigte Kurve wurde nicht
geglattet.

Ausgehend von Ramms et al., 2013 wurde zunéchst ein Kraftsollwert von 0.5nN ver-
wendet. Da jedoch das Rauschen auf gedehnten Kammern eine dhnliche Gréflenordnung
hatte, wurde im folgenden ein Wert von 1.5 1N verwendet, um das Signal-Rausch Verhilt-
nis zu erhdhen. Zur weiteren Analyse sind die Indentationstiefen abhdngig von der Kraft
von 1.0bis 1.5nN in Abbildung 4.28 dargestellt. Aufgrund der starken Oszillationen
des Cantilevers wurde héufig allein durch das Rauschen der Kraftsollwert von 1.5nN
erreicht, ohne das die zugehorige Indentationstiefe erreicht wurde. Daher wurden die In-

dentationsdaten nach der Glattung bei 1.3nN abgelesen, womit das Problem umgangen
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werden konnte. Wie in Abbildung 4.28 ersichtlich, waren die Unterschiede zwischen den
erreichten Indentationstiefen bei 1.3nN und 1.5nN nur geringfiigig. Uber dem Bereich
von 1.0 bis 1.5nN war zudem die Reihenfolge der Indentationstiefen, geordnet nach den
untersuchten Konditionen, bis auf minimale Abweichungen identisch.

Die Lamellen undifferenzierter Keratinozyten (nach Kultivierung mit geringer Ca-
Zufuhr) weisen laut Ramms et al., 2013 eine Schichtdicke von 4 ym auf. Bei Indentation
mit einer Kraft von 1.3nN wird eine Tiefe von 500 — 1000 nm erreicht, was demnach
mindestens 10 % der Zelldicke entspricht. Daher kann davon ausgegangen werden, dass

die angewandte Kraft ausreichend war, um auch zytoskelletale Strukturen zu indentieren.

< KO Lamelle 0%

>

KO Lamelle 25 %
800+
WT Lamelle 0%
KO Lamelle 50 %

WT Verbind. 0 %
WT Lamelle 25 %
KO Verbind. 0 %

WT Verbind. 25 %
KO Verbind. 25 %
KO Verbind. 50 %
WT Lamelle 50 %
WT Verbind. 50 %

600

Indentation [nm]

400
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1.0 1.2 1.4
Kraft [nN]

Abbildung 4.28: Gemittelte Indentationstiefen als Funktion der Kraft fiir Keratin Wildtyp und
knock-out Zellen bei drei unterschiedlicher Dehnungszustidnde. Die einzelnen
Messpunkte reprasentieren jeweils den Mittelwert aus 14 Einzelmessungen. Die
Unsicherheiten entsprechen denen in Abbildung 4.30 und sind zur besseren
Ubersicht nicht gezeigt. Die auf der vertikalen Linie bei 1.3nN liegenden Daten
entsprechen den Daten in Abbildung 4.30. Insgesamt wurden 14 Zellen pro
Kondition indentiert, bei den KO Lamellen jedoch nur 13. Es wurden sechs
unabhdngige Messungen pro Zelllinie durchgefiihrt.

Zur Ermittlung des direkten Einfluss der Elastomerkammern auf die Indentationen,
wurden RKM Messungen in Kammern ohne Zellen durchgefiihrt. Fiir eine bessere
Vergleichbarkeit wurde auf denselben Positionen indentiert, wahrend unterschiedliche
Dehnungsamplituden gehalten wurden (Abbildung 4.29). Im Vergleich zu den Inden-
tationstiefen auf Zellen mit 500 — 1000 nm (siehe auch Abbildung 4.30), waren die
Indentationen auf dem Substrat mit 75 nm eine Groffenordnung kleiner. Dariiber hinaus
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen bei unterschiedli-

chen Dehnungsamplituden festgestellt werden, was die nachfolgenden Analysen enorm
vereinfachte.
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Abbildung 4.29: RKM Indentationen des Substrats in Abhidngigkeit von der angelegten Deh-
nung. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die gleiche Skalierung wie in Abbil-
dung 4.30 gewdhlt. Jeder Punkt stellt den Mittelwert von vier aufeinanderfol-
genden Messungen dar. Pro Dehnungsamplitude sind vier Punkte dargestellt.
Die Indentationstiefen wurden bei einem Kraftwert von 1.3 nN abgelesen. Die
Standardabweichungen fiir die Einzelmessungen lag bei ca. 10%. Zur besseren

Ubersicht sind diese nicht dargestellt.
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4.5.3 Versteifung epithelialer Monolagen unter Dehnung ist Keratin-abhingig

Die nachfolgenden Messungen wurden ausschlieSlich an differenzierten Zellmonolagen
durchgefiihrt, die sich wahrend der Experimente stabil verhielten, ohne zu reifSen. Die
aufgenommenen Anderungen der Indentationstiefen in Abhingigkeit von der angelegten
Dehnung sind in Tabelle 4.3 und Abbildung 4.30 dargestellt, die statistischen Analysen
dazu in Tabelle 4.4.

Die Ergebnisse der RKM-Messungen auf den Lamellen von Zellen mit intaktem
Keratinzytoskelett (WT) lieferten eine klare Reduktion der Indentationstiefen bei 25 % und
50 %. Diese Reduktion konnte in einem kleineren Mafle auch fiir die Keratin-KO Zellen
gemessen werden. Interessanterweise konnte eine signifikante Versteifung gedehnter
Zell-Zell Verbindungen nur zwischen WT Zellen beobachtet werden, nicht jedoch fiir KO
Zellen.

Weiterhin waren die Zellverbindungen der KO-Mutante steifer als ihre Lamellen fiir
alle analysierten Dehnungsamplituden. Im Gegensatz dazu wiesen die Adhdsionen und
Lamellen des WT keine signifikanten Unterschiede untereinander auf.

Insgesamt konnte fiir die Steifigkeit der Zell-Zell-Verbindungen keine Abhéngigkeit
von der Keratin Anwesenheit festgestellt werden. Fiir die Lamellen jedoch war der Wild-
Typ signifikant steifer als die KO-Mutante bei 25 % und 50 %.

0% 25% 50 %
Mittel Quartile Mittel Quartile Mittel Quartile
Bereich [nm]  [nm)] n [nm] [nm] n [nm] [nm] n

Lamelle WT 680 460/740 14 530 420/590 14 390 310/510 14
Lamelle KO 900 630/1170 13 760 600/880 13 660 480/760 13

Adhédsion WT 540 420/630 14 460 350/540 14 370 310/420 14
Adhésion KO 500 340/600 14 460 340/560 14 430 330/450 14

Tabelle 4.3: Mittelwerte der Indentationstiefen entsprechend Abbildung 4.30. Quartile: 25 % der
Daten sind kleiner oder gleich dem ersten Quartil (linker Wert); 75 % der Daten sind
kleiner oder gleich dem dritten Quartil (rechter Wert). n gibt die Anzahl indentierter
Zellen an. Insgesamt wurden sechs unabhingige Messungen pro Zelllinie durchge-
fiihrt.
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Abbildung 4.30: Zusammenfassung der mechanischen Analysen gedehnter Keratinozyten Mo-

nolagen. Die Kraftkurven wurden tiber der Zelllamelle (a) und den Zell-Zell-
Adhiésionen (b) fiir verschiedene Dehnungsamplituden aufgenommen. Dabei
sind in den Diagrammen jeweils links die Werte fiir die Keratin Wildtyp Zellen
und rechts die Werte fiir die Keratin knock-out Zellen dargestellt. Die Inden-
tationstiefen wurden bei 1.3nN abgelesen. Die horizontalen Linien innerhalb
der Boxen reprédsentieren die Mediane, die schwarzen Punkte die Mittelwerte.
Die Boxen selbst umfassen 50 % der gemessenen Werte (vom ersten bis dritten
Quartil), die Balken 80 % und die Kreuze 100 %. Insgesamt wurden 14 Zellen
pro Kondition indentiert, bei den KO Lamellen jedoch nur 13. Es wurden sechs

unabhéngige Messungen pro Zelllinie durchgefiihrt.

Vergleich Lam. Vs. Verbind. Lam. Vs. Verbind. WT Vs. KO WT Vs. KO
Bereich/Zelle WT KO Lam. Verbind.
0% ns ** ns ns

25% ns o o ns

50 % ns > o ns

Tabelle 4.4: Signifikanzanalysen entsprechend Abbildung 4.30. Die Signifikanzen wurden mit

einem zweiseitigen Wilcoxon-Mann-Whitney-Test iiberpriift: ns fiir p-Wert > 0.05;
p-Wert(*)< 0.05; p-Wert(**)< 0.01; p-Wert(**)< 0.001.
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4.5.4 Bestimmung der effektiven Steifigkeit

Zur weiteren Analyse der Ergebnisse wurde ein Potenzgesetz an die Kraft-Abstandskurven

angepasst:

F=As" (4.9)

mit der Kraft F, der Indentation 6 und den freien Parametern A und b. Im entspannten
Zustand (0 % Dehnung) betrug der Exponent im Median 2.03 fiir Messungen auf der WT
Lamelle und 2.12 auf KO Lamelle. Fiir alle weitere Konditionen wurden hohere Exponen-
ten gefunden, wobei diese mit der angelegten Dehnung korrelierten (Abbildung 4.31).
Das bei Indentationen auf Zellen meist verwendete Hertz-Modell (siehe auch Radmacher
et al., 1996) enthdlt jedoch einen Exponenten von 1.5und passte damit zu keiner der
analysierten Konditionen. Stattdessen wurde wie in Ramms et al., 2013 der Exponent auf
b = 2 gesetzt und die effektive Steifigkeit A, wurde wie folgt definiert:

F=A,57 (4.10)

Zur Berechnung wurde die Taylor-Nédherung

3(F) ~ 5(Fo) + = (5(Fo)) (F— Fo) 411

wie in Abbildung 4.28 gezeigt an 8(F) angepasst. Dazu wurde der Bereich F ¢
[1.0nN; 1.5nN] und der Zentralwert Fy = 1.25nN verwendet.

Aus Gleichung 4.9 errechnet sich der Anstieg d%(é(F)) =_1_1

TN und fiir die effektive
Steifigkeit:

Sl

1
4o & (8(Fo))

Diese betrug fiir die Messungen auf der WT Lamelle A}¥T = 3.6kPa (0.62kPa) und
fiir die KO Lamelle AX© = 1.6kPa (s.d. 0.11 kPa).

A (4.12)
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Abbildung 4.31: Exponenten des Potenzgesetzes (Gleichung 4.9). Die horizontalen Linien inner-
halb der Boxen reprasentieren die Mediane, die schwarzen Punkte die Mittelwer-
te. Die Boxen selbst umfassen 50 % der gemessenen Werte (vom ersten bis dritten
Quartil) und die Balken 100 %. Fiir die Anpassungen wurden dieselben Daten
wie in Abbildung 4.30 verwendet. Insgesamt wurden 14 Zellen pro Kondition
indentiert auler fiir die KO Lamellen mit 13 analysierten Zellen. Es wurden
sechs unabhingige Messungen pro Zelllinie durchgefiihrt.



DISKUSSION

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit standen zwei grundlegende Eigenschaften der
Haut, die mechanische Anisotropie und die Dehnbarkeit, welche auf zelluldrer Ebene
untersucht wurden. Zum einen wurde analysiert, welchen Einfluss die Ausrichtung
der Aktinfilamente auf die mechanischen Spannungen der Zellmonolagen und auf die
Kooperativitdt der Zellen hat. Zum anderen wurde der Einfluss der Keratine auf das
Verhalten der Monolagen bei hohen Dehnungen analysiert. Dabei wurde das Zyotske-
lett auf intrazelluldrer Ebene manipuliert und als Folge dessen die Anderungen der
mechanischen Eigenschaften auf zelluldrer Ebene untersucht.

Der hier verwendete Ansatz zur Generierung anisotroper Zellmonolagen beruht auf
physiologischen Umbauprozessen der Aktinfilamente und ermoglicht dabei mechani-
sche Analysen lebender Zellen ohne Beschddigungen des Zytoskeletts. Dazu wurden
Keratinozytenmonolagen mit gereiften Adhdrenzverbindungen zyklisch gedehnt. Als
Folge dessen orientierten sich die Zellen senkrecht zur Dehnungsrichtung, um die von
den Zellen zu tolerierenden Krifte zu minimieren. Dass diese Ausrichtung auch mit der
Reorientierung von Aktinfilamentbiindeln senkrecht zur angelegten Dehnung vebunden
ist, konnte bereits fiir Einzelzellen gezeigt werden (Hayakawa et al., 2000, Wang et al.,
2001). In Noethel et al., 2018, wie auch in der vorliegenden Arbeit, konnte auflerdem
die dehnungsinduzierte Ausrichtung der Aktinfaserbiindel in Keratinozytenmonolagen
in Anwesenheit von Zell-Zell-Verbindungen gezeigt werden. In bereits publizierten Stu-
dien wurden zur Untersuchung von AF meist Ansdtze verwendet, die entweder eine
Beschddigung einzelner Filamentbiindel oder die chemische Auflosung des gesamten Ak-
tinzytoskeletts mit sich zogen. Neben Ablationsexperimenten (Shen et al., 2005, Maxwell
et al., 2005) fand dabei vorallem der Abbau von Aktinfilamente mittels depolymerisieren-
der Substanzen wie Latrunculin A oder Cytochalasin D grofle Anwendung (Lulevich et
al., 2010, Gavara et al., 2006 ). Ein Nachteil dieser Ansétze ist, dass dabei synergistische
Wechselwirkungen zwischen zytoskelletalen Proteine (Huber et al., 2015) nicht vollstan-
dig berticksichtigt werden konnen. Auch sekundédre, kompensatorische Effekte wie z.B.
eine durch Aktindepolymerisation verursachte Hochregulierung der Keratingene (Chang
et al., 2014) sind bei diesen Ansdtzen zusatzlich zu bertiicksichtigen.

Weiterhin sind Untersuchung der mechanischen Funktionen von Intermediérfilamen-
ten in lebenden Zellen stets eine grofse Herausforderung, da es fiir diese keine Substanzen
zur Depolymerisation wie fiir Aktin (Seltmann et al., 2013) oder Mikrotubuli (Gavin,
2010) gibt. Mit einem anderen Ansatz gelang es der AG Magin (Leipzig) die Expressi-

on von Keratinen in Keratinozyten vollstindig zu unterbinden (Seltmann et al., 2013).
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Durch Abschalten des entsprechenden Gen-Clusters konnten zwei Keratin-knock-out
Mutanten etabliert werden. In dieser Arbeit kam dabei die KO I Mutante mit dem zuge-
horigen Wildtyp zum Einsatz. Eine mogliche Kompensation des Fehlens der Keratine,
z.B. durch andere zytoskelletale Proteine kann dabei nicht vollig ausgeschlossen werden.
In Seltmann et al., 2013 wurden dazu jedoch immunzytochemische Analysen an undiffe-
renzierten Keratinozytenmonolagen durchgefiihrt. Dabei konnten keine Unterschiede in
der Organisation von Aktin und Tubulin in der KO-Mutante im Vergleich zum Wildtyp
beobachtet werden. Auch Western-Blot Analysen zeigten gleiche Expressionslevel von

Aktin und Tubulin in diesen Zelllinien (Seltmann et al., 2013).

5.1 EINORDNUNG DER ADHARENZVERBINDUNGEN

Die Reifung zelluldrer Adhédrenzverbindungen ldsst sich in vitro durch Inkubation der
Zellen in Medium mit erhchter Ca**-Konzentration initiieren (O’Keefe et al., 1987). Zur
Differenzierung der hier verwendeten Keratinozyten wurden diese fiir 16 h in Ca**-
supplementiertem Medium inkubiert. Die Ca**-abhdngige Zelladhésion ist ein physio-
logischer Prozess, der eng mit einer Reihe weiterer intrazelluldrer Ereignisse verkntipft
ist, wie z.B. enzymatischen Reaktionen oder Anderungen in der Elastizitit der Plas-
mamembran (Takeichi, 1977). Wahrend Aktinfilamente undifferenzierter Keratinozyten
inbesondere an Zell-Matrix-Adhésionen gekoppelt sind, tritt die Kopplung des Aktinzy-
toskeletts differenzierter Epithelzellen vermehrt an Zell-Zell Adh&sionen auf (Kubler et
al., 1991, Vaezi et al., 2002).

Immunzytochemische Analysen der Adherens Junctions und Desmosome der hier
verwendeten Zellkolonien ermoglichten eine Einordnung der Adhdrenzverbindungen
hinsichtlich ihrer Differenzierung. Nach den 16 h Reifung konnte dabei eine deutliche
Akkumulationen der E-Cadherin- und Desmoplakin-Fluoreszenzsignale im Bereich der
Zell-Zell Adhédsionen gezeigt werden, die im Vergleich zu 0 h Differenzierung noch nicht
auszumachen war. In Yonemura et al., 1995 wird die Reifung maligner Brustdriisenzellen
anhand der Organisation ihrer Adhédsionsproteine und Aktinfilamente entsprechend in
ein friihes, ein fortgeschrittenes (bzw. mittleres) und ein spites Stadium klassifiziert. Die
hier untersuchten Zellen wiesen nach 16 h Ca**-Inkubation eine grofitenteils liickenlose
Monolage mit einer deutlich peripheren Organisation der Aktinfilamentbiindel im Bereich
der Zell-Zell-Adhésionen auf. Das Profil der E-Cadherine war dabei eher gepunktet mit
Ansdtzen zu einer kontinuierlichen Linie. Dieses Verhalten kann als Hinweis auf die
beginnende Fusion der Cadherin basierten Zell-Zell-Kontakte zum Adhésionsgiirtel®
interpretiert werden. Dieses Stadium fortgeschrittener Reifung wurde fiir die in Yonemura
et al. untersuchten Zellen zeitiger, bereits nach 7 —12 h Ca**-Inkubation erreicht. 24 —36h

Ca*"-Inkubation wurde in Yonemura ef al als spdtes Stadium kennzeichnet, welches u. a.

1 Zoluna adherens



5.1 EINORDNUNG DER ADHARENZVERBINDUNGEN

ein kontinuierliches E-Cadherin Signal und eine hohere Packungsdichte der Zellen in der
Monolage aufzeigt. Diese Effekte konnten hier nicht beobachtet werden, wodurch davon
ausgegangen werden kann, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen keine
vollstandig ausgereiften Adherens Junctions aufwiesen.

Die Einordnung der Desmosome ist schwieriger, da sich diese allein anhand der ver-
wendeten Immunfarbungen nicht klar in verschiedene Stadien unterteilen lassen. Auch
konnten keine auffilligen Anderungen der Keratine, dem mit den Desmosomen asso-
ziierten zytoskelletalen Untersystem, wihrend der Differenzierung beobachtet werden.
Mattey et al., 1990 verwendeten u. a. Western Blot, um die desmosomalen Proteine
Desmocollin dg2/3a,b in MDCK Zellen (Nieren-Zelllinie) zu charakterisieren. Dabei
konnte gezeigt werden, dass ein Plateau in der Akkumulation der Desmocolline erst
nach 24 — 32 h an den Zelloberflachen erreicht wird. Daher ist anzunehmen, dass auch
der Desmosom/Keratin Adhésionskomplex der verwendeten Zellen nach den 16 h Ca**-

Inkubation noch nicht ausgereift war.

Relevant fiir die Kontraktilitdtsanalysen war vorrangig ein maximales Signal-Rausch
Verhiltnis der durch die Zellen verursachten Verschiebungen der Mikrokugeln. Dazu
wurden diese in Abhéngigkeit von der Reifung der Zell-Zell Verbindungen untersucht.
Da aus statistischen Griinden die Beschrankung auf einen Zeitpunkt sehr aufwandig ist,
wurden anstatt der obigen 16 h Ca**-Inkubation 16 bis 24 h verwendet und entsprechend
40 bis 48 h Ca>" fiir den Vergleich mit langer gereifter Proben. Die Kontrolle erfolgte
dabei ohne Inkubation unter erhhter Ca**-Konzentration. Uberraschenderweise zeigten
dabei Zellkolonien, die 16 bis 24 h in Ca?* inkubiert wurden, die hochste und die nach
40 — 48 h Ca**-Inkubation die niedrigste Kontraktilitat.

In Miroshnikova et al., 2018 wurden die Zell-Zell-Adhiasionskrifte zwischen einzel-
nen Epithelzellen gemessen. Den grofiten Adhdsionskrafte konnte dabei bereits nach
12h Ca**-Inkubation gemessen werden. Im Vergleich zu den Kréften nach einer 48h
Differenzierung konnten keine signifikanten Unterschiede zu 12h gemessen werden.
Mit Blick auf Adhédrenzverbindungen allein ldsst sich das oben beschriebene Kontrak-
tilitaitsverhalten jedoch nicht erkldren. Neben der Kopplung der Zellen aneinander ist
vor allen die Adhésion der Zellen auf ihrem Substrat relevant. Dazu ist bekannt, dass
nach Initilerung der Differentiation Keratinozyten sich von der Basal Lamina zum Stra-
tum Spinosum? bewegen. Dabei konnte gezeigt werden, dass Fokaladhédsionen, die ein
wichtiges Element in der Zell-Substrat-Adhésion darstellen, abgebaut werden, was zu
einer Verminderung der Kontraktilitdt fithren konnte (Simpson et al., 2011, Miroshnikova
et al., 2018). Beide Effekte zusammen, das Plateau der Adhésionskrifte nach 12 h Ca?*-
Inkubation und der Abbau der Fokaladhédsionen, konnten erkldren, warum bereits im

Stadium fortgeschrittener Reifung das Maximum an Kontraktilitdt erreicht wurde.

2 Schicht der Oberhaut, auch als Stachelzellschicht bezeichnet.
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5.2 KONTRAKTILITAT ANISOTROPER ZELLMONOLAGEN

Als nichstes wurde untersucht, wie die Ausrichtung der Aktinfilamente die kollektive
Kontraktilitdt der Zellmonolagen beeinflusst. Bereits von Harris et al., 1980 konnte gezeigt
werden, dass Zellen stark genug sind, um auf weichen Substraten ihren Untergrund
zu verformen. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Eigenschaft verwendet, um die
Kontraktilitdt der Monolagen zu analysieren. Dazu wurden Silikonkautschukkammern
mit fluoreszierenden Mikrokugeln beschichtet, die es damit ermoglichen Zellen homogen
und reproduzierbar zu dehnen und die Kontraktilitdt der Zellen tiber die Verschiebungen
der Mikrokugeln aufzunehmen.

Ein klarer Nachteil der Kammern war, dass eine scharfe Abbildung der Mikrokugeln
wegen der Dicke des Kammerbodens nur mit einem aufrechten Mikroskop moglich, da
mit diesem Aufnahmen der Zellen von oben gemacht werden konnten. Da direkt unter
Zellen liegende Mikrokugeln nur durch die Zellen durch mikroskopiert werden kénnen
kam es zu Artefakten (siehe auch Abbildung 4.6), die eine sinnvolle Auswertung dieser
Daten verhinderten. Daher wurden ausschliefilich Bereiche unmittelbar vor der Monolage
analysiert, wobei die gemessenen Verschiebungen ihren Abstidnden zu den Monolagen-
randern zugeordnet werden konnten. Dabei fielen die Verriickungen der Mikrokugeln mit
wachsenden Abstand bei allen Konditionen ab. Obwohl die Verriickungen vor gereiften
Zellmonolagen im Median um ca. 10% grofSer waren als die vor undifferenzierten Einzel-
zellen, waren diese Unterschiede nicht signifikant. Im Gegensatz zur Literatur konnte
damit keine Abhangigkeit der Kontraktilitit von der Grofse der Monolagen festgestellt
werden. In Mertz et al., 2012 konnte gezeigt werden, dass die Traktionskrifte in der
Peripherie gereifter Keratinozytenmonolagen nach 18 —24 h in Ca*"-supplementiertem
Medium am hochsten sind, wihrend sie im Zentrum der Zellkolonien auf null abfallen.
Weiterhin korrelieren die Traktionen positiv mit dem Radius der jeweiligen Zellkolonie.
Dabei ist jedoch in Betracht zu ziehen, dass die differenzierten Zellmonolagen hier mit
undifferenzierten Zellen ohne Zell-Zell Kontakte verglichen wurden, wihrend in Mertz et
al. differenzierte Monolagen isolierten Einzelzellen gegentiber gestellt wurden, die auch
unter hoher Ca*"-Konzentration kultiviert wurden. Daher ist der Abbau der Fokaladha-
sionen (Simpson et al., 2011, Miroshnikova et al., 2018) wahrend der Differenzierung als
mogliche Ursache dieser Abweichungen denkbar.

Fiir undifferenzierte Keratinozyten-Monolagen ohne Zell-Zell Verbindungen konnte
eine hohe Ubereinstimmung der Orientierung der Hauptachse der Kontraktionen mit
der zelluldren Orientierung ermittelt werden. Dabei waren die Verschiebungen in Orien-
tierungsrichtung der Zellen um ca. 140% grofSer als in dazu transversaler Richtung und
um 120% grofer als bei nicht prakonditionierten Zellen. Zu einem vergleichbaren Ergeb-
nis kamen auch Rape et al., 2011, in dem sie die Form adhérenter Fibroblasten durch
Mikrostrukturierung der Adhéasionsflichen manipulierten. Dabei konnte gezeigt werden,

dass rechteckige Zellen sowohl hohere maximale Traktionen als auch grofsere Adhasi-
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onsflachen ihrer Fokale ausbilden als quadratische Zellen. Wahrend die Traktionskréfte
der quadratischen Zellen in den Ecken am grofiten waren, zeigten rechteckigen Zellen
maximale Kréfte an den kurzen Aufienseiten. Beide Beobachtungen weisen auf eine
positive Korrelation der Kréfte mit dem Abstand zwischen Zellmitte und Peripherie hin.
Wurde das Seitenverhiltnis der rechteckigen Zellen jedoch von 2.8 auf 11 erh6ht, sanken
die maximalen Kréfte wieder. Den Zusammenhang zwischen kontraktilen Zellkréften in
Monolagen und dem Aktin-Myosin-System konnten Gavara et al., 2006 herstellen. Dabei
wurden Aktinfilamente von Epithel-Zellen mittels Cytochalasin D depolymerisiert, was
in einem Riickgang der Zellkrédfte um 47% resultierte.

Einen auflerordentlichen Effekt konnte hier fiir die zelluldre Ausrichtung auf die
Kontraktilitat differenzierter Monolagen mit gereiften Adhdsionsverbindungen gezeigt
werden. Die dazu gemessenen Substratverformungen waren entlang der Ausrichtungs-
achse um das vierfache grofler als bei Monolagen ohne vorherige Konditionierung und
sogar um das 15-fache grofser als transversal zur Ausrichtungsachse. Damit konnte
gezeigt werden, dass die zelluldre Ausrichtung einen wesentlich hoheren Einfluss auf
die Kontraktilitit der Zellkolonien hat als die alleinige Anwesenheit von zelluldren
Adhésionen. Ausrichtung und Reifung der Zellverbindungen zusammen potenzierten
diesen Effekt. Die Ergebnisse geben einen Hinweis auf aktive, multizelluldre Kooperation,
wodurch die kontraktilen Kréfte die einzelner Zellen um ein Vielfaches iibersteigern. Die
Analogie zu Ferromagneten, bei denen eine gleichgerichtete mikroskopische Ordnung
eine weitreichende makroskopische Wirkung zur Konsequenz hat, ist hier naheliegend.

Saez et al., 2007 konnten einen weiteren Hinweis auf die Korrelation zytoskelletaler
Organisation mit der Anisotropie kontraktiler Krafte in Zellmonolagen liefern. Durch
die Kultivierung von Nierenzellen (MDCK) auf Substraten mit anisotroper Steifigkeit,
konnte eine Orientierung von sowohl Fokaladhdsionen als auch Aktinfilamentbiindeln in
Richtung hoherer Steifigkeiten gezeigt werden. Weiterhin waren die kontraktilen Kréfte
in Richtung zytoskelletaler Orientierung, wie auch in der vorliegenden Arbeit, signifikant
hoher als in dazu transversaler Richtung.

Da ein Grofsteil der Messungen auf Elastomerkammern eine hohere Varianz der
Messwerte als die Kontrollmessungen auf PDMS-beschichteten Deckgldsern? zeigten,
ist von einem systematischen Fehler auszugehen, der von den Kammern hervorgeru-
fen wurde. Bei einem Teil der Proben konnte weiterhin eine entlang des Sichtbereichs
zunehmende Verschiebung der Mikrokugeln beobachtet werden, die auf eine Schrag-
lage der Kammer hindeutet. Obwohl diese durch eine nachtrigliche Prozessierung der
Fluoreszenzaufnahmen korrigiert werden konnte, bleibt der Einfluss der Korrekturen
auf die Verschiebungsfelder unklar. Da Silikone auf Temperaturschwankungen sensibler
reagieren als Glas, kann auch von einem hoheren Drift der Kammern ausgegangen

werden, womit auch die hohe Varianz erklirt werden kann.

3 betreffend die Kontraktilititsanalysen von Zellen ohne Prakonditionierung
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5.3 TRANSZELLULARE KRAFTUBERTRAGUNG IN EPITHELIALEN MONOLAGEN

Um die Generierung mechanischer Spannungen auch innerhalb von Zellmonolagen
zu untersuchen, wurden Ablationsexperimente in Zellmonolagen mit ausgerichteten
Aktinfilamenten durchgefiihrt. Dazu wurden die Seitenverhdltnisse der elliptischen
Anpassungen der Schnittlocher analysiert. Dabei konnte eine grofiere Ausdehnung der
Schnittlocher in Ausrichtungsrichtung als transversal dazu gezeigt werden. Damit konnte
die Hypothese, dass die Anisotropie von Spannungsverteilungen innerhalb zelluldrer
Monolagen mit der zytoskelletalen Ausrichtung korreliert bestétigt werden. Weiterhin
wiesen morphologische Anderungen der nachsten und iibernéchsten Zellnachbarn der
ablatierten Zellen direkt nach den Laserablationen auf weitreichende transzelluldre
Kopplungen hin.

Eine aktuellere Studie weist auf den Zusammenhang zwischen der Anisotropie mecha-
nischer Spannungen in Geweben und der Ausrichtung von Zellteilungen hin. Campinho
et al., 2013 konnten zeigen, dass sich Zellteilungen wiahrend Zebrafisch-Epibolien entlang
der Spannungsachsen im Gewebe orientieren. Dadurch werden anisotrope Spannungen
im Gewebe reduziert. Weitere Studien deuten auf die Abhédngigkeit der mechanischen
Spannungen von der Kontraktilitit der Aktin-Myosin-Komplexe in Zellmonolagen hin
(Kaefer et al., 2007, Krieg et al., 2008).

Die mechanischen Effekte kooperativer Schaltungen zwischen Zellen in epithelialen
Monolagen wurde in der Vergangenheit vor allem wéahrend kollektiver Zellmigration
mittels Wundheilungsexperimenten (Poujade et al., 2007) und Zellkraftanalysen stu-
diert (Trepat et al., 2009, Angelini et al., 2010, Tambe et al., 2011). In Sunyer et al., 2016
wurde die Migration von Epithelzellkolonien entlang Steifigkeitsgradienten ihrer ECM
untersucht (auch bekannt als Durotaxis). Dabei konnte eine klare Kollektivmigration hin
zu steiferen Bereichen ihrer Substrate nachgewiesen werden, was isolierte Einzelzellen
nur in einer sehr abgeschwachten Form zeigten. Weiterhin konnten Sunyer ef al. mit
einer Durchtrennung der Zellmonolagen mittel Laserablation ihre Durotaxis drastisch
reduzieren. Damit konnte ein Zusammenhang zwischen weitreichender, transzellulédrer
Kraftiibertragung und Kollektivmigration hergestellt werden. Auch einen deutlichen
Hinweis auf die Rolle des Aktin-Myosin-Komplexes in der Kollektivmigration konnten
Sunyer et al. geben. Dazu wurde die Myosin-Kontraktilitdt mittels Blebbistatin inhibiert,
was eine signifikante Reduktion der Durotaxis zur Folge hatte.



5.4 DEHNBARKEIT AUSGERICHTETER ZELLMONOLAGEN

5.4 ROLLE DER ZYTOSKELLETALEN AUSRICHTUNG FUR DIE DEHNBARKEIT EPITHE-

LIALER MONOLAGEN

Weiterhin wurde der Einfluss des Aktinzytoskeletts auf das Verhalten der Zellmonolagen
unter Dehnung untersucht. Die dazu verwendeten Kammern ermdglichten eine fast eins
zu eins Ubertragung der verwendeten Dehnung auf die bei den Zellen ankommende
Dehnung. Dadurch war eine kontrollierte und exakte Dehnung der Zellen méglich. Zur
Charakterisierung des Dehnungsverhalten der Elastomerkammern wurde die effektive
Poissonzahl errechnet. Diese war vergleichbar zu der in Faust et al., 2011 ermittelten Zahl
fiir Kammern mit der selben Geometrie, aber weicheren Material (50 kPa).

Neben der Rolle des Aktinzytoskeletts als Generator kontraktiler Krifte ist sein Ein-
fluss auf das Verhalten von Monolagen unter Dehnung kaum erforscht. Eine Ausnahme
bildet dabei eine Studie von Janmey et al., 1991, in der die rheologischen Eigenschaf-
ten von Biopolymergelen in vitro untersucht wurden. Dabei konnte gezeigt werden,
dass Aktinnetzwerke bereits ab Dehnungen von 20% beschadigt werden. Zur Uberprii-
fung, wie die Orientierung der Aktinfilamente die Streckfestigkeit von Mikrogeweben
beeinflusst, wurden zuvor ausgerichtete Monolagen linear gedehnt. Monolagen mit
zytoskelletaler Ausrichtung in Streckrichtung konnten dabei nach 50% Dehnung bei-
nahe vollstindig fragmentiert werden. Die Schwachstelle der Monolagen stellen dabei
klar die Zell-Zell-Adhé&sionen dar. Zwischen zur Dehnung senkrecht ausgerichteten
Monolagen und Zellkolonien ohne Prakonditionierung konnten keine signifikanten Un-
terschiede festgestellt werden, was auf eine eher untergeordnete Rolle der Ausrichtung
des Aktinzytoskeletts fiir die Streckfestigkeit der Monolagen hinweist.

In diesem Zusammenhang ist eine Studie von Kirchenbiichler et al., 2010 hochinter-
essant. Dort wurden Myofibroblasten mittels Deformation ihrer Substrate linear gedehnt.
Wiaihrend dabei die Fokaladhdsionen den Substratverformungen folgen konnten, ver-
hielten sich in Dehnungsrichtung orientierte Stressfasern sehr steif mit einer mittleren
Dehnung von unter 20% der Substratdeformation. Weiterhin konnten Hinweise auf
plastische Deformationen an den Stressfaserenden aufgezeigt werden.

Die mechanische Anisotropie ist ein wesentlicher Unterschied zu den isotropen in vitro
Biopolymergelen (Janmey et al., 1991).

Smith et al., 2003 konnten glatte Muskelzellen durch zyklische Dehnung ausrichten
und ihre Steifigkeit in Abhdngigkeit ihrer Orientierung messen. Dabei waren Zellen in
Ausrichtungsrichtung signifikant steifer als in dazu transversaler Richtung und als die
nicht-ausgerichtete Kontrolle. Zwischen den Steifigkeiten senkrecht zur zytoskelletalen
Ausrichtung und die der Kontrolle konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden.

Aus dem Hookeschen Gesetz ldsst sich ableiten, dass hohere Steifigkeiten bei gleicher
Dehnung mit hoheren Kréfte korrelieren, was eine groflere mechanische Belastung der

in Dehnungsrichtung orientierten Strukturen erklart. Da die Bruchstellen lediglich im
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Bereich der Zell-Zell Adhésionen auftraten, ist daher auch eine hohere Kraftiibertragung

entlang der Aktinfilamentbiindel wahrscheinlich.

5.5 KOMBINATION EINES RASTERKRAFTMIKROSKOPS MIT EINEM ZELLSTRETCHER

ERMOGLICHT LOKALE MECHANISCHE ANALYSEN GEDEHNTER ZELLEN

In der Literatur wird die Funktion der Intermedidrfilamente zur mechanischen Integra-
tion des Zellinneren beschrieben (Lazarides, 1980). Dabei schaffen sie ein komplexes
Netzwerk, welches unterschiedliche Bereiche der Zelle verbindet, begonnen von der
Lamina des Nukleus iiber eine Vielzahl an Zellorganellen bis hin zu den Kontakten zu
benachbarten Zellen tiber Desmosome und zur Basallamina tiber Hemidesmosome (Al-
berts et al., 2002). Wegen dieser Eigenschaften und ihrer hohen Flexibilitdt (Kreplak und
Fudge, 2006) und Dehnbarkeit (Kreplak et al., 2005, Fudge et al., 2008) wird aufierdem
Intermediarfilamenten die Funktion als eine Art Sicherheitsgurt gegen hohe Dehnungen
nahe gelegt, (Ma et al., 2001).

Wegen des Mangels an geeigneten Methoden, war es bisher kaum moglich, das
Verhalten der Intermedidrfilamente in lebenden Zellen unter Dehnung zu untersuchen.
Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Methode entwickelt mit der
identische Positionen auf Zellen bei unterschiedlichen Dehnungen wiedergefunden und
mechanisch analysiert werden konnten. Die dazu verwendeten Kammern wiesen eine
Dehnbarkeit von iiber 100 % ihrer urspriinglichen Grofse auf. Damit waren sie beztiglich
ihrer Streckfestigkeit mit den Silikonen, die in Fudge et al., 2008 verwendet wurden,
vergleichbar und lieflen hohere Dehnungen als beispielsweise in Faust et al., 2011 zu.
Diese Amplituden sind nétig um den Bereich der physiologischen Dehnung der Haut
von iiber 40 % ganzlich abdecken zu konnen (Gibson et al.,, 1965, Lanir und Fung,
1974). Ein Nachteil an diesem Ansatz ist, dass eine konfokale Abbildung der gedehnten
Proben durch den Kammerboden wegen der Dicke des Bodens nicht moglich war. Wie
auch in Farquhar und Palade, 1963 oder Hull und Staehelin, 1979 beschrieben, sind
Adherens Junctions und Desmosome durch eine grofie raumliche Ndhe gekennzeichnet,
was jedoch ohne die Konfokalitdt nur schwer aufzuldsen ist. Immersionsobjektive, welche
die notige Auflosung und Arbeitsabstand bieten, konnten nicht verwendet werden, da sie
typischerweise nur im direkten Kontakt zum Kammerboden verwendet werden kénnen.
Infolgedessen gab der elastische Boden wihrend des Fokussierens auf die Proben nach,
was eine scharfe Abbildung unmoglich machte.

Im Besonderen zeichnet den Elastomerkammer-Ansatz die hohe Kontrolle tiber die
Dehnung, die Moglichkeit zur Kultivierung von Zellen unter physiologischen Bedin-
gungen und der im Vergleich zu dhnlichen Techniken wie Harris et al., 2012 kleine

experimentelle Aufwand aus.
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Die Kombination des Elastomerkammer-Ansatzes mit einem Rasterkraftmikroskop
ermoglicht lokale mechanische Analysen homogen gedehnter Zellmonolagen, die vorher
nicht moglich waren. Obwohl in Wang und Stamenovi¢, 2000 bereits lokale Analysen
von verformten Zellen durchgefiihrt werden konnten, konnte diese jedoch nicht global,
sondern nur lokal mittels Verschiebungen magnetisierter Mikrokugeln mechanisch sti-
muliert werden. Auch in Harris et al., 2012 konnten , freie“Zellmonolagen, die an einzig
an zwei parallelen Stdben befestigt waren, homogen gedehnt werden. Dadurch konnten
die Monolagen ohne den Einfluss ihres Substrates analysiert werden. Im Vergleich zur
hier verwendeten Technik waren jedoch keine lokalen mechanischen Analysen, z.B. zur
Unterscheidung der Reaktionen der Adhédrenzverbindungen von denen der Zelllamella,

moglich.

Weiterhin wurde die neue Methode hinsichtlich ihrer Performance charakterisiert.
Dabei konnte durch eine Rauschanalyse eine allgemeine Vergroflerung des Hintergrund-
rauschens fiir grofie Dehnungen ermittelt werden. Eine mogliche Ursache kdnnte eine
Verschiebung der Resonanzfrequenzen der Elastomerkammern wihrend der Dehnung in
Richtung der unbekannten Storfrequenz sein. Der direkte Nachweis konnte jedoch nicht
erbracht werden, da wegen der kompakten Bauweise des Rasterkraftmikroskops der
Spielraum der Dehnungsamplituden stark limitiert wurde. Uberraschenderweise zeigten
die Ergebnisse der Indentationen einen gegenteiligen Trend, bei dem die Streuung der
Messergebnisse bei grofsen Dehnungen sogar kleiner wurde. Wenngleich auch unter-
schiedliche Strategien zur Reduktion der Varianz hier zur Anwendung kamen, konnte
dieser Effekt nicht abschlieflend geklart werden. Somit wurde fiir alle weiteren Analysen
dieser Rauscheffekt nicht weiter beachtet. Trotzdem stellt er ein hohes Storpotential auch
fir zukiinftige Messungen dar und entsprechende Mafinahmen, wie z.B. die Mittlung
tiber mehrere Messungen an identischen Positionen, sollten getroffen werden.

Eine weitere wichtige Kontrollmessung waren RKM-Indentationen auf Kammerober-
flachen ohne Zellen. Dabei waren die erreichten Indentationstiefen klein gegen die auf
Zellen, bei sonst gleichen Bedingungen. Somit waren die hier durchgefiihrten Indentatio-
nen von Zellen auf Elastomerkammern vergleichbar zu denen auf harten Substraten wie
Glas wie z.b. in Homberg et al., 2015.

Die vergleichsweise hohe Streuung bei der Messung der Steifigkeiten der Zellen mit
dieser Methode war nicht tiberraschend. Wegen der hohen Dynamik des Zytoskeletts
und der damit sich stindig @&ndernden Form der Zellen sind Messungen dieser Art
immer Momentaufnahmen. Auch die starke Heterogenitit der Zellen in Kombination
mit der verwendeten Cantileverspitze erhtht die Chancen auf z.B. Mikrofilamentbiindeln
oder Zellorganellen zu indentieren. So wurde, obwohl eine vergleichsweise grofien,
selbst geklebten Spitze verwendet wurde, nur ca. 0.6 % der Zelloberfliche wahrend der

Indentationen deformiert.
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56 LIMITIERUNGEN DER ANPASSUNGSMODELLE

Zur Ermittlung der zelluldre Elastizitdt wurde ein Potenzgesetz an die Kraft-Abstandskurven
angepasst, wobei tiberraschenderweise der darin enthaltene freie Exponent mit hoheren
Dehnungsamplituden zunahm.

Wegen dieser Korrelation scheiterte der Versuch das sonst fiir Zellindentationen tib-
liche Hertzmodell anzuwenden (siehe auch Radmacher et al., 1996). Die Legitimation
ein Hertzmodell zur Modellierung der Indentation einer Sphére in lebende Zellen zu
verwenden ist aufgrund der hier nicht vorhandenen Randbedingungen stark begrenzt.
Die dazu nétigen Voraussetzungen, wie eine perfekte Sphéare, die einen homogenen,
linear elastischen, isotropen und unendlichen Halbraum indentiert, konnen von lebenden
Zellen mit komplexeren mechanischen Eigenschaften nicht erfiillt werden. Besonders
problematisch dabei ist die Viskoelastizitdt von Zellen, wonach sich diese zum Teil wie ein
elastischer Festkorper und zum Teil wie eine viskose Fliissigkeit verhalten. Diese dufiert
sich z.B. in der Hysterese der RKM-Kraft-Deformationskurven (siehe Abbildung 4.27)
oder in der hoheren Steifigkeit die allein durch grofiere Indentationsgeschwindigkeiten
wihrend RKM-Indentationen auf Zellen beobachtet wurden (Butt et al., 2005).

Speziell fiir kraftspektroskopische Messungen an biologischen Proben kann die prézise
Bestimmung des Kontaktpunktes der Cantileverspitze mit der Probe entscheidend dar-
iiber sein, ob auftretende Effekte in den messbaren Bereich fallen oder nicht. Wahrend
auf harten Oberfldchen der Kontaktpunkt mit einer Prdzision im Nanometerbereich
bestimmt werden kann, tritt fiir weiche Proben eine klar identifizierbare Auslenkung
selbst bei Cantilevern mit geeigneter Federkonstante nicht instantan auf, sondern duflert
sich in einer zunéchst leicht ansteigenden Kurve.

Nichtsdestotrotz konnten fiir einen Teil der Ergebnisse die Exponenten aus dem freien
Potenzgesetz aus fritheren Publikationen reproduziert werden. Messungen, die unter
gleichen Bedingungen wie in Ramms et al., 2013 oder Homberg et al., 2015 (keine
Dehnung, Indentation auf Zelllamelle) aufgenommen wurden sind damit vergleichbar
zu bereits publizierten Studien.

Im Vergleich zu undifferenzierten Keratin knock-out Zellen, untersucht in Ramms et al.,
2013, konnte fiir KO-Zellen innerhalb von Monolagen kein Unterschied in der effektiven
Steifigkeit ermittelt werden. Beim Wildtyp waren Zellen im Verband im Schnitt um 70 %
steifer als in Isolation. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass durch den Verbund
zu anderen Zellen Keratine bereits ohne dufiere Dehnung unter Spannung stehen. Zur
genauen Analyse dieses Effekts miissten jedoch weitere Faktoren wie z.B. Hohe und
Ausbreitung der Zellen mit betrachtet werden.

In Homberg et al., 2015 wurden die Zellnuklei von Zellen im Verband indentiert,
wobei diese um 30 % weicher waren als die hier untersuchten Zelllamellen, sowohl fiir
den Wild-Typ als auch fiir die Keratin knock-out Mutante. Das gleiche Verhéltnis der

Steifigkeiten von Nuklei zu Lamellen wurde auch fiir isolierte Zellen in Ramm:s et al.,
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2013 gefunden. Daher scheint weder die Anwesenheit der Keratine noch die Ausbildung
von Adhédsionen zu benachbarten Zellen das Verhdltnis der Steifigkeiten innerhalb der
Zellen mafigeblich zu beeinflussen.

Fiir die weiteren Analysen wurden die Indentationstiefen bei konstantem Kraft-Sollwert
als Vergleichsgrofse verwendet. Obwohl dadurch der quantitative Vergleich zu bereits pu-
blizierten Ergebnissen erheblich erschwert wurde, konnte eine ausreichende Effektstirke

durch dieses Vorgehen erzielt werden.

5.7 EINFLUSS DER KERATINE AUF DAS VERHALTEN VON ZELLMONOLAGEN UNTER

DEHNUNG

Zum Testen der Hypothese, dass Keratine als mechanischer Puffer in Zellen unter Deh-
nung fungieren, wurden Keratinozytenmonolagen mit der oben vorgestellten Methode
linear gestreckt und in Abhédngigkeit von der angewandten Dehnungsamplitude mecha-
nisch analysiert.

Dabei konnte eine Versteifung der Zelllamellen unter Dehnung gezeigt werden, die
in Anwesenheit der Keratine stirker in Erscheinung trat als in deren Abwesenheit.
Auflerdem konnte herausgearbeitet werden, dass der Einfluss der Keratine mit hoheren
mechanischen Belastungen grofser wurde. Wihrend bei 0% Dehnung die Indentationen
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Steifigkeiten der Lamellen des Wildtyps
und der Keratin knock-out Mutante ergaben, war unter 25% Dehnung die fiir den WT
erzielte Indentationstiefe um 30% als fiir den KO. Bei 50% angelegter Dehnung konnte
sogar eine um 40% verminderte Indentation auf den WT- gegeniiber den KO-Zellen
gezeigt werden, womit die Sicherheitsgurt-Hypothese verifiziert werden konnte.

Die Ergebnisse der kraftspektroskopischen Analysen decken sich mit einer Studie
von Wang und Stamenovi¢, 2000. Dort wurden 4.5 pm-grofie magnetisierte Mikrokugeln
mittels Ligand-Rezeptor-Bindung an Fibroblasten adhériert. Durch Magnetfelder konnten
diese dhnlich wie Kompassnadeln zur Rotation gebracht und damit die Zellen verformt
werden. Durch vergleichende Messungen mit Vimentin-freien Zellen konnte auch hier
eine hohere Versteifung unter groflen mechanischen Belastungen von Zellen in Anwe-
senheit von Intermedidrfilamenten gezeigt werden, als in der zugehorigen knock-out
Mutante.

Dieser Effekt konnte auch durch Bertaud et al., 2010 mit einer coarse-grained (grobkor-
nigen) Simulation reproduziert werden.

Die Eigenschaft unter hohen Dehnungen zu versteifen, ist sowohl fiir isolierte Inter-
medidrfilamente (Block et al., 2017) als auch fiir Aktin (Gardel et al., 2004, Pollard und
Cooper, 2009) - und Vimentin-Polymergele (Janmey et al., 1991) bekannt. Jedoch ist
der Vergleich von lebenden Zellen zu in vitro Biopolymer-Gelen mit einiger Vorsicht

zu ziehen. Bei Polymergelen handelt es sich um passive Minimalsysteme die in der
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Regel mittels Scher-Deformation mechanisch untersucht werden. Problematisch dabei
ist, dass die komplexen Prozesse lebender Zellen wie der zytoskelletale Umbau unter
hohen Belastungen (Collinsworth et al., 2000, Wang et al., 2001) oder die dynamische
Organisation der kreuzvernetzenden Proteine in der Zelle (Huber et al., 2015) meist nur
unzuldssig modelliert werden konnen.

Ein weiterer zu beachtender Aspekt dieser Arbeiten ist, dass die Versteifungen meist in
Richtung der Dehnung gemessen wurden. In der vorliegenden Arbeit erfolgte jedoch die
Analyse der Steifigkeiten senkrecht zur Zugrichtung. In diesem Zusammenhang ist die
Arbeit von Vahabi et al., 2016 hochinteressant. Dort wurden Kollagen- und Fibrinogen
Netzwerke sowohl scher- als auch uniaxial gedehnt. Dabei wurde wie in dieser Arbeit
eine Versteifung senkrecht zur Dehnungsrichtung beobachtet. Die Versteifung wird
damit erklért, dass bei Dehnung von Netzwerken der Anteil der darin enthaltenen straff
gedehnten Polymere sich erhoht und gleichzeitig der Anteil gekriimmter, nicht unter
Spannung stehender Polymere verringert.

Eine ausfiihrliche Erklarung zur Versteifung kreuzvernetzter Aktin-Polymernetzwerke
unter Dehnung liefert auch Huisman et al., 2007. Mittels Simulationen konnten dort
gezeigt werden, dass Polymere ohne dufiere Dehnung zunéchst keine praferierte Ori-
entierung aufweisen. Sobald dann Dehnung von aufien angelegt wird, beginnen diese
sich in Dehnungsrichtung zu biegen und zu rotieren. Je grofser dabei die Dehnungs-
amplitude ist, desto mehr Filamente orientierten sich parallel zur Dehnungsrichtung.
Infolgedessen spielt die Dehnungsdeformation der Polymere eine immer grofiere Rolle
wihrend die der zuvor dominierenden Biegedeformation schrumpft. Da fiir Vimentin-
Intermedidrfilamente ein bis zu dreimal so hohes Youngsches Modul als Biegemodul
ermittelt wurde (Guzmaén et al., 2006), kann damit auf eine nicht-lineare Korrelation bzw.
eine Versteifung geschlossen werden.

Diese Ausrichtung der Maschen der Polymernetzwerke konnte auch in der vorliegen-
den Arbeit fiir das Keratin 14-Netzwerk der K14 Rescue Mutante beobachtet werden
(Abbildung 4.19).

Weiterhin wurden der Einfluss der Keratine auf die interzelluldre Kraftiibertragung
innerhalb von Monolagen unter Dehnung untersucht. Die morphologischen Untersuchun-
gen der zelluldaren Adhésionen lieferten dabei einen Hinweis auf die Kraftiibertragung
von Zelle zu Zelle innerhalb epithelialer Monolagen. Die Kolokalisation des desmo-
somalen Proteins Desmoplakin mit der sich unter Dehnung ausbildenden Zahnung
der Zell-Zell Adhésionen bzw. der Entwicklung von Membrantethern in Bereich der
Adhérenzverbindungen war dabei aufschlussreich. Die gleiche Art der Zdhnung in Ke-
ratinozyten wird auch in Green et al., 1987 ohne Externe Dehnung und in Harris et al.,
2012 unter Dehnung beschrieben. Die Vermutung liegt nahe, dass die Zahnung vor allen
in nicht ausgereiften Adhdrenzverbindungen unter mechanischer Spannung auftaucht. In

Yonemura et al., 1995 konnte dieses Verhalten auch fiir Epithelzellen beobachtet werden,
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wobei nach 36 h Differenzierung nicht mehr auftrat. Dabei wurden die Zellen jedoch nicht
extern gedehnt. Interessanterweise zeigte die Keratin knock-out Mutante ein anderes
Verhalten. Die dazu untersuchten Zelladhésionen kénnen sowohl vor als auch nach der
Dehnung als eine durchgehende Linie beschrieben werden, wobei die Desmosomen
gleiche punktférmige Signale wie der Wildtyp aufwiesen. Bei der Untersuchung der
Zellverbindungen unter Dehnung, konnte eine im Mittel hohere Dehnung im WT als
innerhalb der KO Monolagen gezeigt werden. Damit einhergehend war die relative
Ausdehnung des Zellkorpers beim Wildtyp kleiner als bei den KO-Zellen. Dies konnte als
Hinweis auf die mechanische Kopplung von Keratinen an Desmosome gedeutet werden.

Beide Effekte, die Zdhnung der Adhésionen und die Gewichtung der Dehnung auf die
Zellverbindungen des Wildtyps konnen mit der Funktion der Keratine als verbindendes
Netzwerk der Zellorganellen (Lazarides, 1980) in Zusammenhang gebracht werden. Dazu
ist es hilfreich, die Analogie zu in Reihe geschalteter, mechanischer Federn zu bemtihen.
Werden diese linear gedehnt, erfahren dabei weichere Federn eine hohere Dehnung
als hértere, wobei die mechanische Spannung beider Federn gleich ist. Nimmt man
nun an, dass Keratine das entscheidende Element zur mechanischen Kopplung vom
Zellinneren zu den zelluldre Verbindungen waren, wiirde dies die unterschiedlichen Re-
aktionen der Zelladhdsionen der Keratin-knock-out Mutante und des Wildtyps erkldren.
Einen wichtigen Hinweis darauf liefert eines der Ergebnisse der Kraftspektroskopischen
Analysen (Unterabschnitt 4.5.3). Dort konnte gezeigt werden, dass neben den Lamellen
auch die Zell-Zell Adhésionen zwischen Keratin Wildtyp Zellen unter Dehnung verstei-
fen. Uberraschenderweise konnte keine Versteifung der Zell-Zell Adhésionen zwischen
keratinfreien Zellen gemessen werden. Dadurch kann geschlussfolgert werden, dass
auf die Zellverbindungen zwischen den KO Zellen weniger Kréfte als zwischen den
WT Zellen iibertragen werden, wodurch die Zahnung ausblieb. Fiir WT-Zellen ist eine
Verminderung des Zugwiderstandes als Folge der Zahnung zu erwarten und damit auch
die grofiere Dehnung im Bereich der Zell-Zell Adhédsionen. Dabei ist anzunehmen, dass
die erhohte Dehnungsversteifung der Keratin-enthaltenden Lamellen gegeniiber den

Keratin-freien die Effekte im Wildtyp verstarkt.






ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit wurden die mechanische Anisotropie und Dehnbarkeit der
Haut anhand von Zellmonolagen untersucht. Dabei wurde herausgearbeitet, wie die
zelluldre Ausrichtung die Generierung mechanischer Spannungen in Zellmonolagen
beeinflusst und welche Faktoren entscheidend fiir die Widerstandsfahigkeit der Mono-
lagen gegeniiber hohen Dehnungen sind. Durch mechanische Analysen ausgerichteter
Monolagen konnte sowohl die Rolle der Adhdrenzverbindungen als auch die der Ori-
entierung des Aktinzytoskeletts fiir die Kontraktilitdit der Monolagen charakterisiert
werden. Insbesondere konnte dabei ein Beispiel der Relevanz multizelluldrer Kooperati-
vitdt fiir die Mechanik von Zellkollektiven geben werden. Eine grofiere Systematik in die
Untersuchungen zur Kontraktilitdt konnte dabei eine Beschrankung der Adhédrenzflachen
der Zellmonolagen bringen. Wie in fritheren Arbeiten (Mertz et al., 2012) bereits gezeigt,
ist die Kontraktilitit von Monolagen von der Grofle der jeweiligen Zellkolonie abhangig.
Mittels Mikrostrukturierung der Elastomerkammern, kénnte dazu eine Reihe Adhérenz-
flachen mit exponentiell steigender Grofle generiert werden. Dafiir kdnnte beispielsweise
ein Mikrokontaktdruck, wie in Hampe et al., 2014 verwendet, oder eine photolitografi-
sche Strukturierung, wie in Theodoly et al., 2018, benutzt werden. Weiterhin wire es in
diesem Zusammenhang auch interessant zu priifen, ob unter bestimmten Bedingungen
die von der Monolage generierten Kréfte ausreichen, um diese zu zerreiflen. Ergdnzende
Echtzeitaufnahmen der Monolagen wihrend des Ausrichtungsprozesses unter Dehnung
konnten dabei sehr aufschlussreich sein, wobei auch der Einfluss der Dauer der Dehnung
interessant ware. Weiterhin konnten Messungen der Zellhhen und Steifigkeiten mit dem
in Abschnitt 4.5 vorgestellten Setup diese Experimentreihen komplettieren.

Mittels Ablationsversuchen konnte gezeigt werden, dass mechanische Spannungen
auch innerhalb ausgerichteter Monolagen sich anisotrop verhalten. Eine interessante Fort-
fithrung dieser Experimente wiren Ablationen mit Variationen der Abstiande der Schnitte
zum Rand der Monolage, um das Profil der mechanischen Spannung in Monolagen néher
bestimmen zu kénnen. In diesem Zusammenhang wére auch die Kombination dieser Ex-
perimente mit der bereits oben beschriebenen Mikrostrukturierung der Adhéasionsflichen
sinnvoll, um auch die Geometrie der Monolagen mit einzubeziehen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Ausrichtung der Aktinfilamente auch die
Streckfestigkeit der Zellmonolagen entscheidend beeinflusst. Ergénzend dazu konnte
die Rolle der Orientierung des Aktinzytoskeletts auf die Versteifung der Monolagen
unter Dehnung untersucht werden. Dazu wiirde sich die in Abschnitt 4.5 vorgestellte

Methode sich anbieten. Zur ndheren Analyse der Bruchmechanik waren Aufnahmen
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der Rissentstehung in Monolagen mit fluoreszenzmarkierten Aktinfilamenten wéhrend
der Dehnung hochinteressant. Dazu miisste jedoch die Verschiebung der Probe aus dem
Bildbereich wihrend der Dehnung durch exaktes "Mitfahren"des Stretchers kompensiert

werden, was nur mit hohem technischen Aufwand moglich ist.

Aufierdem wurde in der vorliegenden Arbeit eine neue Methode zur mechanischen
Charakterisierung gedehnter Zellen entwickelt. Dazu wurde ein Rasterkraftmikroskop
mit einer Apparatur zur Zelldehnung und einem Lichtmikroskop kombiniert. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass Keratinozytenmonolagen mit intakten Intermedidrfilamen-
ten unter Dehnung stdrker versteifen als Monolagen, denen diese komplett fehlten,
womit die besondere Relevanz der Intermedidrfilamente fiir Zellen unter Dehnung
herausgearbeitet werden konnte. Weiterfithrend konnte eine Kombination dieser Ex-
perimente mit dem in Abschnitt 4.3 verwendeten Ansatz mogliche Wechselwirkungen
der Keratinfilamente mit dem Aktinzytoskelett aufzeigen. Dazu wiren vergleichende
Messungen zwischen Keratin-knock-out- und Wildtypmonolagen, die zuvor zyklisch
gedehnt wurden, denkbar. Sowohl Streckfestigkeitsanalysen als auch Untersuchungen
der mechanischen Spannungen dieser Systeme konnten dabei neue Erkenntnisse liefern.

Weiterhin wurden die Zell-Zell-Verbindungen unter Dehnung morphologisch cha-
rakterisiert, wobei insbesondere die Rolle der Intermediarfilamente fiir das Verhalten
der zelluldren Adhdrenzverbindungen unter Dehnung herausgearbeitet werden konnte.
Dazu wiren weitere Messungen mit dem Rasterkraftmikroskop im Bereich der Zell-Zell-
Verbindungen von Interesse. Eine feinere Cantileverspitze konnte dabei Versteifungsef-
fekte einzelner Membrantether auflésen und ein dreidimensionales Bild der Strukturen

unter Dehnung liefern.
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