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Zusammenfassung

Physikalische Signale stellen fiir Zellen wichtige Informationen dar, die iiber eine Rei-
he von Signalkaskaden auf verschiedenste Zellfunktionen wie Zellzyklus, Differenzierung
oder Migrationsverhalten wirken. Die von Zellen wahrgenommenen mechanischen Signale
konnen dabei u.a. Topographie, Elastizitdt oder Dehnung des Substrates umfassen. Zur
Erkennung solcher Signale sind Strukturen notwendig, die solche dufleren Signale ins Zell-
innere iibertragen. Insbesondere die Fokaladhésionen, die die Verbindung zwischen der
Extrazellularen Matrix und dem Zytoskelett der Zelle aufbauen, scheinen eine wichtige

Rolle zu iibernehmen.

Der Aufbau von Fokaladhésionen ist hoch komplex. Mehr als 150 bisher bekannte
Proteine sind zumindest peripher daran beteiligt. Diese setzen sich in erster Linie aus
Struktur-, Adapter- und Signalproteinen zusammen. Ein Grofteil der an der Fokaladha-
sion beteiligten Proteine wird in Bezug auf Struktur und Funktion reguliert, wobei die
Regulation dabei weitgehend iiber Phosphorylierung erfolgt. Tyrosinkinasen wie FAK und
die Tyrosinkinasen der Src-Familie nehmen in den Fokaladhésionen eine zentrale Rolle ein.

Setzt man Zellen dem physikalischen Signal der uniaxialen, zyklischen Dehnung aus,
reagieren diese, indem sie ihre Orientierung &ndern. Dabei richten Zellen als erstes ihr
Zytoskeletts und nachfolgend ihre ganze Zellform senkrecht zur Zugrichtung aus. Die an
diesem Prozess beteiligten Signalwege sind noch immer zu grofen Teilen unverstanden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Kinasen der Src-Familie auf die Re-
orientierung bei uniaxialer, zyklischer Dehnung untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass Zellen, denen alle drei ubiquitér exprimierten Kinasen der Src-Familie (Src, Yes und
Fyn) fehlen, eine im Vergleich zum Wildtypen deutlich verminderte Reorientierung senk-
recht zur Zugrichtung aufwiesen. Daraus folgt, dass die Zellantwort auf zyklische Dehnung
zumindest teilweise auf der Funktion der Kinasen beruht. Zellen, denen Yes und Fyn feh-
len, wiahrend Src unverdndert exprimiert wird, zeigten einen intermedidren Effekt. Das
deutet darauf hin, dass die Kinasen einander in diesem Signalweg nur teilweise komple-
mentieren kénnen.

Ein Fokaladhésionsprotein mit moglicher mechanosensitiver Funktion stellt p130Cas
dar. Fiir dieses Protein konnte in vitro gezeigt werden, dass es bei mechanischer Dehnung

wie eine Feder auseinander gezogen und nachfolgend von den Kinasen der Src-Familie



IT

phosphoryliert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle dieses Proteins in vivo bei
zyklischer Dehnung untersucht. Die Versuche zeigten, dass Zellen, die nicht mehr iiber
p130Cas verfiigen, sich nur unvollstdndig reorientieren kénnen. In Versuchen mit einer
pl30Cas Mutante, in der die Tyrosine der streckbaren Substratdoméne durch Punktmu-
tationen konstitutiv inaktiviert wurden, zeigte sich die gleiche verminderte Fahigkeit zur
Reorientierung wie bei p130Cas-Knockout-Mutanten. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Dehnung von p130Cas sowie die nachfolgende Phosphorylierung einen wichtigen Einfluss
auf die Reorientierung von Zellen als Reaktion auf zyklische Dehnung haben.

Auf dieser Basis wurden weitere Versuche mit Crk, einem Adapterprotein von p130Cas,
sowie einer Reihe weiterer Signalproteine wie C3G oder Dock1 durchgefiihrt. Knockdown-
oder Knockout-Experimente mit diesen Proteinen stellen eine gute Grundlage fiir die

Untersuchung des weiteren Signalweges dar.
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1 Einleitung

Zellen stehen mit ihrer Umwelt in stetigem Kontakt. Neben zahlreichen chemischen Boten-
und Signalstoffen werden auch mechanische Signale von der Zelle wahrgenommen. Stei-
figkeit, Deformation oder Topografie stellen Signale dar, die die Zellen in Differenzierung,
Wachstum und Motilitdt beeinflussen kénnen. Die Mechanosensoren, iiber die die Zel-
len mechanische Eigenschaften wahrnehmen koénnen, sind dabei noch nicht vollstdndig
verstanden. Die Ergebnisse aktueller Forschungsarbeiten zur zellularen Mechanosensorik

werden im Folgenden vorgestellt und erlautert.

1.1 Mechanosensorik und mogliche Signalwege

Die Mechanosensorik ist in erster Linie in der Sinnesphysiologie bekannt: Im Innenohr
werden durch mechanische Wellenbewegungen der Basilarmembran Haarzellen ausgelenkt.
Dadurch werden mechanosensitive Ionenkanéle gedffnet, wodurch der Einstrom von Io-
nen ein Aktionspotential auslést. Damit wird ein mechanisches Signal in ein neuronales
umgewandelt [3]. Doch auch auf zelluldrer Ebene spielt die Mechanosensorik eine Rolle
in verschiedenen Prozessen. Die mechanischen Reize konnen dabei Héarte, Topographie
oder Bewegung eines Substrates umfassen, welche z.B. Differenzierung oder Motilitéit von
Zellen beeinflussen kénnen |26, 31]. In Abb. 1.1 sind Stammzellen auf Substraten unter-
schiedlicher Steifigkeit kultiviert. Die Steifigkeiten wurden dabei so eingestellt, dass sie
verschiedenen Gewebetypen wie Gehirn, Muskel oder Knochen gleichen. Nachdem die Zel-
len fiir 96 h auf diesen Substraten kultiviert wurden, zeigten sie eine Morphologie, die den
jeweiligen Gewebetypen entspricht. Zellen zeigten auf sehr weichem Substrat viele diinne
Auslaufer, was fiir Neuronen typisch ist, wihrend Zellen auf besonders harten Substraten
die Morphologie von Knochenzellen aufweisen [34].

Nicht nur Differenzierung, auch Ausrichtung oder Orientierung von Zellen kann durch
mechanische Signale beeinflusst werden. In Abb. 1.2 sind die Endothelzellen einer
Arterienwand abgebildet. Alle Zellen liegen mit einer Ausrichtung parallel zum Blutfluss
bzw. senkrecht zum Pulsdruck. In vitro lasst sich die Ausrichtung senkrecht zur Zug-
richtung reproduzieren, indem Zellen auf einem elastischen Substrat kultiviert und fiir

eine bestimmte Zeit zyklisch gezogen werden [17].
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Abbildung 1.1: Mesenchymale Stammzellen wurden auf Substraten unterschiedlicher Steifigkeiten
kultiviert. Die Steifigkeiten entsprechen verschiedenen Gewebetypen (0,1 - 1 kPa entspricht der
Hirnsubstanz, 8 - 17 kPa den Muskeln und 25 - 40 kPa dem Knochengewebe). Die Zellen zeigen
nach 96 h eine Morphologie, die den Zelltypen der jeweiligen Gewebetypen entspricht. Verdndert
nach [34].

Die Wahrnehmung und Verarbeitung mechanischer Reize ist fiir Zellen essentiell. Uber
welchen Mechanismus sie in der Lage sind, Dehnung oder Bewegung im Substrat zu erfas-
sen ist noch nicht geklért. Es existieren einige Hypothesen, welche im Folgenden vorgestellt

werden.

Ein Mechanismus der Wahrnehmung von Substratdehnung funktioniert iiber Ionen-
kanéle, ahnlich zur Mechanosensorik des Innenohres. Die Kanéle sind in der Plasma-
membran lokalisiert und werden iiber die Dehnung der Membran geoffnet, so dass Ionen
einstromen. Naruse et al. konnten 1997 zeigen, dass die intrazellulire Calzium (Ca®")
Konzentration bei zyklischer Dehnung ansteigt [83]. Des weiteren konnte gezeigt werden,
dass sich uniaxial zyklisch gedehnte Zellen in Ca?"-freiem Medium nicht senkrecht zur
Zugrichtung ausrichten. Ein Inhibitor gegen Ca?"-Ionenkanile verhindert ebenfalls eine

zellulére Reorientierung [81].
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Abbildung 1.2: Ausrichtung von arteriellen Endothelzellen. Die inneren Zellen der Arterienwand

liegen alle parallel zur Richtung des Blutflusses. Aus Langille & Adamson, 1981 [71].

Allerdings konnte von Hayakawa et al. 2001 gezeigt werden, dass die Umorientierung der
Stressfasern im Gegensatz zur Zellform nicht Ca®" abhiingig ist. Hierfiir wurden Zellen in
einem Medium, das mit einem Ca?"-Chelat versetzt war, zyklisch gezogen. Sie passten ihre
Zellform der Dehnung nicht an wihrend die Stressfasern weiterhin ausgerichtet wurden
[49].

Das Aktinzytoskelett ist ebenfalls an der Mechanosensorik beteiligt. Zum einen wird
durch das Aktin-Myosin-System die Kraft der Zelle generiert und eine charakteristische
Zellspannung aufgebaut, die ein Equilibrium zur Spannung der EZM darstellt [58, 113].
Zum anderen konnte gezeigt werden, dass bei Dehnung im Zytoskelett Risse entstehen,
in die verstiarkt Zyxin zusammen mit o-Actinin und VASP eingelagert wird [120]. Ein
weiterer vorgeschlagener Weg der Mechanosensorik lauft {iber Filamin A, einem Protein

welches mit dem Aktinzytoskelett als Kreuzvernetzer interagiert [33].

Im Bereich der Extrazellulairen Matrix (EZM) findet eine Mechanosensorik durch die
Entfaltung von Fibronektin oder anderen EZM Proteinen statt [35].

Die Mehrzahl an Untersuchungen deutet jedoch darauf hin, dass die zelluldre Mecha-
nosensorik iiber integrinvermittelte Adhésionen, den Fokaladhésionen (FA) lauft, die die
EZM mit dem Zytoskelett verbinden [11, 43, 115]. An Nadelverzugsexperimenten konn-
te gezeigt werden, dass bei Substratdehnung das Zytoskelett stabil bleibt, wiahrend in
der Fokaladhésion eine Dehnung erfolgt [63]. Zudem werden FA von der Zelle verstérkt,
wenn Dehnungskraft auf sie wirkt [94]. In den letzten Jahren sind viele Experimente zu
mechanosensorischen Mechanismen unter Beteiligung der FA vorgestellt worden. Aufbau,
Reifung und wichtige beteiligte Proteine sind schematisch in Abb. 1.3 abgebildet und

werden im folgenden Abschnitt vorgestellt.



4 FEinleitung

1.2 Fokaladhasionen als Verbindung zwischen

Zytoskelett und der Extrazellularen Matrix

1.2.1 Die Extrazellulare Matrix

Die Extrazelluldre Matrix (EZM) befindet sich im Extrazellularraum zwischen tierischen
Zellen. Dort iibt sie unterschiedliche Funktionen aus, beispielsweise als Bindegewebe,
Basalmembran oder auch Knorpelgewebe. Die EZM besteht aus Faserproteinen wie Kolla-
gen oder Fibronektin, die der EZM ihre Stabilitét verleihen sowie aus Glycosaminoglyka-
nen und Proteoglykanen. Diese bilden eine wasserhaltige, gelartige Substanz. Die genaue
Zusammensetzung und die sich daraus ergebenen Eigenschaften der EZM variieren mit
den ausgefiihrten Aufgaben. Der Einfluss von EZM und Zellen ist wechselseitig. Die Zel-
le sekretiert die Bestandteile der EZM und veréndert diese konstant wéhrend die EZM

ihrerseits die Zelle in Adhésion, Migration und Proliferation beeinflusst [3].

1.2.2 Integrine

Integrine vermitteln die Bindung von Zellen an die EZM. Sie stellen eine homologe Familie
von Transmembranproteinen dar, die sich in zwei Klassen (a und p) unterteilen lassen.
Jeweils ein o- und ein $-Integrin bilden einen Heterodimer, wobei bisher 18 o- und 8 -
Integrine in 24 bisher méglichen Kombinationen bekannt sind wodurch die Spezifitdt der
Integrine erhoht ist. Fibronektin wird beispielsweise von as(3; an einer speziellen Arg-Gly-
Asp (RGD) Sequenz gebunden, wéhrend ay 33 an die gleiche Sequenz in Vitronektin bindet
[53]. Integrine bestehen aus einer langen N-terminalen extrazelluliren Doméne, einer he-
likalen Transmembrandoméne und einer kurzen intrazelluliren Doméne am C-Terminus.
In der inaktiven Form sind die extrazellularen Doméanen angewinkelt und die Bindestellen
zu EZM Proteinen verdeckt. Die intrazellularen Doménen sind dann in engem Kontakt
zueinander und ebenfalls nicht fiir Bindungspartner zugénglich [9]. Die Aktivierung von
Integrinen kann bidirektional erfolgen. Zum einen kann durch die Bindung von Integri-
nen an EZM Proteine die intrazellulare Doméne Bindestellen fiir Talin und Vinculin frei
geben. Zum anderen konnen intrazellulare Bindungen von Adapterproteinen wie Talin

Integrine aktivieren |20].

1.2.3 Fokaladhasionen

Fokaladhésionen sind Proteinkomplexe, die die EZM iiber Integrine mit dem Aktin-
Zytoskelett verbinden. Diese Strukturen sind seit 1971 bekannt und immer noch Teil

der aktuellen Forschung [1, 43|. Sie haben vielfache und wichtige Funktionen in Adhésion
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung einer FA. Die Integrine stellen den transmembranen
Bestandteil an den Adhésionsproteine wie Talin oder Vinculin binden und die Verbindung zum
Aktinzytoskelett herstellen. Verdndert nach [78].

und Migration. Des weiteren sind sie an der beidseitigen Signal- und Kraftiibertragung
zwischen extra- und intrazelluldren Strukturen beteiligt [125]. An der FA sind 91 bisher
bekannte Proteine beteiligt und wenigstens 65 interagieren mit diesem Proteinkomplex,
wobei sich die Zusammensetzung der FA im Zuge der Entstehung, Reifung bis zum Ab-
bau verdndert [123]. Einen wichtigen Anteil der Proteine der FA machen Adapter- und
Strukturproteine aus, die zwei andere Proteine zur Interaktion zusammenbringen [43]. Zu
diesen Gruppen gehoren beispielsweise Vinculin und Crk. FA sind stark reguliert, wobei
die wichtigste Regulation iber Phosphorylierungen vermittelt sind. Die wichtigsten Kina-
sen sind hier FAK (Fokale Adhésions Kinase) und Src. Bildung und Reifung von FA sind
in Abschnitt 1.3.1 ausfiihrlich beschrieben.
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1.2.4 Stressfasern

Stressfasern sind Biindel aus 10 bis 15 Aktinfilamenten, die die ganze Zelle durchspannen.
Die Filamente werden iiber Kreuzvernetzer wie a-Actinin und Filamin gebiindelt wobei
in den Zwischenriumen Myosin Motorproteine eingelagert werden [89]. Uber die Myosine
wird eine ins Zellinnere gerichtete Spannung erzeugt, die von den Stressfasern auf die FA
und dariiber auf die EZM iibertragen wird [8]. FA sind von einem sehr frithen Zeitpunkt
ihrer Bildung mit dem Aktin Zytoskelett assoziiert und viele FA-Proteine haben Aktin-
Bindestellen. Des weiteren spielt die Zellkraft eine wichtige Rolle fiir die Regulation von
FA. Wird eine grofsere Kraft auf FA ausgeiibt werden diese verstérkt, bei fehlendem Zug
abgebaut [94].

1.3 Regulierung und Signalwege der Fokaladhasion

1.3.1 Bildung und Reifung

Die Bildung von integrinvermittelten Adhésionen ist ein Prozess, der trotz intensiver For-
schung noch nicht vollstdndig verstanden ist. Die erste Zelladhésion wird vermutlich durch
Hyaluronséure, einem Bestandteil der EZM vermittelt [24], die auch spéter noch zur Sta-
bilisierung von FA notwendig ist [112]|. Dieser schwachen Adhésion folgt die Aktivierung
der Integrinrezeptoren durch Liganden der EZM oder intrazelluldre Proteine wie Talin.
So konnten schwache, integrinabhéngige “slip-bonds”, nachgewiesen werden, die durch
Krafteinwirkung von 2 pN gebrochen werden kénnen und fiir deren Funktion Talin notig
ist [61]. Fokalkomplexe (FX) sind die ersten Adhésionen, die mit 100 nm Durchmesser im
Mikroskop sichtbar sind. In migrierenden Zellen entstehen sie am vorderen Rand von La-
mellipodien und enthalten neben Integrin bereits Talin und Paxillin. Im Zuge der Reifung
werden spéter auch Vinculin und o-Actinin sowie FAK und VASP in den FX nachweisbar
[121]. Die Reifung von FX zu FA findet an der Grenze vom Lamellipodium zur Lamelle
statt und ist durch ein Wachstum und eine damit einhergehende Stabilisierung der FA
gekennzeichnet. Neben dem Einbau charakteristischer FA Proteine wie Zyxin und Tensin
ist ein weiteres Merkmal von FA die stabile Verankerung von Stressfasern [122]. Uber die
Stressfasern wird ein Zug auf die FA ausgeiibt, der fiir deren Bildung notwendig ist. Fehlt
das Motorprotein Myosin IIA werden die FX wieder aufgelost statt zu FA zu reifen [22].
Reguliert wird die Reifung der FA iiber Phosphorylierung. Insbesondere die Tyrosinphos-
phorylierung scheint einen Einfluss auf die Regulation von Adhésionen zu haben. Junge
FA zeigen einen hohen phospho-Tyrosin (pY) Gehalt und damit einhergehend eine hohe
Dynamik. Reife und stabile FA sind wenig phosphoryliert wihrend FA, die im Abbau

begriffen sind, erneut eine starke Phosphorylierung zeigen [79].
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Eine in der FA haufig auftretende Signaliibertragung durch Proteininteraktion wird
tiber strukturell konservierte Src-Homology-Doménen (SH Doménen) vermittelt. SH3 Do-
méanen konnen an bestimmte prolinreiche Regionen binden. SH2 Doménen interagieren
dagegen mit Sequenzen, die ein phosphoryliertes Tyrosin enthalten. Diese Doménen fin-
den sich in vielen Proteinen und sind oft mit der Regulation des Zytoskeletts assoziiert [3].
Ein weiteres wiederkehrendes Motiv in der Regulation von FA ist die Interaktion zweier

Proteine, die iiber ein Adapterprotein vermittelt wird [43].

1.3.2 Die Rolle der Phosphorylierung

Phosphorylierungen sind Bestandteile von vielen zelluldren Signalwegen. Bei dieser post-
translationalen Modifikation werden Phosphatgruppen an die Seitenketten von Serin (Ser,
S), Threonin (Thr, T) oder Tyrosin (Tyr, Y) angefiigt. Die Ubertragung des y-Phosphats
von ATP auf die Seitenketten der Aminosduren wird iiber Proteinkinasen vermittelt
und durch Phosphatasen wieder entfernt. Serin/Threonin-Kinasen wirken auf die bei-
den Aminosauren, Tyrosinkinasen meist ausschlieflich auf Tyrosine. Die Bindung der
Phosphatgruppe kann eine intramolekulare Konformationsanderung bewirken, die zumeist
durch die negative Ladung der Phosphatgruppe Wasserstoftbriickenbindungen im Mole-
kiil erzeugt oder verlagert. Der gleiche Mechanismus kann auch Interaktionen mit einem
anderen Molekiil ermdglichen. Die Phosphatgruppe kann die Bindestellen oder direkt das

aktive Zentrum durch sterische Hinderung blockieren. [90]

In FA reguliert die Phosphorylierung die Reifung der Strukturen. In migrierenden Zellen
ist die Lebensdauer von FA besonders kurz. An der Zellfront werden FA aufgebaut und
verbleiben dann ortsstabil relativ zum Substrat und werden wieder abgebaut, wenn die
Zelle dartiber hinweggewandert ist [79]. In Abb. 1.4 ist die Phosphorylierung in migrieren-
den Keratinozyten dargestellt. Zu sehen ist, dass in jungen FA ebenso wie in FA, die im
Abbau begriffen sind, der Grad der Phosphorylierung erhoht ist. Im Gegensatz dazu sind
stabile FA unter dem Zellkoérper weniger phosphoryliert. Bei nicht motilen Zellen ist die
Phosphorylierung dhnlich verteilt: Die FA an der Zellperiperie sind stéarker phosphoryliert
als die unter dem Zellkérper (siche Abb. 1.5).

Des weiteren spielt Phosphorylierung in der zelluldren Mechanosensorik, insbesondere
bei der Wahrnehmung von zyklischer Dehnung eine Rolle. Sie steigt wenige Minuten nach
Beginn der Dehnung sehr deutlich an [36, 44|. Zellen ohne FAK oder der Src Kinase
zeigen eine verminderte Fahigkeit zyklischer Dehnung auszuweichen [96, 82] und eine
erhohte Aktivitét der FAK bei zyklischer Dehnung [116]. Diese Ergebnisse unterstreichen
die Rolle der Kinasen und damit einhergehend der Phosphorylierung in der Wahrnehmung

mechanischer Signale.
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Abbildung 1.4: Phosphorylierung von Vinculin in FA migrierender Keratinozyten. Links sind
Immunfarbungen gegen Vinculin (Vin) und phosphoryliertem Vinculin (pVin) dargestellt. Rechts
ist das Verhéltnis phosphorylierten und unphosphorylierten Vinculins in Falschfarben dargestellt,

wobei warmere Farben eine stiarkere Phosphorylierung darstellen. Verdndert nach [79].

1.3.3 Regulation der Phosphorylierung durch Kinasen

In den FA sind eine Reihe von Kinasen vertreten. Die wichtigsten sind dabei die FAK und

die Kinasen der Src-Familie (Src-family kinases, SFK).

FAK

FAK (Fokale Adhésions Kinase, auch PTK2 genannt) ist eine ubiquitdr exprimierte
Tyrosin-Kinase und die erste Kinase die in entstehenden FA eingebaut wird, wo sie auch
ihre wichtigsten Funktionen austibt [103]. FAK -/- Zellen zeigen deutliche Defekte in
Adhésion und Migration [57|. Die FAK lokalisiert iiber eine C-terminale FAT (Focal Ad-
hesion Targeting) Doméne in der FA und vermittelt die Interaktion mit Paxillin [2, 52].
N-terminal liegt eine FERM-Doméne, die im inaktiven Zustand der FAK mit der zentra-
len Kinasedoméne interagiert. Durch eine Bindung mit einem Liganden (z.B. B-Integrin)
wird die Autophosphorylierungsstelle Y397 frei und auch schnell phosphoryliert, wodurch
die Kinase aktiv wird und Proteine mit einer SH2-Doméne binden koénnen. Src verfiigt
iiber eine solche Doméne und wird durch FAK an Y527 phosphoryliert. Im Gegenzug
phosphoryliert Src die FAK an Y576 und Y577, wodurch die Kinaseaktivitdt verstéarkt
wird [19, 127]. Zusatzlich wird FAK an Y861 phosphoryliert, was die Bindung an p130Cas
erhoht [2, 73]. Eine weitere Phosphorylierung an Y925 ermoglicht eine Aktivierung von
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Abbildung 1.5: Phosphorylierung von Vinculin in MEF-WT-Zellen. Links ist eine Immunférbung
gegen Vinculin, in der Mitte gegen phosphoryliertes Vinculin (Y100) dargestellt. Rechts ist das
Verhéltnis von phosphoryliertem zu unphosphoryliertem Vinculin in Falschfarben zu sehen, wobei

warme Farben eine stérkere Phosphorylierung zeigen. Mafstab = 10 pm. Verdndert nach [84].

MLCK und damit eine indirekte Regulation der FA-Dynamik [78]. Die vielseitige und
zentrale Position von FAK unterstreicht die Wichtigkeit der Phosphorylierung als Signal-

mechanismus der FA.

Die Kinasen der Src-Familie

Von der Familie der Src Kinasen sind insgesamt 9 Vertreter (Lyn, Fyn, Lck, Hek, Fer,
BIlk, Yrk, Yes, Src) bekannt, von denen jedoch nur Src, Yes und Fyn ubiquitéar exprimiert
werden, wahrend alle anderen auf hidmatopoietische Zellen, Neuronen oder Lymphozyten
beschrénkt sind [4, 66].

Der Prototyp der Src-Familie wurde 1977 als v-Src, dem transformierenden Onkogen des
Rous-Sarkoma Retrovirus, entdeckt. Das zelluldre Analog ist Src (c-Src oder pp60Src), eine
mehrfach regulierte Tyrosin Kinase die an Zelldifferenzierung, Proliferation und Migration
beteiligt ist [4].

Src (60 kDa) besteht aus einer C-terminalen Kinasedoméne, einer N-terminalen SH3 Do-
maéne, die an prolinreichen Sequenzen bindet und einer SH2 Bindedoméne, die tyrosinphos-
phorylierte Proteine erkennt [3]. N-terminal findet sich zusétzlich ein Myristidyl-Anker,
der die Kinase in der Plasmamembran verankert (siehe auch Abb. 1.6). Am C-Terminus
befindet sich nahe der Kinasedoméne ein Tyrosin (Y530), welches phosphoryliert (vermit-
telt durch C-terminal Src Kinase, CSK) eine intramolekulare Bindung zur N-terminalen
SH2 Doméne eingeht. Zur Aktivierung von Src muss dieses Tyrosin dephosphoryliert wer-
den, was u.a. von der Rezeptor-Tyrosin Phosphatase « und den Phosphatasen Shp-1 und
Shp-2 vermittelt wird [4]. Ein weiteres Tyrosin an Y416 befindet sich in der sogenann-
ten Aktivierungsschleife und muss fiir eine vollstandige Aktivitat der Kinasedoméne von

FAK phosphoryliert werden. Eine weitere Moglichkeit der Aktivierung von Src liegt in der
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Bindung von p130Cas [98|.
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Aktivierung von Src. Im oberen Teil ist die Domé-
nenstruktur dargestellt. Unten ist Src in inaktiver Form sowie aktiviert durch die Bindung von

FAK an Integrine zu sehen. Verdndert nach [4].

Alle weiteren SFK sind im Aufbau analog zu Src, welche die am meisten untersuchte
Kinase ist [4]. Uber die weiteren Kinasen ist auferhalb der Rolle in der Tumorgenese
wenig bekannt. Yes (62 kDa) und Fyn (59 kDa) sind wie Src in verschiedenen Tumor-
arten hochreguliert [87, 97, 99]. Fyn hat verschiedene Aufgaben in Zellzyklus-Eintritt,
Wachstum und Proliferation. Zusétzlich wurden immunologische und neuronale Funktio-
nen untersucht [97]. Yes hat Funktionen im Zellzyklus und bei der Zytokinese [62]. Alle
drei fungieren jedoch in der FA als Signaliibertrager [87].

1.3.4 Vinculin in der Fokaladhasion

Vinculin ist ein Protein, welches sich als Hauptstrukturprotein in FA und den verwand-
ten Zell-Zell-Kontakten Adherens Junctions gezeigt hat. Vinculin gliedert sich in eine
globulédre Kopf- und eine globulére Schwanzdoméne, die iiber eine prolinreiche Halsregi-

on verbunden sind [7]. An der Schwanzdoméne befinden sich Bindestellen fiir Aktin und
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Paxillin, in der Kopfdoméne fiir o-Actinin und Talin [126]. Die Halsregion verfiigt tiber
Bindestellen fiir VASP, Vinexin, Ponsin, PIPy und Arp2/3 [124]. Die zentrale Funktion in
der FA zeigt sich u.a. dadurch, dass Vinculin-Knockout-Zellen kleinere Adhésionen haben,
weniger stark adhérieren und schneller migrieren [119].

Vinculin kann in einer gedffneten und einer geschlossenen Konformation vorliegen.
Durch die Bindung der Kopf- an die Schwanzdoméne werden sdmtliche Bindungsstellen
fiir andere Proteine unzugénglich und das Protein ist inaktiv [7]. Der Mechanismus, durch
den Vinculin aktiviert werden kann, ist noch nicht sicher geklért, aber es wurden verschie-
dene Modelle vorgeschlagen. Zum einen kann die Bindung von sauren Phospholipiden an
die Schwanzregion von Vinculin die intramolekulare Bindung lésen. Dies wird auch durch
die Bindung von mehr als zwei anderen Interaktionspartnern Vinculins bewirkt |7], wobei
die hochaffine Bindung von Talin oder a-Actinin alleine bereits ausreichen kénnen [15].
Ein anderer Mechanismus beinhaltet die Phosphorylierung von Vinculin an den Tyrosinen
Y100 und Y1065, die tiber die Src Kinase vermittelt wird [126]. Simulationen konnten zei-
gen, dass eine solche Aktivierung notwendig ist, um eine stabile Bindung von Talin zu
ermoglichen [45]. Zusétzlich werden die Austauschdynamiken von Vinculin direkt {iber
die Phosphorylierung reguliert: stabile, reife Fokaladhéasionen zeigen wenig Phosphorylie-
rung. Im Gegensatz dazu sind FA wihrend des Auf- oder Abbaus hoch phosphoryliert.
Zellen mit mutiertem, nicht phosphorylierbaren Vinculin (Y1065F) zeigen ebenfalls eine

verringerte Austauschdynamik [79).

1.3.5 p130Cas als moglicher Mechanosensor

Bei p130Cas (Crk Associated Substrate, Cas, Breast Cancer Anti-estrogen Resistance
oder BCAR1) handelt es sich um ein ubiquitdr exprimiertes Strukturprotein von etwa
130 kDa, das Zellmotilitat sowie Proliferation reguliert [28]. M&use, die p130Cas nicht
exprimieren sterben pranatal. p130Cas Knockout Zellen zeigen verkiirzte und diffusere
Aktinfilamente sowie weniger und schwécher ausgebildete FA [54].

In Abb. 1.7 sind die Doménenstrukturen von p130Cas dargestellt. Das Protein besteht
aus einer aminoterminalen SH3 Domaéne, einer zentralen Substratbindedoméne und car-
boxyterminal einer SFK-Bindedoméne. Die SH3 Doméne kann mit einer Reihe von Prote-
inen interagieren, darunter die Kinasen FAK und Pyk2 und die Phosphatase PTP-PEST.
In der C-terminalen Doméne befindet sich eine Bindestelle fiir Kinasen der Src-Familie und
eine Bindestelle fiir Proteine der Nsp Familie (Nspl, And-34 und Chat). Die C-terminale
SFK-Bindedoméne lokalisiert zusammen mit der N-terminalen SH3 Doméne das Prote-
in in der FA, wihrend die Substratdoméne daran nicht beteiligt ist [80]. Diese hat 15
Wiederholungen von einer YxxP Sequenz aus Tyrosin und Prolin, die phosphoryliert eine
Bindedomaéne fiir das Adapterprotein Crk darstellt [77].
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Abbildung 1.7: Doménenstruktur von p130Cas. Die SH3 Doméne befindet sich N-terminal und
interagiert mit FAK, wéhrend die C-terminale Doméne mit Kinasen der Src-Familie interagiert.
Die Substratdoméne enthéalt 15 Wiederholungen einer YxxP Sequenz, die phosphoryliert Binde-
doménen fiir Crk darstellen. Entnommen aus Defilippi et al. 2006 [28]

Die SH3 Doméne ist fiir die Lokalisation von p130Cas in die FA notwendig. Zusétzlich
ist Cas durch eine weitere Phosphorylierungsstelle (Y12) in der SH3 Doméne reguliert
[60]. Ist Y12 phosphoryliert ist die Lokalisation in der FA sowie die Interaktion mit FAK
und PTP-PEST verringert. Und obwohl p130Cas von FAK nicht phosphoryliert wird
[105, 111]. wirkt FAK als Adapterprotein und rekrutiert Src, was eine verstiarkte Phos-
phorylierung von Cas bewirkt [38]. Eine mutierte Form des Tyrosins (Y12F'), das eine nicht
phosphorylierbare Form darstellt, zeigt eine deutliche Verstirkung der Phosphorylierung
von p130Cas [60].

pl30Cas wurde als eines der Proteine isoliert, die bei einer Transformation mit v-Src
hochgradig phosphoryliert werden [98|. Die Phosphorylierung von p130Cas erfolgt von
Src entweder direkt {iber die Bindung an die SFK-Bindedoméne oder indirekt iiber die
Bindung von Src an die Autophosphorylierungsstelle Y397 von FAK [95]. Die Tyrosine
6 bis 15 der Substratdoméne sind die Hauptstellen, die von Src phosphoryliert werden
[106].

Reguliert wird die Phosphorylierung auch von einer sehr grofsen Anzahl an Wachs-
tumsfaktoren, Hormonen oder EZM-Proteinen aber auch durch mechanische Dehnung,
Scherfluff oder osmotischen Stress [13]. Sawada et al. konnten 2006 zeigen, dass p130Cas
stark phosphoryliert wird, wenn es auf einer elastischen Membran immobilisiert ist und
diese gedehnt wird [101]. Die Phosphorylierung erfolgt durch Src, wobei keine Erhéhung
in der Aktivitat der Kinase zu beobachten war. Die Substratdoméne von p130Cas besteht
aus einer Reihe von Wiederholungen einer bestimmten Sequenz. Solche Wiederholungen
sind typische Merkmale fiir Proteine, die in ihrer Lénge variabel sind, wie beispielsweise

Titin. Die 15 Wiederholungen in Cas kénnten eine gleiche Funktion haben. Sawada et al.
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konnten zeigen, dass die Substratdoméne wie eine Feder funktioniert und die Phosphory-
lierungsstellen fiir Src zugéanglich werden, wenn das Protein entfaltet oder aufgezogen wird
(siche Abb. 1.8). Zusétzlich detektiert ein Antikorper, der gegen die entfaltete Form von
p130Cas gerichtet ist, das Protein verstarkt in FA an der Zellperipherie, wo besonders
starke Zellkréfte wirken. An phosphoryliertes p130Cas bindet das Adapterprotein Crk.

welches mit verschiedenen weiteren Proteinen interagiert und weitere Signalkaskaden ak-

tiviert [13].
Substrate domain —» ,w

Cas in cytoplasm (unextended)
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Actin fibers { e,
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung von p130Cas in entspannter und aufgezogener Form.
Wird das Protein auseinander gezogen werden kryptische Phosphorylierungsstellen frei, an die
das Adapterprotein Crk bindet und grofte Anzahl verschiedener Proteine rekrutiert, die auf Pro-
liferation, Motilitdt und das Aktinzytoskelett wirken. Aus [101].

Zur Cas-Familie gehoren noch zwei weitere Proteine, HEF1 und Efs/Sin. HEF1 (Human

Enhancer of Filamentation) reguliert Mitose und Neuritenwachstum, Efs/Sin (Embryonal
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fyn substrate/Src interacting) ist in T-Lymphozyten aktiv [28]. Vieles deutet darauf hin,
dass diese Proteine keine iiberlappenden Funktionen ausiiben [13], so dass sie fiir die

vorliegende Arbeit vernachlassigt wurden.

1.3.6 Das Adapterprotein Crk

Crk (CT10 Regulator of a Tyrosine Kinase) wurde 1990 als Protein beschrieben, das in der
Lage ist den Phosphorylierungsgehalt deutlich zu erhohen ohne eine eigene Kinasedoméne
zu haben. Dabei war das am stérksten phosphorylierte Protein p130Cas [75]. Crk-Proteine
gehoren zur Gruppe der Adapterproteine und sind in der Lage andere Proteine in rdum-
liche Nahe zu bringen und so die Signaliibertragung zu vermitteln. In Abb. 1.9 sind die
verschiedenen Isoformen der Crk Proteine dargestellt. Crkl bis III sind dabei Spleifsvari-
anten des gleichen Gens, wihrend CrkL (Crk Like) von einem anderen Gen transkribiert
wird und mit CrkII zu 60 % homolog ist [100]. Allen Isoformen ist eine N-terminale SH2-
und SH3-Domiine (SH3N) gemein. v-Crk, welches von Sarkoma Retroviren exprimiert
wird, verfiigt zusétzlich noch tiber eine GAG-Sequenz, die virale Funktionen enthélt. Cr-
kIT und CrkL haben eine weitere, C-terminale SH3 Doméne (SH3®), die {iber eine 50
Aminosiure lange, prolinreiche Sequenz mit der SH3N verbunden ist [76, 13]. Uber die
dritte Spleiivariante CrkIII ist nur bekannt, dass sie eine verkiirzte SH3® Domine hat
[91].

Gag - SH2 — SH3-Nj- v-Crk
Crk |
—& SH2 — SHS—N'-—
v
Y:
- —— SH3-N SH3-C Crk Il
SH2 ’—221 J i

ez _M Cri il

FI
|
— sSHz —{SH3-N Y SH3-C Crk L

Abbildung 1.9: Die Isoformen von Crk. CrkI ist der viralen Form &hnlich und konstitutiv aktiv.
CrkIT und CrkL sind iiber die Phosphorylierungsstelle reguliert. Verdndert nach [108]

Wahrend Crkl konstitutiv aktiv ist, sind CrkII und CrkL iiber eine intramolekulare
Bindung regulierbar, durch die alle 3 Doménen fiir Bindungspartner unzugénglich werden.
Dabei bindet die SH2 Doméne an ein Phosphotyrosin, in CrkII an Position 221, in Crk L
an Position 207. Die Phosphorylierung wird durch die Abl Kinasen tibertragen [37].

Ob CrKkI+IT und CrkL unterschiedliche Funktionen haben, wird in der aktuellen For-

schung diskutiert. Im Reelin-Signalweg spielen sie iiberlappende Rollen [86] wihrend
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Knockout Méuse unterschiedliche, aber auch iibereinstimmende Defekte zeigen [85, 47].
Auch zeigen Experimente, dass Crkl und CrkII unterschiedliche Funktionen haben kon-
nen, obwohl sie mit Ausnahme einer weiteren Bindedoméne bei Crk II identisch sind. An-
toku et al. haben 2009 gezeigt, dass nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor PDGF
durch CrkI die kleine GTPase Rapl aktiviert wird, wahrend CrkIl und CrkL Racl akti-
vieren [5]. Eine Deletionsmutante von CrklII, der die SH3 Doméne fehlt, zeigte ebenfalls
eine verstirkte Aktivierung von Rapl. Wie es sein kann, dass die beiden Isoformen trotz
ihres &hnlichen Aufbaus unterschiedliche GTPasen aktivieren, ist noch unklar. Méglicher-
weise wird dies iiber sterische Hinderung durch die SH3® Doméne vermittelt |5, 67]. Diese
Domaéne konnte generell die Affinitat von CrkII zu Bindungspartnern durch sterische Hin-
derung beeinflussen und dadurch bestimmte Bindungspartner bevorteilen.

Crk bindet an phosphoryliertes p130Cas und rekrutiert dann eine Reihe weiterer Si-
gnalproteine. Dazu gehdren u.a. C3G, Dockl und SOS1, die verschiedene Rollen in der
Regulation von Proliferation, Zytoskelett und Motilitéit spielen.

1.3.7 Bindungspartner von Crk

Crk interagiert mit einer Reihe von Proteinen [13]. Als Adapterprotein agiert es als Ver-
mittler, indem Crk mit der SH2 Domaéne an ein pY enthaltendes Protein bindet und ein
weiteres Protein rekrutiert wird. So kann Crk die Interaktion von p130Cas mit Dockl,
C3G, Abl, JNK, SOS und PI3K vermitteln. JNK und SOS sind in Zusammenhang mit
p130Cas in der Kontrolle des Zellzyklusses involviert und damit fiir mechanosensorische
Signalwege von untergeordneter Rolle. Abl ist dagegen eine Kinase, die Crk deaktivieren
kann, bei C3G und Dockl handelt es sich um GEFs die auf kleine GTPasen wirken, die

im Zusammenhang mit Adhésion und Migration stehen.

Abl

Abll (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1, c-Abl) und Abl2 (auch Arg,
Abelson related gene) sind Tyrosinkinasen, die zueinander zu 70 % homolog sind [13].
Die Kinasen liegen sowohl zytoplasmatisch als auch im Nucleus vor. Sie sind zunéchst
inaktiv und werden durch Autophosphorylierung und Phosphorylierung durch SFK akti-
viert [110]. Abl wirkt auf Zellmigration, Zelladhésion, Zelldifferenzierung sowie Apoptose.
Durch Phosphorylierung von CrkII und CrkL an Y221 bzw. Y207 regulieren sie die Akti-
vitét dieser Adapterproteine, wobei Crk selbst in der Lage ist Abl zu aktivieren [107]. Des
weiteren fordert Zelladhésion die Aktivierung von Abl und bewirkt eine Translokalisation

des Proteins vom Nucleus zum Zytoplasma [72].
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C3G

C3G (Crk SH3-domain-binding guanine-nucleotide releasing factor, Rapgefl) ist ein Gua-
nin Austauschfaktor fiir die kleinen GTPasen Rapl, Rap2 und R-Ras. Es entfernt das
GDP von der inaktiven Kinase, ermdglicht damit eine erneute Bindung von GTP und
bewirkt damit eine Aktivierung der GTPase [46]. Rapl reguliert das Zytoskelett, Zell-
proliferation, Zell-Zell Verbindungen sowie die Zelladhésion. Bei letzterem verstéirkt akti-
viertes Rapl die Affinitdt von Integrinen zu EZM-Liganden [16]. Weitere Signalwege, die
aktiviert werden konnen, laufen iiber JNK1 und MAPK.

Dockl

Bei Dockl (Dedicator of cytokinesis, Dock180) handelt es sich ebenfalls um einen Guanin
Austauschfaktor, der jedoch Racl aktiviert indem das Protein im nucleotidfreien Zustand
stabilisiert wird [25]. Fiir die Aktivierung von Racl ist jedoch noch die Aktivierung eines
weiteren Proteinkomplexes (ELMO) durch die SFK notwendig [74]. Die Rho-Familie der
kleinen GTPasen, zu denen Racl, Rho und Cdc42 gehéren, regulieren Zellwachstum,

zytoskeletale Organisation sowie die Organisation von FA [10, 92].

1.3.8 Der ERK1/2 Signalweg

ERK1 (Extracellular signal-regulated kinase, MAPK3) und ERK2 (Extracellular signal-
regulated kinase, MAPK1) gehoren zu den MAP Kinasen (Mitogen activated protein kina-
se). Sie wirken auf eine Reihe zelluldrer Funktionen wie Zellproliferation, Differenzierung,
Apoptose oder Motilitdt und Adhésion |68, 88|. Der Signalweg, der zur Aktivierung von
ERK1/2 fiihrt verlauft in vielen Einzelschritten. Im ersten Schritt werden Zelloberflichen-
rezeptoren stimuliert, die die kleine GTPase Ras aktivieren. Diese bindet und aktiviert
Raf, welche wiederum durch Phosphorylierung die MEK1 und 2 (MAPK and ERK kina-
se) aktiviert. MEK1/2 sind selbst Kinasen und aktivieren schlieflich ERK1/2 wiederum
durch Phosphorylierung [68]. Aktiviertes ERK1/2 phosphoryliert und aktiviert ihrerseits

verschiedene Proteinkinasen oder Transkriptionsfaktoren [23].

Eine Rolle in der zyklischen Dehnung konnte an Fibroblasten festgestellt werden. Die
Phosphorylierung von ERK1/2 steigt bei zyklischer Dehnung nach 10 min stark an. In
FAK Knockout Zellen ist dieser Anstieg reduziert [116]. Dieser Signalweg scheint ebenso

in der Erkennung zyklischer Dehnung beteiligt zu sein.
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1.4 Eigene Vorversuche zu MEF-WT, -SYF und
-Src++

Fiir die Versuche der zellularen Reorientierung wurden Fibroblastenzelllinien aus der
Maus, MEF-WT, -SYF und -Src++ verwendet. MEF-SYF fehlen die drei ubiquitar ex-
primierten SFK (Src, Yes und Fyn) wihrend MEF-Src++ nur Yes und Fyn fehlen. Die
Charakterisierung der Zelllinien wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit durchgefiihrt. Die
Ergebnisse daraus bildeten eine Grundlage fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Ver-
suche und werden hier noch einmal zusammengefasst!. Abb. 1.10 zeigt Immunfirbungen
der verwendeten Zelllinien. MEF-WT und -SYF wurden zusammen gegen Vinculin (links,
griin) und Phosphotyrosin (mitte, rot) gefarbt und mit gleichen Einstellungen aufgenom-
men. MEF-WT zeigt eine starke Phosphotyrosin-Farbung in den FA, wihrend MEF-SYF
zwar FA normal ausbildet, die Phosphotyrosin-Farbung jedoch bis auf eine schwache Rest-
farbung nicht zu erkennen ist. MEF-Src++ wurde zu einem spéteren Zeitpunkt aufgenom-
men und statt Vinculin ist das Aktinzytoskelett gefarbt. Die Phosphotyrosin-Féarbung in
den FA ist auch hier gut zu erkennen.

Verschiedene Versuchsreihen an MEF-WT und -SYF-Zellen konnten zeigen, dass die
FA in allen drei Zelllinien normal gebildet werden. Sie zeigen eine vergleichbare Grofse
mit dem Unterschied, dass MEF-SYF im Mittel doppelt soviele FA wie MEF-WT oder
-Src+-+ aufweist. Die iiber Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) gemes-
senen Austauschraten von GFP-Vinculin zeigten keinen Unterschied. Die Kraft, die von
Zellen auf ihr Substrat iibertragen, wurde tiber Traction Force Microscopy gemessen und

zeigte keinen eindeutigen Unterschied zwischen den Zelllinien [84].

1.5 Ziele der Arbeit

Mechanische Reize wirken nicht nur auf ganze Organismen sondern sind auch auf zelluléarer
Ebene von entscheidender Bedeutung. Sie regulieren Proliferation, Migration und beein-
flussen die Zelle in Morphologie oder Ausrichtung. Die an der Erkennung von externen
mechanischen Reizen beteiligten Signalwege sind stark vernetzt und es ist durchaus mog-
lich, dass verschiedene Signalwege zur gleichen Reaktion filhren bzw. ein einzelner Reiz
verschiedene Reaktionen auslost. Der bisherige Ansatz zur Entschliisselung der Signalwege
war es, in vitro liber die Interaktionen von Proteinen auf deren Funktion zu schlieften, oder
aber Proteine bzw. das Zytoskelett zu isolieren und die Reaktion getrennt zu beobachten.

In dieser Arbeit sollte die Reaktion von ganzen Zellsystemen statt isolierter Bestandteile

! Auswirkung der Phosphorylierung auf die Eigenschaften und Mechanosensorik von Fokaladhésionen,
Bonn 2009, Institut fiir Bio- und Nanosysteme, IBN 4, Forschungszentrum Jiilich GmbH
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auf zyklischer Dehnung als mechanischen Reiz untersucht werden. Als Zellsystem sollten

MEF-Zellen verwendet werden, iiber die auf dem Gebiet der Mechanosensorik bereits viel

Vinculin Phosphotyrosin Uberlagerung

MEF WT

MEF SYF

Aktin Phosphotyrosin Uberlagerung

MEF Src++

Abbildung 1.10: Tyrosin-Phosphorylierung von MEF-SYF, -Src++ und -WT. Die Abbildung aus
der Diplomarbeit zeigt eine Farbung gegen Phosphotyrosin und Vinculin bzw. Aktin. MEF-W'T
und -SYF wurden zusammen geférbt und mit gleichen Einstellungen aufgenommen, wahrend -
Src++ nachtraglich hinzugenommen wurde. Bei MEF-WT und -Src++ ist die Phosphorylierung
der FA zu sehen, wihrend MEF-SYF nur eine sehr schwache Restfiarbung zeigt. Die FA sind bei
MEF-SYF trotz fehlender Phosphorylierung normal ausgebildet. Mafstab = 10 pm.
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untersucht wurde und von denen eine Reihe Mutationen zur Verfiigung stehen und die
sich zudem gut transfizieren lassen, was die Verwendung von siRNA ermoglicht. Durch
Quantifizierung der Zellantwort auf einen mechanischen Reiz, in diesem Fall die Umori-
entierung der Zelle bei zyklischer Dehnung in eine Richtung, die fiir die Zelle minimalen
Stress bedeutet, sind die Wirkungen einzelner Proteine auf Funktionen in der ganzen Zelle
sichtbar.

Die wichtigsten Ankerpunkte der Zelle sind die FA, deren Rolle in der Mechanosensorik
vielfach untersucht wurde. Bekannt ist, dass die Phosphorylierung von Kinasen bei zykli-
scher Dehnung kurzzeitig stark ansteigt [36]. Die fiir die Regulierung der FA wichtigsten
Kinasen sind die FAK und Src. Von beiden ist bekannt, dass sie die Reorientierung von
Zellen bei zyklischer Dehnung beeinflussen [82, 96]. Die Rolle der anderen Kinasen der
SFK sowie iiber Proteine des weiteren Signalweges ist noch nicht untersucht. Insbesonde-
re p130Cas stellt einen interessanten Ansatz in der Mechanosensorik dar, da von diesem
Protein gezeigt wurde, dass es wie eine Feder bei mechanischer Dehnung aufgezogen wird
wodurch kryptische Phosphorylierungsstellen frei werden, die dann weitere Signalproteine
aktivieren kénnen [101].

Im Rahmen dieser Dissertation sollten mittels der genauen Bestimmung der Reorien-
tierung von Zellen aufgrund zyklischer Dehnung die Funktionen von Bestandteilen der
Signalkaskaden in der Wahrnehmung und Verarbeitung mechanischer Reize untersucht

werden.






2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Fiir die vorliegende Arbeit wurden verschiedene MEF (mouse embryonic fibroblast) Zell-
linien verwendet.

Die MEF-Wildtyp (MEF-WT) Zelllinie wurde uns von B. de Strooper (Neuronal Cell
Biology Laboratory, Katholieke Universiteit Leuven and Flanders Interuniversitary Insti-
tute for Biotechnology, Belgien) tiberlassen [51]. MEF-SYF (Src, Yes und Fyn) ist eine
dreifach-knockout Mutante, der die drei ubiquitér exprimierten Kinasen der Src-Familie
fehlen. MEF-Src++ fehlen ausschliefslich Yes und Fyn, wéhrend Src weiterhin normal ex-
primiert wird [66]. Bei diesen beiden Zelllinien kann man mit Ausnahme der fehlenden
Kinasen von einem vergleichbaren genetischen Hintergrund ausgehen, da die Isolation
zeitgleich aus Tieren des gleichen Wurfs erfolgte. Beide Zelllinien wurden iiber ATCC
erworben (ATCC CRL-2459 und CRL-2497).

Die MEF-Cas-Zelllinien basieren auf Cas-Knockout-Zellen, die 1998 unter der Leitung
von H. Hirai (Third Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, University of
Tokyo, Japan) isoliert wurden [55|. Sie wurden von P. M. Fonseca (Prof. S. K. Hanks,
Department of Cell and Developmental Biology, Vanderbilt University School of Medicine,
Nashville, TN, USA) mit Plasmiden stabil transfiziert und uns zur Verfiigung gestellt [38].
MEF-Cas - /- trigt einen leeren Vektor, MEF-Cas-WT exprimiert unverdndertes p130Cas
und MEF-Cas-15F exprimiert eine mutierte Form von p130Cas, in der alle 15 Tyrosine der
Substratdomédne durch Phenylalanin ersetzt wurden. Dadurch stellt MEF-Cas-15F eine
stille und nicht phosphorylierbare Form des Proteins dar. Alle drei Zelllinien exprimieren
zur Kontrolle der Transfektion GFP, das jedoch nicht an die Proteine gebunden ist.

Die MEF-Crk-Knockout-Zelllinien wurden uns von T. Curran (The Children’s Hospital
of Philadelphia, Philadelphia, PA, USA) zugeschickt. MEF-Crk-/-CrkL-+/+ (im Folgen-
den Crk -/-) fehlt Crk I und Crk II wihrend CrkL normal exprimiert wird, bei MEF-
Crk+/+CrkL-/- (im Folgenden CrkL -/-) fehlt CrkL wéhrend beide Isoformen von Crk
exprimiert werden. MEF-Crk+/+CrkL+ /4 (im Folgenden Crk-W'T) ist eine unverédnder-
te WT Zelllinie, die als Kontrolle fiir die beiden Knockout Zelllinien fungiert [86].
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Die Vinculin Knockout Zelllinie (MEF-Vinc -/-) wurde uns zusammen mit einer MEF-
WT Zelllinie (im Folgenden zur Unterscheidung MEF-WT-V genannt) von W. H. Gold-
mann (Friedrich Alexander Universitit, Erlangen-Niirnberg) zur Verfiigung gestellt [69].

Fiir einzelne Versuche wurden auch HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells),
humane Nabelschnurfibroblasten sowie Podozyten verwendet. Diese Experimente wurden
von T. Feichtmeier im Rahmen seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt!. Die HUVECs wurden
von Lonza (Bestellnummer C2519A) erworben, die Nabelschnurfibroblasten wurden uns
von T. Noll (Universitit Bielefeld) zur Verfiigung gestellt. Die differenzierten Podozyten
aus der Maus wurden ebenfalls von W. H. Goldmann (Friedrich Alexander Universitt,
Erlangen-Niirnberg) zur Verfiigung gestellt. Die Podozyten wurden wie beschrieben kul-
tiviert [32].

2.1.2 Kulturbedingungen

Die MEF-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, in gesittigter feuchter Luft gehalten.

Als Kulturmedium diente Dulbecco’s Modified Eagles Medium, dem zur Kultur 10 %
fotales Kélberserum und 1 % Penicillin/Streptomycin zugegeben wurde (DMEM++). Die
Zellen wurden alle 3 bis 4 Tage bei 80-100 % Konfluenz passagiert. Hierfiir wurden alle
benotigten Losungen auf 37°C vorgewdarmt und eine mit Medium befiillte Kulturflasche
bereit gestellt. Zur Passage wurden die Zellen zunéchst mit PBS gewaschen und anschlie-
filend mit einer geeigneten Menge (1 ml pro T25-Flasche) einer Trypsin/EDTA-Losung
inkubiert. Nach vollstandigem Ablésen der Zellen wurde die Reaktion mit der gleichen
Menge Medium abgestoppt. Die Zellen wurden bei 200 g fiir 2 min abzentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt, verworfen und die Zellen in DMEM++ resuspendiert. Die HUVECs
wurden in EGM-2 und die Nabelschnurfibroblasten in ECGM kultiviert.

2.1.3 Transfektion

Fiir die Transfektion mit Plasmiden wurden die Zellen am Vortag in gewiinschter Zell-
zahl ausgesidht. Die Transfektion erfolgte iiber Lipofectamin 2000. Pro Transfektion wur-
den zwei Ansétze vorbereitet: im ersten Ansatz wurde Medium (DMEM --, d.h. DMEM
ohne weitere Zusétze) mit dem Transfektionsreagenz vermischt, im zweiten Ansatz mit
Plasmid-DNA. Fiir eine 6-Loch-Platte wurden pro Ansatz je 250 pul Medium und 5 nl
Lipofectamin 2000 bzw. 2 pg DNA verwendet, fiir eine 12-Loch-Platte je 100 ul Medium
und 2 pl Lipofectamin 2000 bzw. 0,8 pg DNA. Die Ansétze wurden fiir 5 min bei RT

(Raumtemperatur) inkubiert, anschliefflend Ansatz 1 zu Ansatz 2 pipettiert und weitere

ITim Feichtmeier, Etablierung von Phosphorylierungsanalysen an Adhésionsproteinen tierischer Zellen
unter zyklischer Dehnung, Bonn 2010
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20 min bei RT inkubiert. Danach wurde der Gesamtansatz auf die Zellen pipettiert, bei
denen in der Zwischenzeit das Kulturmedium mit DMEM - - ersetzt wurde. Nach vier bis
sechs Stunden wurde das Medium durch DMEM-++ ersetzt.

Fiir die Transfektion mit siRNA wurde Metafectene verwendet. Fiir die Transfektion
von 40.000 Zellen wurden 120 pl des SI-Puffers in eine Vertiefung einer 12-Loch-Platte
pipettiert, 8 pl des Transfektionsmediums und 120 pmol der gewiinschten siRNA zugege-
ben, einmal gemischt und fiir 20 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen
passagiert, auf 40.000 Zellen/ml verdiinnt und nach Ablauf der Inkubationszeit auf den
Transfektionsansatz gegeben. Um die Transfektionseffizienz zu erhéhen wurde die Trans-
fektion nach zwei Tagen wiederholt. Einen Tag nach der zweiten Transfektion wurden die

Zellen fiir die Versuche verwendet.

2.1.4 Inhibitor-Experimente

Fiir Experimente unter Einfluss eines Kinaseinhibitors wurde 8 h vor Beginn der Ex-
perimente das Medium mit den jeweiligen Inhibitoren bzw. Kontrollsubstanzen in den
Konzentrationen 1, 10, 50 oder 100 pM versetzt und auf die Zellen gegeben. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Zellen bereits adhéariert waren. Das Medium wurde alle 8 bis

16 h ausgetauscht wobei jeweils frisch Inhibitor zugegeben wurde.

2.2 Immunocytochemie

Fir sekundire Immunfarbungen wurden Deckglidser mit 15 mm Durchmesser abge-
flimmt?, mit Fibronektin (FN) 2,5 pg/cm? beschichtet, die Zellen mit einer Dichte von
15-17.000 Zellen/cm? ausgesit und fiir einen Tag kultiviert.

Fiir die Farbung wurden alle Losungen in CB-Puffer (Zusammensetzung siche An-
hang) angesetzt und vorbereitet. Mit Ausnahme der Fixierung wurden alle Schritte bei
RT durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir die Farbung zunéchst mit auf 37°C vorgewérm-
tem CB-Puffer gewaschen und mit ebenfalls vorgewarmtem PFA (3,7 %) fiir 30 min bei
37°C fixiert. Die PFA-Losung wurde anschliefend abpipettiert und zur Abséattigung des
verbliebenen PFAs mit 30 mM Glycin fiir 10 min gewaschen. Die Deckglidser wurden
in eine feuchte Kammer?® gelegt. Die Zellmembran wurde mit 100 pul 0,2 %iger Triton-
X100 Losung perforiert und zur Absédttigung unspezifischer Bindungsstellen mit 100 pul

10 %igem Ziegenserum (ZS) fiir 1 h inkubiert. Der erste Antikorper wurde fiir 1 h in einer

2Hierfiir werden die Deckgliiser in Ethanol abs. getrinkt und an eine offene Flamme gehalten bis das
Ethanol verbrannt ist.

3Lichtundurchlissige, verschliefbare Kammer, deren Boden mit in Wasser getrinkten Tiichern ausgelegt
wird, wiahrend die Deckgléser erhoht auf Stegen liegen. Proben kénnen darin fiir mehrere Stunden
inkubiert werden ohne dabei auszutrocknen.
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Konzentration von 1:100 in 20 pl 10 %igem ZS inkubiert. Anschliefsend wurde dreimal
fir 5 min mit 100 pl 10 %igem ZS gewaschen und mit 25 pl der Zweitantikorperlosung
(1:200 in 10 %igem ZS) erneut fiir 1 h inkubiert. Zur Markierung des Zytoskeletts wurde
0,01 % fluoreszenzgekoppeltes Phalloidin (Fluoreszenzsonde: Alexa Fluor 488, 546 oder
633), gelost in Methanol, zur Zweitantikorperlosung gegeben. Abschliefend wurde erneut
zweimal fiir 5 min mit CB-Puffer und einmal mit destilliertem Wasser inkubiert, um kris-
tallbildende Salze zu entfernen. Die Deckgldser wurden mit 20 pl GelMount mit 0,1 %
DABCO auf einen Objekttriger aufgeklebt und im Fluoreszenzmikroskop untersucht und

aufgenommen.

2.3 Proteinanalyse

Zur Mengenanalyse von Proteinen werden diese zunédchst aufgereinigt und iiber eine Gel-
elektrophorese ihrer Grofe nach aufgetrennt. Anschliefend wurden die Proteine iiber einen
Western Transfer auf eine Membran gebunden, wo sie immunochemisch detektiert werden
konnen. Dafiir bindet an das Protein ein primérer Antikérper der von einem weiteren,
enzymgekoppelten Antikorper detektiert wird. Das Enzym am Zweitantikorper 16st eine
Farbreaktion aus und macht damit das Proteins auf der Membran sichtbar. Fiir diese

Arbeit wurden die Membranen eingescannt und die Bandenintensitiat quantifiziert.

2.3.1 Proteinisolation

Fiir die Proteinanalyse werden die Zellen in Kulturschalen oder Kammern (siehe Abschnitt
2.5.2) kultiviert und vor der Lyse mit 4°C kaltem PBS gewaschen. Um einen Abbau der
Proteine zu verhindern wurden alle Arbeiten ziigig auf Eis durchgefiihrt und dem Lyse-
puffer 1% Protease- sowie 1% Phosphatase-Inhibitor zugegeben. Die Zellen wurden fiir
30 min mit dem Lysepuffer inkubiert, wobei die Menge des zugegebenen Lysepuffers je
nach Zellmenge und Kulturschalengrofe variierte: fiir eine Schale mit 3 cm Durchmesser
wurden 250 pl eingesetzt, in Kammern 100 pl. Nach 30 min Lyse wurden die Zellen mit
einem Zellschaber abgeschabt und in ein Reaktionsgefifs iiberfiihrt. Bei Isolationen aus
Kammern wurden die Zellen zuerst abgeschabt, in ein Reaktionsgefafs iiberfithrt und dann
fiir 30 min inkubiert. Abschliefsend wurden die Zelltriimmer fiir 15 min bei 16.000 g bei
4°C abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues, vorgekiihltes Reaktionsgefif iiber-
fithrt. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bei 280 nm (ND-1000, NanoDrop
Products, Wilmington, USA) grob abgeschétzt. Hierfiir wurde die Option A280 bei 1 Abs
= lmg/ml verwendet. In Féllen, in denen keine Proteinkonzentration bestimmt werden

konnte, wurde das Lysat unverdiinnt eingesetzt. Das Lysat wurde bis zur Verwendung bei
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-20°C gelagert oder direkt mit Loading Dye aufgekocht und in der SDS-Gelelektrophorese
eingesetzt bzw. bei 4°C gelagert.

2.3.2 SDS-Gelelektrophorese

Die Proteine des Zelllysats wurden mit Hilfe einer SDS-Gelelektrophorese ihrer Grofe
nach aufgetrennt. Es wurde ein Zwei-Phasen-Gelsystem verwendet [70]. Die Gele wurden
in einer Dicke von 1,5 mm selbst hergestellt. Die Trenngele wurden in verschiedenen
Acrylamid-Konzentrationen (8, 10, 12 oder 15%, siche Anhang) verwendet, wobei das
Sammelgel bei allen identisch war.

Das Protein (maximal 10 pg) wurde auf 16-32 pl mit H,O verdiinnt und im Volumen-
verhéltnis 1:4 mit 5x LoadingDye fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Die Gelelektrophorese
wurde fiir ca. 2 h bei 100 V durchgefiihrt (Electrophoresis System, Bio-Rad, Miinchen).

2.3.3 Western Transfer und Antikorperfarbung

Fiir den Transfer der Proteine vom Gel auf eine Membran wurden die Nylon-Membranen
(Amersham, Buckinghamshire, UK) zunéchst nach Herstellerangaben fiir 10 s in Metha-
nol aktiviert und fiir 10 min in HyO sowie fiir 10 min in Western-Transfer-Puffer gespiilt.
Wiéhrenddessen wurden die Gele fiir 20 min in Western-Transfer-Puffer gespiilt. Fiir die
Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran wurde beides zwischen Filterpapie-
re gelegt wobei die Transfervorrichtung unter Transfer-Puffer zusammgengebaut wurde,
um Lufteinschliisse zu vermeiden. Der Transfer wurde iiber Nacht (ii.N.) bei 4°C in einer
Nass-Transfer-Vorrichtung (Tank Transfer System, Bio-Rad, Miinchen) durchgefiithrt. Am
néachsten Morgen wurde die Vorrichtung auseinander gebaut und die Membranen sofort
in Abséttigungslosung (10 ml TBST mit 3% BSA) gegeben. Darin wurden sie fiir 4 h
bei RT inkubiert um freie Bindestellen zu besetzen. Der erste Antikérper wurde in einer
Verdiinnung 1:1000 in 10 ml 1 %igem BSA in TBST fiir 1 bis 2 h bei RT inkubiert, der
zweite Antikorper in einer Verdiinnung von 1:10000. Zwischen den beiden Antikorper-
Inkubationsschritten wurde dreimal fiir 5 min mit 1% BSA in TBST gewaschen, nach
Inkubation des zweiten Antikorpers zwei mal mit TBST. Die Detektion der Antikorper
erfolgte iiber eine Farbreaktion der an den Zweitantikorper gebundenen Alkalischen Phos-
phatase mit BCIP/NBT als Substrat.

2.3.4 Quantifizierung von Western Blots

Die Membranen wurde fiir 24 h getrocknet und anschliefsend eingescannt (Flachbettscan-
ner, Canon FB630U). Uber die Funktion GelAnalyzer von ImageJ (Version 1.44p, Wayne
Rasband, NIH, USA) wurden die Banden mit einem weiten Rechteck umrandet und die
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Intensitat gewertet, indem die Flache des Maximums bestimmt wurde. Die relative nor-

mierte Intensitét I, wurde wie folgt berechnet:

AProbe BReferenz

]norm -

(2.1)

AReferenz BProbe

wobei A die oben beschriebene Intensitdt des zu untersuchenden Proteins (z.B.
Phospho-Protein) und B das Gesamtprotein bzw. Tubulin darstellt. Der Index Referenz
stellt die Probe dar, auf die normiert werden soll. Das war entweder der Ausgangszeit-
punkt oder die Transfektion mit einer Negativkontrolle. Der Index Probe bezeichnet die zu
vergleichende Probe, also spéatere Zeitpunkte oder nach funktionalen Transfektionen. Da-
durch ergibt I, die n-fache Menge der Probe zum Referenzwert, welcher auf 1 normiert

ist.

2.4 RNA-Analyse

Zusatzlich zur Western-Transfer Analyse wurde auch die quantitative RealTime Polyme-
rase Kettenreaktion (qQRT-PCR) zur Bestimmung des Knockdowns von Proteinen durch
siRNA eingesetzt. Bei der qRT-PCR wird die gesamte RNA von Zellen zunéchst isoliert
und iiber eine Reverse Transkriptase PCR in komplementidre DNA (¢cDNA) umgeschrie-
ben. Die ¢cDNA wird dann in einer qRT-PCR vervielfacht und quantifiziert. Durch das
Verhéltnis der RNA Menge der zu untersuchenden Proteine zu einem Haushaltsgen, das
unabhéngig von Zelltyp, -stadium oder &ufseren Einfliilssen exprimiert wird, lassen sich

Proben untereinander vergleichen.

2.4.1 RNA Isolation und Reverse Transkriptase PCR

Die Isolation erfolgte iiber das RNeasy RNA-Aufreinigungs Kit von Qiagen. Dafiir wurde
dem Lysepuffer des Kits 10 pl 3-Mercaptoethanol pro ml zugesetzt und auf die Zellen
gegeben, die zuvor mit 37°C vorgewédrmtem PBS gewaschen wurden. Das Lysat wurde
sofort mit einem Zellschaber gesammelt und in QiaShredder (Qiagen) gegeben und fiir
2 min bei 16.000 g zentrifugiert. Dadurch wurde die Zellsuspension von Zelltrimmern
und Membranresten abgetrennt. Aus dem Lysat konnte nach Herstellerangaben die RNA
isoliert werden. Uber das Quantitect RT-PCR. Kit (Qiagen) wurde die RNA in ¢cDNA
umgeschrieben. Die verschiedenen Proben wurden auf die gleiche Konzentration (maximal
83 ng/pl) verdiinnt. Jeweils 12 pl RNA wurden in ein 0,2 ul Reaktionsgeféf tiberfiihrt
und mit RNAse-freiem H,O verdiinnt. Die Proben wurden zunéchst mit dem genomic
DNA Wipeout Buffer des Kits fiir 2 min bei 42°C erhitzt und anschliefsend sofort auf Eis

iiberfiihrt. Dann wurden 4 pl Puffer, 1 nul Reverse Transkriptase und 1 nl Primer-Mix aus
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einer vorbereiteten Mischung hinzugegeben, die PCR fiir 15 min bei 42°C durchgefiihrt
und die Enzyme anschliefend fiir 2 min bei 95°C deaktiviert. Die erhaltenen ¢cDNA-
Proben wurden fiir weitere Verwendung in der quantitativen RealTime PCR (qRT-PCR)
auf 10 ng/pl verdiinnt.

2.4.2 qRT-PCR

qRT-PCRs basieren auf dem Prinzip von {iblichen PCRs, in denen durch Polymerasen
und einer Mischung aus Primern und Oligonucleotiden viele Kopien von DNA hergestellt
werden konnen. Der Unterschied der qRT-PCR liegt darin, dass wéhrend den Polymeri-
sationsschritten eine Fluoreszenzemission gemessen wird, deren Intensitit von der Anzahl
der hergestellten Kopien abhéngt [50|. An unserem Institut wurde ein StepOne qRT-PCR
Geréat von Applied Biosystems und TagMan-Sonden (siehe Anhang) verwendet. Diese be-
stehen aus spezifisch gegen das Zielgen gerichteten Oligonucleotiden, die an einem Ende
mit einem Reporter-Fluorophor und am anderen Ende mit einem Fluoreszenz-Loscher
(Quencher) gekopppelt sind. Ist die Sonde intakt, befinden sich Reporter und Léoscher
in unmittelbarer Néhe, so dass bei Anregung des Reporters eine strahlungsfreie Energie-
Ubertragung auf den Loscher stattfindet, wo sie in Wirme umgewandelt wird. Das bedeu-
tet, dass bei intakten Sonden nach Anregung keine Fluoreszenz gemessen werden kann.
Bindet die Sonde mit dem DNA-Strang wird sie durch die Exonuklease-Aktivitat der Taqg-
Polymerase wihrend der Synthese des Gegenstranges abgebaut. Dadurch werden Reporter
und Loscher voneinander getrennt und die emittierte Fluoreszenz des Reporters messbar.
Die Fluoreszenz steigt mit der Anzahl der Kopien eines Stranges an. Zu Beginn ist der
Anstieg sehr langsam, da sich nur wenige Kopien finden. Dann erfolgt eine Phase expo-
nentiellen Anstiegs der Intensitéit der wieder langsamer wird, wenn sich TaqgMan-Sonden
und Nucleotide verbrauchen. Am Anfang des exponentiellen Bereichs des Fluoreszenzan-
stieges wird ein Intensitétsschwellenwert festgelegt und fiir jede Probe der Cp-Wert (Cycle
Threshold) bestimmt, der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmalig signi-
fikant iiber den Schwellenwert angestiegen ist. Dieser Cp-Wert wird fiir die Berechnung
der enthaltenden mRNA Mengen verwendet.

Zur Durchfithrung einer qRT-PCR wurden je eine Mischung (Mastermix) fiir die cDNA
des zu untersuchenden Gens sowie fiir ein Referenzgen vorbereitet, von dem eine kon-
stante Expression bekannt ist. Die Mischung setzt sich fiir jede Probe aus 10 nl TagMan
Pre-Amp Mastermix, 6 pl HoO und 1 pl der entsprechenden TagMan Sonde zusammen.
17 nl der Mischung wurden in eine Vertiefung einer 48-Loch Probenplatte pipettiert und
3 pl ¢cDNA hinzugegeben. Jede cDNA Probe wurde doppelt angesetzt. Eine Negativkon-
trolle, bestehend aus der vorbereiteten Mischung ohne Zusatz von RNA, wurde jedes mal

mit gemessen. Die Platte wurde mit einer Klebefolie verschlossen und die PCR durch-
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gefiihrt. Dafiir wurden die Proben zunéchst fiir 2 min auf 50°C und dann fiir 10 min
bei 95°C aufgeheizt und 40 Zyklen der PCR durchgefiihrt. Ein Zyklus besteht dabei aus
einer Denaturierungsphase von 15 s bei 95°C und einer Anlagerungs (Annealing)- und
Elongationsphase von 1 min bei 60°C, wobei parallel die Fluoreszenzintensitat gemes-
sen wird. Bei einer starken Abweichung der Doppelbestimmung oder einem Signal in der
Negativkontrolle wurde die PCR wiederholt.

2.4.3 Auswertung

Fiir die Auswertung der qRT-PCR wurde die 2-22¢T Methode verwendet, bei der die
Verhéltnisse zweier Proben als n-fache Menge errechnet wird [104]. Fiir die Berechnung
werden die Cp-Werte (der Zyklus an dem die Fluoreszenz in einer Probe erstmalig einen

Schwellenwert iiberschreitet) der Doppelbestimmungen gemittelt. Der ACtWert einer
cDNA-Probe wurde iiber

ACT — CT Zielgen — C'T Referenzgen (22>

ermittelt. Das Referenzgen ist dabei ein Haushaltsgen, das unverandert exprimiert wird.
Fiir die vorliegende Arbeit wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
verwendet. Der AACtWerte wird errechnet, indem die ACyWerte der Kontrolleprobe
(entspricht der untransfizierten Probe bzw. dem Ausgangszustand) von den ACtWerten

der behandelten oder transfizierte Proben abgezogen werden.

AAOT - ACT Probe — AC’T Kontrolle (23>

Das Verhéltnis der Proben zur Kontrollprobe erhélt man als n-fache Menge durch die

Berechnung von 27240t

2.5 Zugexperimente

In diesem Versuch wurden die Zellen in elastischen Zugkammern ausgesiat und uniaxial
zyklisch gedehnt. Anschliefsend wurden sie entweder fixiert, das Aktinzytoskelett gefarbt
und daran die Orientierungswinkel bestimmt oder die Proteine wie in 2.3.1 beschrieben

isoliert. Kammern sowie Zugapparatur sind in [36] ausfiihrlich beschrieben.

2.5.1 Herstellung der Zugkammern

Als Elastomer zur Kammerherstellung wurde kreuzvernetztbares Zweikomponenten-

System auf Basis von Polydimethylsiloxan (PDMS) verwendet. Die Grundsubstanz verfiigt
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iiber freie Vinylgruppen, die beim Erhitzen mit Hilfe eines Katalysators iiber einen Quer-
vernetzer (Methylhydrosiloxan-Dimethylsiloxan Copolymer) zu einem elastischen Poly-
mernetzwerk verkniipft werden. Es wurde ein kommerziell erhéltliches Zweikomponenten-
System verwendet (Sylgard 184, Dow Corning, Wiesbaden), das Mischungsverhéltnis von
Kreuzvernetzer zu Grundsubstanz betrug 1:40 im Gewichtsverhéltnis. Die beiden Substan-
zen wurden abgewogen, sorgfiltig gemischt und anschliefend fiir wenige Minuten in einem
Olpumpen-Vakuum entgast. Das Gemisch wurde in Gussformen aus PVC gegossen (Abb.
2.1 A) in deren Erhohung eine Silizium-Siliziumdioxid (Si-SiOy) Pléttchen eingesetzt ist.
In diese sind zwei gekreuzte Linien eingearbeitet, die exakt parallel zur Seitenwand der
Gufsform verlaufen. Diese Linien sind in der ausgehérteten Kammer im Boden eingeprégt
und erlauben in der spateren mikroskopischen Analyse eine Bestimmung der Zugrichtung.
Die Formen sind so gearbeitet, dass die Kammern eine Innengréfe von 2 x 2 cm mit ei-
nem 5 mm starken Rand haben. Der Boden hat eine Stérke von ca. 400 pm. An den
Ecken sind Montagel6cher integriert, iiber die die Kammern in die Zugapparatur einge-
baut werden. Die Kammerrander sind zu diesem Zweck dort verstarkt (siehe Abb. 2.1).
Die Aushértung der Kammern erfolgte ii.N. bei 60°C. Das Elastomer hatte anschlieffend
ein Elastizitdtsmodul von 50 kPa (siehe auch [36]). Die Steifigkeit wurde fiir jede neue

Verpackungseinheit iiberpriift? um Schwankungen auszuschlieRen.

2.5.2 Aufbau der Zugapparatur und Durchfithrung der

Experimente

Die Kammern wurden in Halterungen eingespannt (sieche Abb. 2.1) und um 1,5 mm vor-
gestreckt, um ein Durchhidngen des Kammerbodens zu verhindern. Der Kammerboden
wurde fiir 60 min mit FN 2,5 pg/em? in PBS bei RT beschichtet, um eine Zelladhédsion
zu ermoglichen. In die Kammern wurden mind. 6 h vor Beginn der Dehnungsexperimente
16 - 103 bzw. 17-10% Zellen ausgesit. Die Zellen wurden in maximal 500 pl Medium kulti-
viert, um den Kammerboden nicht zu stark zu belasten. Um die Kulturbedingungen von
37°C und 5% COsaufrecht zu erhalten wurden die Zugexperimente im Inkubator durch-
gefiihrt. Um eine Verdunstung des Kulturmediums und damit osmotischen Stress fiir die
Zellen zu vermeiden wurde die
Kammer mit einem ausgedehnten und weichen Stiick “Parafilm” abgedeckt.

Fiir die Dehnungsexperimente wurden zwei unterschiedliche Zugapparate verwendet, in
denen unterschiedliche Parameter eingestellt werden konnten.

Fir eine Dehnung um 14 % wurde in beiden Apparaten von 1,5 mm um 3 mm auf

4,5 mm gezogen. Die Frequenz der Dehnung war abhéngig von der Geschwindigkeit mit

4Die Bestimmung der Elastizitéiten ist in [36] néher beschrieben und wurde an unserem Institut von N.
Hampe durchgefiihrt.
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der gezogen wurde. Fiir eine zyklische Dehnung von 24 mHz bei 14 % Amplitude stand ein

Zugapparat zur Verfiigung, in dem fiinf Kammern gleichzeitig gezogen werden konnten.

Abbildung 2.1: Beispiel einer Kammer und einer Zugapparatur. In A ist eine Gussform dargestellt,
in die das noch fliissige Silikonkautschuk gegossen wird. B zeigt eine fertige Kammer. Hier ist
noch ein mikrostrukturierter Boden zu sehen. Die Mikrostruktur wurde in meinen Experimenten
durch eine einfache Linie ersetzt. In C ist eine Zugapparatur dargestellt, wie sie fiir Experimente
bei schnelleren Frequenzen verwendet wurde. Der Pfeil zeigt die Richtung des Zuges an. Danke
an W. Rubner fiir die Abbildungen.

Dieser hatte eine festgelegte Geschwindigkeit von 10 mm/min bei einer Pausenzeit von
3 Sekunden in der Anfangs- und Endposition.
Fiir hohere Frequenzen wurde ein anderes Modell der Zugapparatur verwendet, das in

Abb. 2.1 C dargestellt ist. In diesem konnte die Dehnungsgeschwindigkeit, Verfahrweg und
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Pausenzeit frei eingestellt werden. Hier standen drei identische Geréte zur Verfiigung, die

jedoch getrennt betrieben wurden.

Dehnung |%| Frequenz [mHz| Geschwindigkeit [mm/min| Pausenzeit [s]

14 24 10 3
14 100 0,8 1,25
14 130 1,04 1

Tabelle 2.1: Verwendete Parameter fiir die zyklische Dehnung.

Die Zellen wurden nach Beenden der Dehnungsexperimente sofort, wie in Abschnitt 2.2
beschrieben, fixiert. Unter den Kammerboden wurde ein Objekttrager geklebt, der am
Silikonkautschuk haftet. Die Zellen wurden in der Kammer mit fluoreszent markiertem
Phalloidin gefarbt und abschliefsend Deckglaser aufgeklebt. Nach Aushéarten wurde um die
Deckglaser herum geschnitten und die Kammerreste entfernt. Die Zellen wurden dann,

wie in Abschnitt 2.6 beschrieben, aufgenommen.

2.5.3 Digitale Bildverarbeitung und Auswertung

Die Auswertung der Bildreihen erfolgte in einer von Dr. N. Kirchgefiner® geschriebenen
und von Dr. R. Springer sowie G. Dreissen weiterentwickelten ProgrammreiheS. Uber den
Algorithmus wurde zunéchst das Zytoskelett ermittelt. Von jedem Pixel des Zytoskeletts
wurde die Orientierung bestimmt. Dariiber wurde dann die Hauptorientierung der Zelle
errechnet. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden detailliert beschrieben.

Im ersten Schritt wurden die Originalbilder auf die erste Stufe einer Gaufspyramide
reduziert, d.h. das Bild wurde unter Verwendung einer 5x5 Binomialmaske geglattet und
dabei in jeder Dimension auf die Hélfte reduziert [18]. Dann wurde dieses Bild mit ei-
ner 7x7 Binomialmaske gegléittet und von der 1. Gaufebene abgezogen (Hochpassfilter).
Um den Hintegrund zu reduzieren, wurde das Ergebnis erneut mit einer 7x7 Binomial-
maske geglittet. Alle Regionen oberhalb einer Grauwertschwelle wurden dem Zytoskelett
zugeordnet. In Abb. 2.2 A ist eine Beispielaufnahme dargestellt und in B das ermittelte
Zytoskelett. Als Schwelle wurde die Summe des mittleren Grauwertes eines Bildes und
dessen halber Standardabweichung gesetzt. Dariiber hinaus wurden ausschliefslich Areale
mit einer Grofe oberhalb von 128 pm? (5000 Pixeln) verwendet. Um {iberstrahlte Be-
reiche herauszufiltern, wurde zusédtzlich definiert, dass nur Regionen mit einer lokalen

Varianz > 0 beriicksichtigt werden. Alle verbliebenen Regionen wurden dem Zytoskelett

5 Aktuelle Adresse: Institute of Agricultural Sciences, ETH Ziirich, Schweiz
6Die Programme wurden an unserem Institut geschrieben und sind dort als “structens 4cell8-
weighted pyramidchoice” und “cellori manualmark3” in Verwendung
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Absolute Haufigkeit

100 |

Orientierung zur Zugrichtung [°]

Abbildung 2.2: Bestimmung der Orientierung von Zellen anhand des Zytoskeletts. In A ist das
Aktinzytoskelett von MEF-WT-Zellen zu sehen, die fiir 30 h bei 24 mHz gezogen wurden. B zeigt
die Bereiche, die vom Algorithmus erkannt werden, wobei jede Zelle in verschiedenen Farben dar-
gestellt ist. Die gelben Pfeile zeigen die Hauptaktinorientierungen, die fiir die Zellen im Beispiel
bestimmt wurden. An den Zellen 3, 4 und 5 ist zusétzlich die Ellipsenorientierung dargestellt, die
Hauptachse ist durch einen schwarzen Strich dargestellt. In C ist das Histogramm der fiir jede
Zelle bestimmten Winkel dargestellt. Die Farben entsprechen dabei den Zellen in B. Die Zahl

zeigt hier an der ermittelten Maximalposition die Standardabweichung. Mafstab in A = 10 pm.
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zugeordnet. Uber einen lokalen 2D Struktur-Tensor-Ansatz [12] wurden die lokalen Ori-

entierungen fiir jeden Pixel bestimmt. Dieser Tensor ist definiert als

S, = 99z Gzly | _ 11 012 (2.4)
929y GyGy S12 Sa
wobei g, und g, die x- und y-Komponente des Grauwert-Gradienten darstellen. Der

Grauwert-Gradient wird mittels des optimierten Sobel-Operators bestimmt [102]. Der

Winkel ¢ zwischen dem Grauwert-Gradienten und der x-Achse ist gegeben durch

2512

tan(2¢) = —522 e

(2.5)

Um nur Regionen in der Auswertung zu verwenden, die ein klar orientiertes Zytoskelett
aufweisen, wurde der Orientierungsvektor (der Einheitsvektor, der in die gleiche Richtung
zeigt wie der Grauwertgradient) mit einem 7x7 Binomialkern gemittelt. Regionen, in de-
nen der so gemittelte Orientierungsvektor einen Betrag grofer 0,5 aufweist, wurden als

gerichtet angesehen [59] und in der weiteren Analyse beriicksichtigt.

Uber den zweiten Teil der Programmreihe wurden benachbarte Zellen manuell getrennt,
da diese nicht vom Programm als einzelne Zellen im Verbund erkannt werden koénnen.
Zudem wurden konfluent bewachsene Bereiche (siehe Abb. 2.3 A) aus der Auswertung
entfernt da iiber Zell-Zell Kontakte die Orientierung beeinflusst werden kann [30]. Es
wurden nur Zellen in die Auswertung mit aufgenommen, die einzeln lagen oder nur leichten

Kontakt mit anderen Zellen hatten.

Des weiteren zeigen MEF-Zellen fadenartige Auslaufer, die teilweise lange Strecken
iberspannen und zumeist eine Verbindung mit anderen Zellen herstellen (sieche Abb. 2.3
B). Diese haben einen starken Kontrast zum Hintergrund und werden vom Algorithmus
erkannt. Da sie auf lange Strecke eine bestimmte Orientierung ergeben, konnen sie die
Auswertung beeinflussen. Solche Zellauslaufer sowie Zellreste wurden entfernt, da diese
nicht in die Auswertung einfliefen sollen. Zusétzlich wurden auch einzelne Zellen, die
nur zu einem geringen Teil im Bild waren, manuell geloscht. Dies verhindert zum einen,
dass Zellen doppelt in die Auswertung einflieken konnen. Zum anderen kénnen kleine

Zellabschnitte eine andere Hauptaktinausrichtung zeigen als die Zelle insgesamt.

Die einzelnen bestimmten lokalen Orientierungswinkel des Zytoskeletts einer Zelle wur-
den in einem Histogramm zusammengefasst (siche Abb. 2.2 C), wobei die Werte zwi-
schen 0 und 180° liegen konnten. Anschliefend wurde das Maximum des Histogramms
bestimmt. In den Fallen, in denen das Maximum zu nah am Rand des Winkelbereichs
lag, wurde das Histogramm an seinem Minimum geteilt und auf der anderen Seite wieder

zusammengesetzt. Das Histogramm wurde dann mit einem 59x1 Binomialkern geglattet.
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LN

Abbildung 2.3: Beispielzellen fiir konfluentes Wachstum sowie Zellauslaufer. In A ist ein Bei-
spiel fiir Zelle dargestellt, deren Zytoskelett optimal ermittelt werden konnte. B zeigt konfluent
gewachsene Zellen, die eine starke parallele Orientierung zeigen. In C sind mit gelben Pfeilen Zel-
lauslaufer markiert. Die rechte Zelle stellt dariiber eine Verbindung zur Zelle links im Bild her.
Sowohl die konfluent gewachsenen Zellen, als auch Zellausldufer wurden fiir die automatisierte

Auswertung manuell entfernt. Mafstab = 10 pm.

Der maximale Wert des geglétteten Histogramms wurde detektiert. An diesen sowie an
den néchsten Wert zu beiden Seiten des Maximums wurde eine Parabel angefittet. Der
Scheitelpunkt dieser Parabel wurde als Hauptaktinorientierung der Zelle fiir die weiteren
Auswertungen verwendet.

Eine alternative Bestimmung der Aktinorientierung beinhaltet die Losung des Eigen-
wertproblems. Hierfiir werden die bestimmten Winkel aus dem globalen Strukturtensor

in einem weiteren Tensor aufsummiert.

G 12( sin(p)  sin(p) cos(ia) ) 26)
— \ sin(e;) cos(;) cos 2(p;)

Die Diagonalisierung dieser Matrix und die Bestimmung des Eigenvektors mit dem
grofiten Eigenwert ergibt eine Hauptorientierungsachse. Diese kann ebenfalls zur Bestim-
mung der Hauptorientierung einer Zelle herangezogen werden. Der Vergleich zwischen der
Bestimmung iiber diese Hauptachse und iiber das Maximum der Winkelverteilung ist in
Abschnitt 3.1 dargestellt.

Der grofte Eigenwert selbst ergibt den Ordnungsparameter und kann zwischen 0,5
und 1 liegen, wobei 0,5 eine isotrope Verteilung iiber alle Winkel und 1 eine maximale
Ausrichtung beschreibt.

Zur Bestimmung der Ellipsenorientierung wurde der Schwerpunkt des oben ermittelten
Zytoskeletts berechnet. Die Ellipse mit dem gleichen normalisierten zweiten Moment wie
das Zytoskelett wurde berechnet. Die Richtung der Hauptachse der errechneten Ellipse
wurde als Zell- oder Ellipsenorientierung verwendet. Das Aspektverhéltnis der Zellen er-
gibt sich aus dem Verhéltnis der Haupt- zur kleineren Nebenachse. Mit Ausnahme von

Abb. 3.9 sind jedoch stets die Aktinorientierungen fiir die Orientierungsanalysen verwen-
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det worden.

In Kapitel 3 sind die Ergebnisse der Dehnungsexperimente dargestellt. Von den Ver-
teilungen sind stets die Gesamtverteilungen als kumulierte Haufigkeiten in 1° Intervallen
dargestellt. Daneben ist zumeist das Histogramm der relativen Héaufigkeiten der Ein-
zelexperimente in 10° Intervallen dargestellt. Wurden mehr als zwei Einzelexperimente
durchgefiihrt wurden diese gemittelt und die Standardabweichung in den Histogrammen
mit angegeben. Bei nur zwei durchgefiihrten Einzelexperimenten wurden die relativen

Héaufigkeiten nicht gemittelt, sondern beide Einzelergebnisse dargestellt.

2.6 Mikroskopie

Die Immunfluoreszenzexperimente (siehe Abschnitt 2.2) wurden an einem konfokalen Mi-
kroskop (LSM 510, Carl Zeiss, Jena) durchgefithrt. Als Objektiv diente ein 63x Plan
Apochromat NA 1,4 DIC Ol Objektiv (Carl Zeiss, Jena) und als Software AIM (Versi-
on 4.2.0.121, Carl Zeiss, Jena). Als Anregungslaser wurden ein Argon-lonen-Laser (488
nm) sowie zwei He-Ne-Laser (543 nm bzw. 633 nm) verwendet. Die unterschiedlichen
Fluorophore wurden nacheinander und iiber verschiedene Filtersiatze aufgenommen. Bei
Doppelfarbungen mit Alexa Fluor (AF) 488 und 546 wurde ein Hauptfarbteiler (HFT)
488/543 und bei Dreifachfarbungen mit zusétzlich AF 633 ein HFT 488/543/633/UV ver-
wendet. AF 488 wurde iiber einen Bandpassfilter (BP) 505-530, AF 546 entweder iiber
einen BP 560-615 oder einen Langpassfilter (LP) 560 und AF 633 iiber einen LP 650
detektiert.

Die Aufnahmen der Orientierungsanalysen (siche Abschnitt 2.5.2) wurden an einem
inversen Epifluoreszenz-Mikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Als Ob-
jektiv wurde ein 40x Plan Neofluar NA 1,3 DIC Ol verwendet. Die Fluorophore (AF 488
und 546) wurden mit einer Quecksilberdampflampe iiber entsprechende Filter angeregt
und die Fluoreszenz iiber geeignete Filter (|Hier Filter einfiigen|, Carl Zeiss, Jena) auf-
genommen. Zur Aufnahme diente eine ORCA ER CCD Kamera (Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan). Als Software wurde Open Box (Version 1.77, Informationssysteme
Schilling, Miinchen) verwendet.

Einzelne Aufnahmen wurden an einem automatisierten Mikroskop (Axio Observer Z.1,
Carl Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Anregung und Filtersitzen entsprechen den vorher be-
schriebenen. Als Objektiv diente ein 40x Plan Neofluar NA 1,3 Ph3 Ol (Carl Zeiss, Jena),
fir die Aufnahme der Bilder eine CCD Kamera (Axiocam MRM, Carl Zeiss, Jena). Als
Programm fiir die Aufnahme diente Axiovision (Version 4.8, Carl Zeiss, Jena). Die Bildrei-
hen wurden automatisiert iiber das Modul MosaiX aufgenommen. In x- und in y-Richtung

wurden je drei aneinander grenzende, parallele Bildreihen aufgenommen. Die Einzelbilder
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hatten zueinander je 2 % Uberlapp und wurden iiber das MosaiX Modul der Axiovision

Software aneinander gesetzt.

2.7 Statistische Datenverarbeitung

Zum Vergleich der Verteilungen von Zellorientierungen wurde der Kolmogorov-Smirnov-
Test (KS-Test) angewendet [93]. Dieser betrachtet die Ubereinstimmung zweier Wahr-
scheinlichkeitsverteilungen. Er kann sowohl fiir den Vergleich von zwei Stichproben als
auch fiir den Vergleich einer Stichprobe mit einer angenommenen Wahrscheinlichkeits-
verteilung (z.B. Normalverteilung) verwendet werden. Im Folgenden wird der Zweistich-
proben Test fiir den Vergleich zweier Verteilungen beschrieben. F; und F5 sind dabei die
unterliegenden Wahrscheinlichkeitsfunktionen.
Die Nullhypothese ist

Hy: Fi(z) = F5(x) (2.7)

und die Alternativhypothese ist mit

definiert. Fiir den KS-Test wird die Teststatistik der empirischen Verteilungsfunktionen
ﬁlund FQijber

~

D= sup | Fy (z) — Fy (2) | (2.9)

berechnet, wobei sup das Supremum bezeichnet und die grofste Abweichung der Vertei-

lungen darstellt. Die Nullhypothese wird abgelehnt, wenn

nm

D> K, (2.10)
n—+m

K, bezeichnet dabei die kritische Schwelle und n und m die Stichprobengrofse. Bei

Stichproben von n,m > 20 wird K, approximiert verwendet (siehe Tabelle 2.2). In den

Versuchen wurde sofern nicht anders angegeben ein Signifikanzniveau von p = 0,05 ver-

wendet. [93]

Signifikanzniveau p | 0,20 0,15 0,10 0,05 0,01 0,001
K, 1,07 1,14 1,22 1,36 1,63 1,95

Tabelle 2.2: K, der verschiedenen Signifikanzniveaus. Entnommen aus [93].
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Im Rahmen dieser Dissertation wurden Signalkaskaden untersucht, die an der zelluldren
Mechanosensorik als Reaktion auf zyklische Dehnung beteiligt sind. Integrinvermittelte
Adhésionen, insbesondere FA als Verbindung des Aktinzytoskeletts mit der EZM, stel-
len eine oft diskutierte Lokalisation fiir die mechanosensorischen Proteine dar [43]. Die
Kinasen der Src-Familie mit Src (pp60Src) als wichtigstem Vertreter, sind fiir einen Grof-
teil der Phosphorylierung der FA mafigeblich [14]. Frithere Versuche konnten auferdem
zeigen, dass die Reaktion von Zellen auf mechanische Reize durch ein Fehlen von Src
vermindert werden kann [96]. Ein solcher mechanischer Reiz stellt zyklische Dehnung
dar; dabei werden Zellen auf elastischen Substraten kultiviert und dieses gedehnt. Zel-
len nehmen diesen Reiz wahr und versuchen ihm zu entgehen, indem sie sich senkrecht
zur Zugrichtung ausrichten [17, 27, 49]. In Abb. 3.1 sind MEF-WT-Zellen dargestellt, die
als Kontrolle nicht gedehnt wurden (A) oder die fiir 30 h zyklischer Dehnung von 14 %
bei 23 mHz (B) ausgesetzt, anschliefsend fixiert sowie gegen Aktin gefarbt wurden. Die
Orientierung des Aktinzytoskeletts wurde bestimmt und fiir jede Zelle der Winkel der
Hauptaktinorientierung bestimmt (siehe Abschnitt 2.2). Uber die Verteilung der Winkel

liefsen sich anschliefsend Zellpopulationen vergleichen.

Dass Src an dieser Mechanosensorik beteiligt ist zeigt sich dadurch, dass sich Src-
Knockdown-Zellen in Dehnungsexperimenten nicht mehr ausrichten [96]. Wahrend meiner
Diplomarbeit (10/2008 - 10/2009) wurden Versuche durchgefiihrt, die diese Ergebnisse be-
statigten. Aufserdem konnte gezeigt werden, dass nicht nur Src, sondern auch die anderen
ubiquitar exprimierten Kinasen der Src-Familie Yes und Fyn an der zellularen Reorientie-
rung beteiligt sind. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde zunéchst die Methode
der Auswertung validiert und die in der Diplomarbeit erhobenen Daten neu ausgewertet.
Zusétzlich wurde die Beteiligung der SFK mittels eines Inhibitors weiter untersucht und
die Methode auf weitere, in der FA lokalisierte Signalproteine angewendet. Insbesondere
wurde die Beteiligung von p130Cas untersucht. Dabei handelt es sich um ein Protein in
der FA, von dem beschrieben wurde, dass es bei Dehnung gestreckt und nachfolgend von
den SFK phosphoryliert wird. Ebenso wurden das an p130Cas bindende Adapterprotein
Crk sowie einzelne weitere Bindungspartner auf ihre Rolle bei zelluldrerer Reorientierung

bei zyklischer Dehnung untersucht und die Ergebnisse im Folgenden vorgestellt.
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Abbildung 3.1: MEF-WT und -SYF-Zellen vor und nach zyklischer Dehnung. A zeigt ungedehnte
MEF-WT Kontrollzellen und B Zellen, die fiir 30 h bei 14 % und 24 mHz zyklisch gezogen wurden.
C zeigt nicht gezogene und D MEF-SYF-Zellen, die mit den gleichen Parametern wie B gezogenen

wurden. Die Pfeile zeigen die Zugrichtung. Mafsstab = 10 pm

3.1 Validierung der Methoden zur Bestimmung der

Zellorientierung

Die fiir die Diplomarbeit verwendete Auswertung wurde fiir die Versuche in dieser Arbeit
optimiert. Zum einen wurde eine weitere Methode zur Orientierungsbestimmung imple-
mentiert und zum anderen wurde ein Ordnungsparameter eingefiihrt, der Riickschliisse
auf den Grad der Ordnung des Zytoskeletts einer Zelle zulésst.

Die Orientierung einer Zelle kann iiber mehrere Methoden bestimmt werden. Eine weit
verbreitete basiert auf der Zellform [81]. Dies kann zum einen durch die Lage einer Achse
durch die zwei am weitesten voneinander entfernten Punkte des Zellrandes [48] oder durch

das Berechnen einer Ellipse um die Zelle erfolgen [36].

Fir diese Arbeit wurde die Orientierung der Zelle anhand der Ausrichtung des Ak-
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tinzytoskeletts bestimmt. Hierfiir wurden zwei verschiedene Moglichkeiten miteinander
verglichen, die in Abschnitt 2.5.3 ausfiihrlich beschrieben sind. Beiden liegen die lokalen
Orientierungen des iiber den Algorithmus ermittelten Zytoskeletts zugrunde. In der ersten
Methode wird fiir jede Zelle das Maximum der Verteilung der lokalen Orientierungen be-
stimmt. Diese wird im Folgenden Maximalorientierung genannt. In der zweiten Methode
wird die globale Vorzugsorientierung iiber die Gl. 2.6 bestimmt. Der Eigenvektor mit dem
grofsten Figenwert zeigt die Richtung dieser Vorzugsorientierung und wird im Folgenden
Hauptachsenorientierung genannt.

In Abb. 3.2 ist der Vergleich der beiden Methoden an der Winkelverteilung von MEF-
WT dargestellt. Der Vergleich zeigte, dass sich die Ergebnisse der beiden Bestimmungen
nicht wesentlich unterschieden (KS-Test). Auch in den Orientierungsverteilungen der Zel-
len in Abb. 3.4 liefs sich kein eindeutiger Unterschied zwischen den Methoden zur Be-
stimmung der Zellorientierung ablesen. Aus diesem Aspekt heraus war keine der beiden
Auswertungen vorzuziehen. Da in der Vergangenheit das Maximum der Winkelverteilung
als Hauptorientierung verwendet worden war, ist zur besseren Vergleichbarkeit in der
vorliegenden Arbeit diese Methode beibehalten worden. Alle in dieser Arbeit als Haupt-
aktinorientierungen bezeichneten Orientierungen beziehen sich auf die Maximalorientie-
rung. Fiir zukiinftige Arbeiten lésst sich jedoch vorschlagen, die Bestimmung anhand des

Eigenvektors zu verwenden, da dieser eindeutiger zu berechnen ist (siehe 2.5.3).
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Abbildung 3.2: Vergleich der Auswertung nach Maximalposition und Hauptachsenorientierung.
Die Orientierungen von MEF-WT (n = 949 Zellen aus 6 Einzelexperimenten) nach 30 h zyklischer
Dehnung bei 24 mHz und 14 % wurden mit den verschiedenen Methoden bestimmt und die

Gesamtverteilungen als relative Haufigkeit (A) sowie als kumulierte Haufigkeit (B) dargestellt.

Aus der durch die Losung des Eigenwertproblems erhaltenen Eigenwerte wird ein Mafs
fiir den Grad der Ausrichtung des Zytoskeletts einer Zelle berechnet, das als Ordnungspa-
rameter bezeichnet wird (siehe Gl. 2.6). Eine isotrope Verteilung der Zytoskelettorientie-
rungen ergibt einen Ordnungsparameter von 0,5 wahrend eine vollstdndige Orientierung

in eine Richtung einen Ordnungsparameter von 1 ergibt. Beispiele fiir Zellen mit unter-
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schiedlichen Ordnungsparametern sind in Abb. 3.3 dargestellt. Die Zelle 1 in A zeigte
einen Ordnungsparameter, der mit 0,72 im Bereich des Durchschnitts (siehe auch Abb.
3.5) angesiedelt war, wiahrend die zweite Zelle in der Abbildung einen sehr niedrigen Ord-
nungsparameter von 0,59 zeigte. In den Verteilungen der Aktinorientierungen spiegelt sich
dies wider. Wahrend bei der ersten Zelle eine Hauptorientierung zu erkennen war, war
in der Verteilung der zweiten Zelle kaum ein eindeutiges Maximum ablesbar. Die Zelle in

C zeigt eine eindeutige Vorzugsorientierung und wies einen Ordnungsparameter von 0,83

auf.

0,02

0,01

Haufigkeit [%]

10 30 50 70 90
Orientierung [°]

O

0,04

Haufigkeit [%]

AV

10 30 50 70 90
Orientierung [°]

Abbildung 3.3: Beispiele der Winkelverteilungen von Zellen mit unterschiedlichen Ordnungspara-
metern. Die MEF-WT Zellen wurden fiir 30 h bei 24 mHz und 14 % zyklisch gezogen. In A und C
ist das iiber den Algorithmus ermittelte Zytoskelett fiir die Zellen dargestellt. In B und D ist die
Verteilung der relativen Haufigkeit der gemessenen Winkel des Aktinzytoskeletts dargestellt. Die
Zelle 1 in A (blau) wies einen Ordnungsparameter von 0,72, die Zelle 2 (griin) von 0,59 auf. Die
Zelle in B stellte mit einem Ordnungsparameter von 0,83 ein Beispiel fiir eine stark ausgerichtete
Zelle dar.

Bei Zellen, die einer zyklischen Dehnung ausgesetzt sind, konnte beobachtet werden,
dass sich diese zu Winkeln senkrecht zur Zugrichtung hin ausrichteten. In Abb. 3.4 A

und B ist zusétzlich zu sehen, dass Zellen mit verschiedenen Ordnungsparametern einen
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unterschiedlichen Grad in der Reorientierung zeigen. Je hoher der Ordnungsparameter,
umso starker verschob sich die Verteilung der Hauptorientierungen zu héheren Winkeln
(bestimmt sowohl iiber die Maximalorientierung als auch iiber die Hauptachsenorientie-
rung). Eine Ausnahme stellte dabei der Ordnungsparameterbereich von 0,9 und 1,0 dar.
Zu beachten ist jedoch, dass nur wenige Zellen einen solche, sehr hohe Orientierung auf-
wiesen (n = 12 aus insgesamt 949 gedehnten Zellen). Zudem beschreibt eine solch starke
Ausrichtung meist eine “nadelférmige” Zellmorphologie, die untypisch und abnorm ist.
Zellen, die keine Orientierung (Ordnungsparameter 0,5 bis 0,6) aufweisen kommen sowohl
in den Kontrollzellen als auch in Zellen vor, die zyklischer Dehnung ausgesetzt waren. Bei
nicht gezogenen Kontrollen sind jedoch nur 2,2 % mehr Zellen mit diesem Ordnungspara-
meter vorhanden als bei gedehnten Zellen (n-Zahlen siehe Abb. 3.4). Dies zeigt, dass auch
nicht gezogene MEF-Zellen in sich eine Ausrichtung aufweisen. In der Gesamtverteilung
der Zellen zeigt sich jedoch keine Vorzugsrichtung sondern die Zellen sind gleichméfig
iiber alle Winkel verteilt.
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Abbildung 3.4: Orientierung von Zellen bei unterschiedlichen Ordnungsparametern. Die Vertei-
lungen von MEF-WT (siehe Abb. 3.7) wurden mittels des jeweils bestimmten Ordnungspara-
meters getrennt aufgetragen. A und B zeigen Zellen die fiir 30 h bei 24 mHz zyklisch gedehnt
wurden. In C und D sind nicht gedehnte Kontrollzellen dargestellt. In A und C ist die Bestim-
mung der Hauptorientierung tiber die maximalen Orientierung (Maximalorientierung) und in B

und D die Hauptorientierung anhand der Hauptachse zu sehen.
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In Abb. 3.5 sind die mittleren Ordnungsparameter von MEF-WT, -Src+-+ und -SYF vor
und nach zyklischer Dehnung dargestellt. Beit MEF-SYF handelt es sich um Fibroblasten,
denen alle drei ubiquitér exprimierten Kinasen der Src-Familie (Src, Yes und Fyn) fehlen.
MEF-Src++ fehlt nur Yes und Fyn, wiahrend Src regulér exprimiert wird. Die genau-
en Versuchsbeschreibungen sowie die Orientierungsanalysen der Zellen sind in Abschnitt
3.2.1 beschrieben. Die Aufnahmen wurden alle am gleichen Mikroskop mit dem gleichen
Objektiv aufgenommen. Die Fluoreszenzintensitéit sowie die entsprechenden Kameraein-
stellungen wurden jedoch angepasst. Es wurde darauf geachtet die Zellen moglichst hell
aufzunehmen ohne dabei eine Uberzubelichtung zu generieren. Die Ordnungsparameter
variieren dabei leicht von Zellen ohne Dehnung zu Zellen mit Dehnung. MEF-WT wies
in der ungedehnten Kontrolle einen mittleren Ordnungsparameter von 0,69 (o = 0,08;
n = 1180 Zellen) und gezogen von 0,71 (o = 0,09; n = 949) auf. MEF-SYF hat in der
Kontrolle einen Ordnungsparameter von 0,78 (6 = 0,11, n = 820) und gezogen von 0,76
(6 = 0,09; n = 1729). MEF-Src++ zeigte in der Kontrolle einen Ordnungsparameter von
0,73 (6 = 0,09; n = 575) und gezogen von 0,71 (6 = 0,09; n = 943). Die Verteilungen sind
nach dem KS-Test (p = 0,05) alle zueinander signifikant verschieden. Eine deutliche Ver-
anderung oder eine gleiche Tendenz der Veranderung zwischen Kontrollzellen und Zellen,

die zyklischer Dehnung ausgesetzt waren, lief sich jedoch nicht erkennen.
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Abbildung 3.5: Mittlere Ordnungsparameter in Abhéngigkeit von zyklischer Dehnung. Die Ord-
nungsparameter von MEF-WT, MEF-Src++ und MEF-SYF-Zellen (siehe Abschnitt 3.2) nach
zyklischer Dehnung sowie die der Kontrollzellen wurden gemittelt. Die Fehlerbalken zeigen die

Standardabweichung.

Der Ordnungsparameter war zwar moglicherweise durch zyklische Dehnung, jedoch
nicht durch das Fehlen von p130Cas beeinflusst. MEF-Cas-W'T zeigt einen mittleren
Ordnungsparameter von 0,78 (o = 0,09; n = 627), MEF-Cas-15F von 0,78 (o = 0,09;
n = 788) und MEF-Cas -/- von 0,79 (o = 0,09; n = 736). MEF-WT-Zellen, die mit ei-

ner Negativkontroll-siRNA transfiziert worden waren, zeigten einen zum untransfizierten
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MEF-WT vergleichbaren mittleren Ordnungsparameter von 0,70 (¢ = 0,08; n = 721).
Mit einer siRNA gegen p130Cas transfiziert ergab sich ein Ordnungsparameter von 0,70
(6 = 0,08; n = 620). Auch hier zeigte sich der stérkere Unterschied zwischen den verwen-
deten Zelllinien und nicht zwischen Zellen transfizierten und untransfizierten Zellen bzw.

Zellen mit den verschiedenen stabilen Transfektionen.
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Ordnungsparameter

MEFWT

Abbildung 3.6: Ordnungsparameter der Cas Zelllinien sowie von MEF-W'T Zelllinien nach Trans-
fektion mit einer siRNA gegen p130Cas oder einer Negativkontrolle. Die Zellen wurden alle fiir
30 h bei 24 mHz zyklisch gezogen. Eine genauere Beschreibung findet sich in Abschnitt 3.3. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Zellen mit einem niedrigen Ordnungsparameter zeigen keine eindeutige Orientierung
zu einer Richtung. In der Auswertung wurde dennoch eine Hauptorientierung fiir solche
Zellen bestimmt. Die Verteilung dieser Orientierungen ging in der Tendenz in Richtung
einer zufélligen, iiber alle Winkel gestreuten (siehe Abb. 3.4, gelbe Linie) Verteilung. Um
nur Zellen mit in die Auswertung aufzunehmen, die eine tatsichliche Ausrichtung zeig-
ten, konnte ein Schwellenwert des Ordnungsparameters bestimmt werden. Dieser lasst sich
jedoch schwer festlegen, da die Uberginge zum einen fliefend sind und der Ordnungspa-
rameter zum anderen zelltypabhéngig war (siche Abb. 3.5). Daher wurden, obwohl eine
Orientierungsbestimmung an Zellen mit sehr niedrigem Ordnungsparameter die Gesamt-
orientierung einer Messung in Richtung einer zufélligeren Verteilung beeinflusst, weiterhin

alle aufgenommenen Zellen betrachtet.
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3.2 Die Rolle der Kinasen der Src-Familie bei

zyklischer Dehnung

Fokaladhésionen stellen die Verbindung zwischen dem Zellinneren und der EZM dar. An
diesen Multiproteinkomplexen ist eine grofte Zahl von Proteinen beteiligt. Eine Vielzahl
dieser Proteine ist iiber Phosphorylierung reguliert und insbesondere Tyrosinphospho-
rylierungen werden als einen zentralen Mechanismus in der Mechanosensorik vermutet
[124]. Die Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen der FA wird hauptséchlich durch die
Kinasen der Src-Familie (Src Family Kinases, SFK) reguliert. Von dieser Familie werden
3 Kinasen ubiquitédr in allen Zelltypen exprimiert: Src, Yes und Fyn. Zur Untersuchung
der Mechanosensorik in Abhéngigkeit der Kinasen der Src-Familie wurden Dehnungsex-
perimente mit MEF-WT, -SYF und -Src++ sowie mit MEF-WT unter Einfluss eines
SEFK-Inhibitors durchgefiihrt.

3.2.1 Dehnungsexperimente an MEF-WT, -SYF und -Src++

Zur Untersuchung, ob die Phosphorylierung fiir die Wahrnehmung zyklischer Dehnung des
Substrates notwendig ist, wurden Dehnungsexperimente mit MEF-WT, -SYF und -Src++
durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie in 2.5.2 beschrieben in Kammern ausgesét und fiir 30
Stunden bei einer Frequenz von 24 mHz und einer effektiven Amplitude von 14 % gezogen.
Anschliefsend wurden die Zellen fixiert, mit fluoreszent markiertem Phalloidin gefdrbt und
am Mikroskop aufgenommen. Fiir jede Zelle wurde die Hauptaktinorientierung bestimmt
und die Haufigkeiten aller Orientierungen in einer Kammer betrachtet.

Abbildung 3.7 A zeigt die Orientierungen von MEF-W'T-Zellen; in blau sind die Orien-
tierungen von Zellen, die zyklisch gezogen wurden dargestellt. In grau die Kontrollzellen,
die gleich kultiviert wurden ohne dabei Dehnung ausgesetzt gewesen zu sein. Wahrend
die Orientierung der Kontrollzellen eine gleichméfige Verteilung iiber alle Winkel zeigte,
wiesen die Zellen im Dehnungsexperiment eine deutlich stérkere Reorientierung in
Richtung senkrecht zur Zugrichtung auf. Im Mittel lag der Median der Verteilung der
Kontrolle bei 44° (o = 3°, n = 1180 Zellen aus 4 Experimenten) wihrend die gezogenen
Zellen einen Median von 71° (o = 4°, n = 949 Zellen aus 6 Experimenten) aufwiesen.
Die Verteilungen von MEF-SYF sind in Abb. 3.7 B (griin) dargestellt. Der Median der
Hauptaktinorientierung nach zyklischer Dehnung lag bei 57° (6 = 2°, n = 1729 Zellen
aus 6 Experimenten), der Median nicht gezogener Kontrollzellen bei 43° (6 = 3°, n = 820
Zellen aus 2 Experimenten). Damit zeigten MEF-SYF-Zellen eine deutlich geringere
Verschiebung zu héheren Winkeln als MEF-W'T. In C ist das Ergebnis von MEF-Src++

IDie Standardabweichung bezieht sich auf die Abweichungen der Mediane der Einzelexperimente
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dargestellt, die mit einem Median von 64° (o = 3°, n = 943 Zellen aus 3 Experimenten)
einen intermedidren Effekt zu MEF-WT und -SYF zeigten. Die Kontrollzellen zeigten hier
einen Median von 40° (6 = 1°, n = 575 Zellen aus 3 Experimenten). In D sind alle drei
Zelllinien vergleichend als kumulative Haufigkeitsverteilung in 1° Schritten dargestellt.
Der Unterschied der drei Zelllinien wurde in dieser Darstellung deutlich. Die Orien-
tierungsverteilungen aller drei Zelllinien unterschieden sich nach Dehnung signifikant
(KS-Test, p = 0,01). Ebenso waren alle drei zu den jeweiligen Kontrollen verschieden,
wahrend zwischen den Kontrollen untereinander kein signifikanter Unterschied in der

Verteilung festgestellt werden konnte.
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Abbildung 3.7: Zellorientierung von MEF-WT, -SYF und -Src++ nach zyklischer Dehnung.
Die Rohdaten wurden wéhrend der Diplomarbeit erhoben und fiir die vorliegende Arbeit neu
ausgewertet. A zeigt die Hauptaktinorientierungen von MEF-WT-Zellen (blau), B MEF-SYF
(griin) und C MEF-Src++ (violett). In grau sind jeweils die Zellorientierung von nicht gezogenen
Kontrollzellen dargestellt und in Farbe die Orientierungen von Zellen, die fiir 30 h bei 24 mHz
zyklisch gezogen wurden. In D sind die Verteilungen als kumulierte Héufigkeiten zu sehen. Die
Farben sind identisch zu A, B und C verwendet, wobei die Kontrollen jeweils als gepunktete

Linie dargestellt sind.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde die Hauptorientierung am Zytoskelett bestimmt.
MEF-Zellen haben oft Aktinorientierungen iiber alle Winkel, wobei eine Richtung
dominiert und die Hauptausrichtung ergibt (siehe auch Abb. 3.3). Bei der Auswertung
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anhand der Hauptaktinorientierung wurde nur die Hauptaktinorientierung beriicksich-
tigt, wahrend alle anderen Winkel vernachlissigt wurden sobald die Hauptausrichtung
bestimmt worden war (siehe Abb. 2.2). Um sicher zu gehen, dass die zuvor gezeigten
Differenzen in der Orientierung nicht artifiziell erzeugt werden, wurden zum Vergleich die
Ausrichtungen aller gemessenen Aktinorientierungswinkel der Zellen verglichen. Hierfiir
wurden alle Winkel, die fiir die Zellen einer Fraktion in den verschiedenen Experimenten
bestimmt wurden beriicksichtigt. Zum besseren Vergleich und um nicht grofere Zellen
zu bevorzugen wurde die Flache unter der Verteilung fiir jede Zelle auf 1 und die
Zellen so normiert. In Abb. 3.8 sind die relativen Haufigkeiten der einzelnen Winkel als
Gesamtverteilungen in 1° Intervallen (A) sowie iiber die Einzelexperimente gemittelt in
10° Intervallen? (B) dargestellt. Dadurch, dass in Zellen Winkelorientierungen in alle
Richtungen vorkommen, fielen diese Verteilungen im Vergleich zur Verteilung der Haupt-
aktinorientierung flacher aus. Der Unterschied zwischen den Verteilungen von MEF-W'T,
-SYF und -Src++ blieb jedoch erhalten. MEF-W'T zeigte einen deutlicheren Anstieg bei
hoheren Winkeln als MEF-SYF, wahrend -Src++ weiterhin einen intermedidren Effekt

zeigte.
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Abbildung 3.8: Haufigkeiten aller in der Auswertung bestimmter Winkel. In A ist die Gesamtver-
teilung von MEF-WT (blau, 5.246.552 Einzelorientierungen aus 6 unabhingigen Experimenten),
MEF-SYF (griin, 11.489.497 Einzelorientierungen aus 6 Experimenten) und MEF-Src++ (violett,
5.559.342 Einzelorientierungen aus 4 Experimenten) dargestellt, in B die gemittelte Haufigkeit

der Einzelexperimente sowie deren Standardabweichung.

Fiir eine Bestimmung der Orientierung iiber die Zellform wurden die Ellipsen der Zellen
berechnet (siehe 2.5.2). Hierbei zeigte sich, dass MEF-WT nach 30 h zyklischer Dehnung
von 24 mHz einen gemittelten Median von 61° (n = 477, Abb. 3.9) aufwies. Damit ist die

Verteilung signifikant verschieden von Kontrollzellen, die einen Median von 39° (n = 529)

2 Als Gesamtverteilung ist stets die Verteilung aller Zellen eines Genotyps bzw. einer Fraktion bezeichnet,
wahrend sich die gemittelte Haufigkeit auf die Einzelexperimente bezieht.
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in einer etwa gleichméfigen Verteilung iiber alle Winkel zeigten. Bei MEF-SYF war da-
gegen keine Abweichung von den Kontrollzellen zu erkennen, beide zeigten eine mediane
Orientierung von 43° (n = 461 in der Kontrolle und 769 nach Dehnung). MEF-Src++
liefs gezogen mit einem Median von 47° (n = 450) im Vergleich zur Kontrolle von 40°
(n = 347) eine Verschiebung zu hoheren Winkeln erkennen, die signifikant verschieden
war. Allerdings ist hier zu beachten, dass alle Kontrollen im Median deutlich unterhalb
der zu erwartenden 45° lagen. Zudem fiel die Reorientierung der Zellform bei MEF-W'T
deutlich geringer aus als iiber die Bestimmung der Aktinorientierungen. Daher wurde in
den folgenden Versuchen nur noch die Hauptaktinorientierung verwendet. In Abb. 3.9 B
sie die Aspektverhaltnisse der Ellipsen vor und nach zyklischer Dehnung dargestellt. Ein

tendentieller Unterschied vor und nach zyklischer Dehnung ist nicht zu erkennen.
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Abbildung 3.9: Gesamtzellorientierung der bestimmten Zellellipsen. A zeigt die Verteilungen
der Orientierungen von MEF-WT, -SYF und -Src++ Zellen nach 30 h zyklischer Dehnung von
24 mHz und 14 %. Die jeweiligen nicht gedehnten Kontrollen sind als gepunktete Linie dargestellt.
B zeigt die gemittelten Aspektverhéltnisse der errechneten Ellipsen, K bezeichnet die Kontrollen
und ZG die zyklisch gedehnten Zellen.

Zur Uberpriifung der Streuung der Experimente wurden die Hauptaktinorientierungen
der Einzelexperimente von MEF-W'T in zwei Gruppen unterteilt. Die Experimente mit
dem niedrigsten Median (WT min) wurden dabei zusammengefasst sowie die drei mit dem
hochsten Median (WT max, siehe Abb. 3.10). Dabei zeigte der WT min einen Median
von 69° und der WT max von 74°. Diese Differenz von 5° wurde nachfolgend als der
Abschétzung des Fehlers durch die Streuung der Einzelexperimente angenommen, der
maximal innerhalb einer Population bei zyklischer Dehnung von 24 mHz bei 30 h bestehen
kann. Die Unterschiede im Median der Gesamtverteilung sind dabei zwischen MEF-WT,
-SYF und -Src++ zueinander gréfser als die natiirliche Variation innerhalb der MEF-W'T

Experimente.
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Abbildung 3.10: Kontrolle der Streuung der Experimente. A zeigt die Einzelexperimente von
MEF-WT. In B wurden die drei am schwéichsten (WT min, blau) sowie die drei am stérksten
reorientierten Verteilungen (WT max, griin) wurden zusammengefasst und mit der Gesamtver-
teilung (WT Gesamt, rot) verglichen. Die Mediane der Verteilungen von MEF-WT min und max
sowie die Gesamtverteilungen von MEF-WT (n = 949 Zellen aus 6 Experimenten), MEF-SYF
(n = 1729 Zellen aus 6 Experimenten) und MEF-Src++ (n = 943 Zellen aus 3 Experimente)

sind darunter angegeben. Die Zahlen hinter den Klammern zeigen die Unterschiede.

Dehnungsexperimente mit héheren Frequenzen

Neben den Versuchen mit der relativ langsamen Frequenz von 24 mHz wurden auch
Experimente mit hoheren Frequenzen durchgefiihrt. Diese Experimente wurden etabliert
um zum einen die Experimentdauer auf einen Tag zu reduzieren und zum anderen die
Spannweite der Differenzen in der Reorientierung zu erhohen. In Abb. 3.11 sind MEF-
WT und MEF-SYF-Zellen dargestellt, die fiir unterschiedliche Zeitrdume einer zyklischen
Dehnung von 100 bzw. 130 mHz ausgesetzt waren. Dabei zeigte sich erneut, dass MEF-
SYF kaum zu hoheren Winkeln orientiert.

Die mediane Hauptaktinorientierung lag nach 2 h bei 57° (n = 482 Zellen), nach 4 h
bei 53° (n = 198 Zellen) und nach 8 h bei 56° (n = 292 Zellen). Nach 16 h liefs sich mit
einem Median von 63° bzw. 67° (n = 308 und 157 Zellen aus 2 Experimenten) eine leichte
Erhchung erkennen. Bei MEF-WT war dagegen mit einer medianen Hauptaktinorientie-
rung von 72° nach bereits 1 h (n = 422 Zellen) eine deutlich stirkere Tendenz zu Winkeln
senkrecht zur Zugrichtung zu erkennen. Nach 2 h war der Median um weitere 2° (n = 252
Zellen) hoher, nach 4 h erneut bei 72° (n = 243 Zellen). Nach 8 h war die maximale Re-

orientierung zu erkennen, die sich in einem Median von 79° (n = 268 Zellen) zeigte. Nach
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16 h war dieser mit 77° um 2° (n = 377 Zellen) niedriger, jedoch waren hier die Zellen in
der Kammer bereits recht dicht gewachsen, was das Ergebnis beeinflusst haben konnte.
Da sich keine eindeutige weitere Steigerung nach 8 h Dehnung erkennen liefs, wurde eine

Reihe an nachfolgenden Experimenten bei 130 mHz fiir 8 h durchgefiihrt.
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Abbildung 3.11: Hauptaktinorientierungen von MEF-WT und -SYF-Zellen bei 100 bzw. 130 mHz
zyklischer Dehnung. Dargestellt sind die kumulierten Haufigkeiten von Einzelexperimenten. A
zeigt MEF-SYF-Zellen bei einem zyklischer Dehnung von 130 mHz fiir eine Dauer von 2 h (rot),
4 h (hellgriin), 8 h (dunkelgriin) und 16 h (blau). In B sind MEF-WT-Zellen dargestellt, die bei
100 mHz fiir 1 h (orange), 2 h (rot), 4 h (hellgriin), 8 h (dunkelgriin) und 16 h (blau) gezogen

wurden.

3.2.2 Kontrolle der Versuche durch SFK-Inhibitoren

Um zu untersuchen, ob die verminderte Umorientierung zu Winkeln senkrecht zur Zug-
richtung auf die fehlenden Kinasen und nicht auf einen anderen Effekt zuriickzufiihren ist,
wurden Kontrollexperimente mit Inhibitoren gegen die SFK durchgefiihrt. Hierfiir standen
zwei unterschiedliche Inhibitoren zur Verfiigung: SU6656 sowie PP2. Als Kontrolle zu PP2
wurde zudem PP3 verwendet, das eine dhnliche Molekiilstruktur jedoch ohne inhibierende
Wirkung hat. Beide Inhibitoren wirken selektiv auf die SFK und sind damit in der Lage
den MEF-SYF Phénotyp nachzuahmen [6].

Zur Uberpriifung der inhibierenden Wirkung wurden MEF-WT-Zellen auf Glas kulti-
viert und dem Medium unterschiedliche Konzentrationen des Inhibitors zugegeben (siehe
Abschnitt 2.1.4). Anschliefend wurden die Zellen fixiert und gegen Phosphotyrosin (pY)
gefarbt. In Abb. 3.12 sind MEF-W'T-Zellen zu sehen, die mit 0, 10 und 100 ptM PP2 be-
handelt wurden. Die Zellen sind dabei mit gleichen Einstellungen aufgenommen worden.
Bei einer PP2 Konzentration von 10 nM (mittlere Zeile) war nur wenig Verdnderung in
der Phosphorylierung zu erkennen. Bei 100 ptM dagegen zeigten die Zellen sowohl in phos-

phoryliertem Vinculin als auch in der Gesamtphosphorylierung ein schwécheres Signal.
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Abbildung 3.12: Auswirkungen verschiedener Konzentrationen von PP2 auf die Tyrosinphospho-
rylierung von MEF-WT-Zellen. MEF-WT-Zellen wurden auf Glas mit 0, 10 oder 100 pM PP2
versetztem DMEM - - kultiviert, fixiert und gleichzeitig gegen phosphoryliertes Vinculin (pVine
Y100, linke Spalte) und Phosphotyrosin (pY, mittlere Spalte) gefarbt. Die Aufnahmen erfolgten
fiir alle Zellen mit den gleichen Einstellungen. Mafstab = 10 pm.

Allerdings waren hier jeweils nur noch sehr wenige Zellen vital und adhériert, was auf
eine toxische Wirkung des Inhibitors bei héheren Konzentrationen hindeutet. Spétere
Experimente mit 50 pM Inhibitor zeigten auf Glas ebenfalls eine stark reduzierte Anzahl
an verbliebenen Zellen.

Parallel zu PP2 wurde auch SU6656 als Inhibitor getestet. Dieser war jedoch von einer
leuchtend gelben Farbe, die im Mikroskop als griine Eigenfluoreszenz die Aufnahmen zu

sehr beeinflusste. Zusétzlich liefs sich durch die Farbung erkennen, dass der Inhibitor in
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den Silikonkautschuk hinein diffundierte.

Die Wirkung von PP2 in einer Konzentration von 50 pM wurde unter Versuchs-
bedingungen erneut getestet. Dafiir wurden Zellen in Elastomer-Kammern kultiviert, mit
GFP-Vinculin transfiziert und das Medium fiir 30 h mit PP2 bzw. PP3 versetzt. Die auf
Glas beobachtete Toxizitdat von PP2 bei 50 pM war in der Kammer nicht zu erkennen
und diese Konzentration wurde fiir die Verzugsexperimente verwendet. Zur Kontrolle der
Wirkung des Inhibitors wurden die FA anhand der Vinculin Farbung von Hand umrandet
und iiber ImageJ die Intensitdt der Phosphotyrosin-Farbung bestimmt. Fiir PP2 konnte
eine Reduktion der mittleren Intensitat auf 72 % bestimmt werden.

MEF-WT-Zellen wurden bei 24 mHz und 14 % fiir 30 h gezogen und dem Medium
8 Stunden vor Zugbeginn sowie bei jedem Medienwechsel jeweils 50 pM PP2 bzw. PP3
zugegeben. Anschliefend wurden die Zellen fixiert, gefarbt und die Hauptorientierung be-
stimmt. In Abb. 3.13 sind die Hauptaktinorientierungen als relative (A) oder kumulierte
Héufigkeit (B) zu sehen. PP2 (hellblau, n = 105, 419 und 436) zeigte dabei eine geringere
Orientierung zu Winkeln senkrecht zur Zugrichtung als PP3 (dunkelblau; n = 280 und
298). Da mit PP3 nur zwei Experimente durchgefiihrt wurden, wurden diese nicht gemit-
telt sondern einzeln dargestellt. In B ist zusétzlich zum Vergleich noch MEF-WT (grau,
siche Abb. 3.7) mit dargestellt. Hier ist zu erkennen, dass besonders in héheren Winkeln
PP3 ebenfalls eine Abweichung zum unbehandelten MEF-W'T zeigte. Die mediane Orien-
tierung unter Einfluss von PP2 lag bei 65° (o = 3°) und unter Einfluss von PP3 bei 69°
und 70°. Durch die Abweichung bei héheren Winkeln von PP3 zum MEF-W'T zeigte der
KS-Test nicht nur einen Unterschied in der Verteilung von PP2 zu PP3 sondern auch von
PP3 zum MEF-WT.
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Abbildung 3.13: Orientierung von MEF-WT-Zellen unter Einfluss des Kinase-Inhibitors PP2 oder
der Kontrollsubstanz PP3. In A sind die Haufigkeiten der Orientierung der gemittelten Experi-
mente mit PP2 (hellblau) sowie die Einzelexperimente mit PP3 (dunkelblau) bei 30 h zyklischer
Dehnung bei 24 mHz zu sehen. In B sind die kumulierten Haufigkeiten der Gesamtverteilun-
gen sowie zusitzlich zum Vergleich noch die Verteilung von MEF-WT (grau, siehe Abb. 3.7)
dargestellt.
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3.3 Die Rolle von p130Cas bei zyklischer Dehnung

p130Cas ist ein in der FA verankertes Protein, das aufgrund seiner Eigenschaften als ein
moglicher Mechanosensor fiir Dehnung diskutiert wird [101]. Im Folgenden wurde die Be-
deutung von pl130Cas, insbesondere von dessen Substratdoméne, fiir die Fahigkeit von
Zellen, zyklischer Dehnung auszuweichen, untersucht. Hierzu wurden MEF-W'T-Zellen
mit siRNA gegen p130Cas transfiziert und zyklisch gezogen (siehe 2.5.2). Des weiteren
standen p130Cas-Knockout-Zelllinien zur Verfiigung die mit drei verschiedenen Vekto-
ren stabil transfiziert waren [38]: einem leeren Kontrollvektor, einer WT Variante von
p130Cas sowie einem pl30Cas-Konstrukt in dem alle 15 Tyrosine der Substratdoméne
durch Phenylalanin ersetzt waren und die somit eine nicht-phosphorylierbare oder stille

Form darstellte.

3.3.1 Knockdown von p130Cas mittels siRNA

Die Transfektion mit siRNA erfolgte iiber Metafectene (siehe Abschnitt 2.1.3) als Trans-
fektionsreagenz. Zur Optimierung des Knockdowns wurden die Zellen zwei mal mit einem
Abstand von 48 h transfiziert. Der Knockdown wurde sowohl auf Proteinebene iiber Wes-
tern Blot (Abschnitt 2.3) als auch auf mRNA Ebene iiber quantitative RealTime PCR
(qRT-PCR, Abschnitt 2.4) iiberpriift. In Abb. 3.14 ist die mittlere Proteinmenge darge-
stellt, wie sie 24 h nach der 2. Transfektion vorlag. Dabei konnte fiir p130Cas iiber siRNA
Cas #1 eine mittlere verbliebene Proteinmenge von 38 % (o = 25%) und iiber siRNA
Cas #3 von 26 % (o = 11%) im Vergleich zum Proteingehalt von Proben, die mit einer

Negativkontroll-siRNA transfiziert wurden, ermittelt werden.
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Abbildung 3.14: Relative Proteinmengen nach Transfektion mit siRNA gegen p130Cas. A zeigt
einen Western Blot gegen p130Cas und B gegen Tubulin. C zeigt die relativen Intensitédten von
p130Cas im Vergleich zur Intensitdt von Tubulin (n = 3), normiert auf die Negativkontrolle
(siRNA NC). Die Isolationen fanden 24 h nach der 2. Transfektion statt. Die Fehlerbalken zeigen

die Standardabweichung an. Danke an S. Born fiir die Western Blots.
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In Abb. 3.15 ist die Proteinmenge nach Transfektion mit siIRNA gegen p130Cas (siRNA
Cas #3) im zeitlichen Verlauf dargestellt. Die Proteine wurden dabei zu unterschiedlichen
Zeitpunkten isoliert und sofort in Loading Dye aufgekocht (siehe 2.3.1). Der Western Blot
wurde gemeinsam fiir alle Proben durchgefiihrt. Die Negativkontrolle sowie der untrans-
fizierte W'T wurden zeitgleich mit dem 0 h Wert isoliert welcher dem Zeitpunkt zu Deh-
nungsbeginn, also 40 h nach der 2. Transfektion entspricht. Fiir den Wert “8 h” wurden
die Zellen zusétzlich 8 h zyklischer Dehnung von 130 mHz ausgesetzt, dieser Zeitpunkt
liegt 48 h nach der 2. Transfektion. Dabei war in der Proteinmenge noch kein Wiederan-
stieg zu sehen, zu beiden Zeitpunkten wurde eine Proteinmenge von 29 % im Vergleich zur
Negativkontrolle (siRNA NC) bestimmt. Die Proteinmenge stieg zum Ende der Versuche,
d.h. 70 h nach der 2. Transfektion bzw. nach 30 h zyklischer Dehnung von 24 mHz bei
14 % jedoch wieder an.
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Abbildung 3.15: Proteinmenge von pl30Cas zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Zellen wurden
24 h nach der 2. Transfektion in Elastomer-Kammern ausgesit und fiir 16 h kultiviert. siRNA
NC, WT und 0 h wurden zeitgleich nach diesen 16 h isoliert. Die Werte bei 8 h und 30 h
beziehen sich auf Proben, die zusédtzlich noch fiir 8 bzw. 30 h zyklischer Dehnung ausgesetzt und
anschlieffend isoliert worden waren. 30 h K wurde nicht gezogen sondern parallel im Inkubator
gehalten und parallel mit 30 h isoliert. Alle Proben wurden direkt nach der Isolation in Loading
Dye aufgekocht und der Western Blot zusammen durchgefiihrt. In A ist der Western Blot gegen
Tubulin dargestellt und in B gegen p130Cas. C zeigt die relativen Intensitédten von pl130Cas

relativ zur Tubulin-Intensitdt. Normiert wurde auf die Negativkontrolle.
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Zur Kontrolle der Effizienz der siRNA wurden zusétzlich quantitative RealTime-PCR
Experimente durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde, nach Aussaat der gewiinschten Zell-
zahlen in Elastomer-Kammern, die verbliebenen Zellen lysiert, die RNA isoliert und eine
qRT-PCR durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.4). Die verbliebene Menge von p130Cas mRNA
lag im Mittel bei 23 % (6 = 7%, n = 3, siRNA Cas #1).

Die Zellen in Kammern wurden wie vorher beschrieben fiir 30 h bei 14 % und 24 mHz
gezogen und nachfolgend ausgewertet. In Abb. 3.16 sind die Haufigkeiten der Orientie-
rungen von MEF-WT-Zellen zu sehen, die entweder mit siRNA gegen p130Cas oder mit
einer Negativkontrolle transfiziert wurden. Letztere zeigten eine Orientierung zu héheren
Winkeln, welche mit untransfizierten MEF-WT-Zellen vergleichbar war. Dagegen waren
Zellen, die mit siRNA gegen p130Cas (siRNA Cas #1) transfiziert wurden, weniger reori-
entiert. Dies zeigte sich auch im Median, der fiir die durchgefiihrten Einzelexperimente mit
64° und 67° (n = 465 und 155 Zellen) geringer war als der von Zellen mit Kontroll-siRNA
mit 71° und 72° (n = 148 und 156 Zellen). Die Gesamtverteilung der mit siRNA gegen

p130Cas transfizierten Probe war signifikant verschieden zu den mit einer Negativkontrolle

transfizierten.
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Abbildung 3.16: Orientierung von Zellen mit vermindertem p130Cas Gehalt. A zeigt die Haupt-
aktinorientierungen in 10° Intervallen von Zellen mit siRNA gegen p130Cas (hellgriin) und einer
Negativkontroll-siRNA (dunkelgriin). B zeigt die kumulierten Haufigkeiten der Gesamtverteilung.
Zum besseren Vergleich wurde auch MEF-WT (siehe Abb. 3.7) dargestellt.

Zur Kontrolle wurden aus den Daten die Verteilungen aller gemessener Aktinorientie-
rungen bestimmt. Diese Verteilungen waren erneut breiter gestreut als die Auswertungen
auf Basis einer Hauptorientierung. Abb. 3.17 zeigt, dass Zellen, die mit einer siRNA ge-
gen pl30Cas transfiziert wurden, eine flachere Verteilung bzw. weniger Orientierungen in
Winkelbereichen senkrecht zur Zugrichtung aufwiesen als bei einer Transfektion mit einer
Negativkontroll-siRNA.

Bei Zellen die mit 130 mHz fiir 8 h gezogen wurden zeigte sich ein geringfiigig anderes

Bild. In Abb. 3.18 sind die Haufigkeiten der Aktinorientierung von untransfizierten Zellen
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Abbildung 3.17: Auswertung der Orientierung aller gemessenen lokalen Aktinorientierungswinkel.
In A sind die Gesamtverteilungen nach Transfektion gegen p130Cas (siRNA Cas #1, hellgriin,
2.549.789 Einzelwinkel, 2 unabhéngige Experimente) bzw. einer Negativkontroll-siRNA (NC,
dunkelgriin, 1.839.826 Einzelwinkel, 2 unabhéngige Experimente) dargestellt. Zum Vergleich ist
die Verteilung von MEF-WT mit angegeben (siche Abb. 3.8). B zeigt die Haufigkeiten der Ein-

zelexperimente .

sowie von Zellen, die mit siRNA gegen pl130Cas (Cas #3) bzw. einer Negativkontrolle
transfiziert wurden, dargestellt. Die verbleibende Menge an p130Cas RNA wurde in einer
qRT-PCR bestimmt und lag in allen 4 Experimenten unter 22 % im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle. Die mediane Zellorientierung lag bei p130Cas Knockdown Zellen im Mittel
bei 77° (6 = 3°, n = 437 Zellen aus 4 Experimenten). Bei Transfektion mit einer Negativ-
kontrolle lag der Median im Mittel bei 76° (o = 5°, n = 412 Zellen aus 5 Experimenten),
wobei von den durchgefiihrten Experimenten 2 durch eine starke Abweichung auffielen;
deren Median lag bei 68° (n = 54 Zellen) bzw. 82° (n = 152 Zellen). Untransfizierte MEF-
WT-Zellen zeigten im Median eine Hauptaktinorientierung von 77° und 84° (n = 116 und
73 Zellen) und ebenfalls eine starke Varianz zwischen den Experimenten. Die Gesamtver-
teilungen zeigten keinen Unterschied zwischen Zellen nach Transfektion mit siRNA oder
einer Negativkontrolle. MEF-WT wich davon leicht ab, ein signifikanter Unterschied der
Verteilungen konnte jedoch nicht bestimmt werden (KS-Test). In 3.18 E sind in 10° In-
tervallen die Histogramme der gemittelten Haufigkeiten sowie deren Standardabweichung
dargestellt. Auch hier lief sich keine Tendenz zu verringerter Reorientierung erkennen.
Zu bemerken ist, dass die Experimente im Vergleich zu anderen Versuchen bei diesen

Frequenzen stéirker streuten (vergl. Abb. 3.7).
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Abbildung 3.18: Zellorientierung bei 130 mHz von MEF-WT bei siRNA Transfektion gegen
p130Cas. In A, B und C sind die kumulierten Haufigkeiten der Einzelexperimente (farbig) so-
wie die jeweilige Gesamtverteilung (schwarz) dargestellt. A zeigt die Verteilungen von Zellen,
die mit siRNA gegen p130Cas (hellgriin, siRNA Cas #3) transfiziert wurden und B die Vertei-
lungen nach Transfektion mit einer Negativkontroll-siRNA (dunkelgriin). C zeigt untransfizierte
MEF-WT-Zellen (hellblau). In D sind die kumulierten Gesamtverteilungen der Messreihen im
Vergleich dargestellt und in E die gemittelten Haufigkeiten sowie deren Standardabweichung in

10° Intervallen.
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3.3.2 Charakterisierung der MEF-Cas -/-, -Cas-15F- und
-Cas-WT-Zelllinien

Die MEF-Cas-Knockout-Zelllinie wurde aus Cas -/- Mausembryonen in der Arbeitsgrup-
pe H. Hirai (Faculty of Medicine, University of Tokyo, Japan) generiert unter der Leitung
von S. K. Hanks (Vanderbilt University, Nashville, TN, USA) stabil mit Plasmiden trans-
fiziert [55]. Dabei wurden drei Zelllinien erzeugt, die jeweils das gleiche Ausgangsplasmid
mit unterschiedlichen p130Cas Varianten trugen. In MEF-Cas -/- wurde aufer GFP kein
weiteres Protein exprimiert. In MEF-Cas-W'T wurde zusétzlich zu GFP-p130Cas expri-
miert und in MEF-Cas-15F eine mutierte Form von p130Cas, in der alle 15 Tyrosine der
Substratdoméne durch Phenylalanin ersetzt sind [38].
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Abbildung 3.19: Western-Transfer Analyse der Cas Zelllinien. Links ist eine Férbung gegen
p130Cas (125 kDa) dargestellt, rechts eine Farbung gegen Tubulin (55 kDa).

Zur Kontrolle, ob Zelllinien die Proteine korrekt exprimierten, wurden Western-
Transfer-Analysen durchgefiihrt (Abb. 3.19). Dabei ist zu erkennen, dass in MEF-Cas-
15F eine grofere Menge pl130Cas als in MEF-WT exprimiert wurde. In MEF-Cas-W'T
war die Expressionsmenge im Vergleich zu MEF-WT leicht erhéht. In MEF-Cas - /- war
eine leichte Restfiarbung zu erkennen. Diese konnte auf eine Kreuzkontamination mit einer
anderen Zelllinie oder aber eine Kreuzreaktion des Antikorpers mit anderen Isoformen von
p130Cas hindeuten. Fiir letzteres spricht, dass sich die zu sehende Bande leicht unterhalb
von pl30Cas befand und sie im Laufe der Experimente nicht stérker wurde (Daten nicht
gezeigt).

Alle drei Zelllinien exprimieren GFP, das jedoch nicht an die zu untersuchenden Proteine
gekoppelt ist, zur Kontrolle der Transfektion. In Abb. 3.20 ist zu sehen, dass sich die GFP
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Intensitét stark zwischen einzelnen Zellen unterschied. Eine generell erhohte Expression
bei einer der Zelllinien war jedoch nicht auszumachen. In der gleichen Abbildung sind
die FA anhand einer Vinculin-Férbung zu erkennen. Sie zeigten eine typische, ldngliche
Morphologie und waren am Zellrand, insbesondere in den Ecken lokalisiert. Auch das
Aktinzytoskelett zeigte bei keiner der drei Zelllinien eine auffillige Abweichung vom MEF-

WT. Insgesamt waren die Zelllinien also fiir die Dehnungsexperimente gut geeignet.

GFP Vinculin Aktin GFP Vinc Aktin

MEF Cas 15F MEF Cas WT

MEF Cas -/-

Abbildung 3.20: Immunfarbung von MEF-Cas-WT, Cas-15F und Cas -/- Zellen. Die Zellen wur-
den fiir die Farbung auf Glas kultiviert. Alle drei Zelllinien exprimierten ungekoppeltes GFP zur
Kontrolle der stabilen Transfektion. Die Zellen wurden fixiert und anschliefend gegen Vinculin
(zweite Spalte) und Aktin (dritte Spalte) gefirbt. Rechts ist die Uberlagerung der drei Farbungen
dargestellt. Mafstab = 10 pm.
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3.3.3 Dehnungsexperimente mit MEF-Cas-WT, -Cas-15F und
-Cas - /-

Die fiir diese Versuche verwendeten Zelllinien (MEF-Cas - /-, gelb, -Cas-15F, rot und -Cas-

WT, grau) wurden wie MEF-WT kultiviert. Die Zellen wurden fiir 30 h bei 24 mHz und

14 % gezogen, anschliefend fixiert, gefarbt und die Hauptaktinorientierungen ausgewertet

(Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21: Vergleich der Orientierung von Zellen in Abhéngigkeit von p130Cas. MEF-
p130Cas-Knockout-Zellen die entweder einen leeren Kontrollvektor (Cas -/-, orange), eine WT-
Variante von p130Cas (Cas-WT, grau) oder eine nicht phosphorylierbare Form von p130Cas (Cas-
15F, rot) exprimierten wurden bei 24 mHz und 14 % fiir 30 h zyklisch gezogen. In A, B und C sind
die kumulierten Haufigkeiten der Hauptaktinorientierungen der Einzelexperimente dargestellt
wobei in schwarz jeweils die entsprechende Gesamtverteilung eingezeichnet ist. In D sind die
Gesamtverteilungen vergleichend zusammen mit MEF-WT (siche Abb. 3.7) dargestellt. In E

sind in 10° Intervallen die gemittelten Haufigkeiten und deren Standardabweichung dargestellt.
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In den kumulierten Haufigkeiten der Gesamtverteilung (Abb. 3.21 D) zeigte sich, dass
MEF-Cas - /- Zellen aber auch MEF-Cas-15F seltener als MEF-Cas-WT in Winkeln senk-
recht zur Zugrichtung orientiert sind. Der gemittelte Median der Hauptaktinorientierung
lag fiir beide Zelllinien bei 65° (o = 3°, n = 736 Zellen fiir MEF-Cas -/- und n = 742 Zel-
len fiir MEF-Cas-15F aus jeweils 3 unabhéngigen Experimenten). MEF-Cas-WT dagegen
war stiarker zu Winkeln senkrecht zur Zugrichtung orientiert und zeigte einen entspre-
chend héheren gemittelten Median von 71° (6 = 4°, n = 627 Zellen aus 3 Experimenten).
Dieser lag somit gleich zu MEF-W'T (siehe 3.2.1). MEF-Cas -/- und -Cas-15F unterschie-
den sich vom MEF-Cas-WT signifikant (KS-Test, p = 0,05), wiahrend zwischen ihnen kein
signifikanter Unterschied festzustellen war.

Die Gesamtverteilungen sowie die gemittelten Einzelexperimente der Auswertung aller
gemessenen Winkel sind in Abb. 3.22 dargestellt. Cas -/- und Cas-15F zeigten beide eine
im Vergleich zu Cas-W'T verminderte Haufigkeit von Winkeln in Richtung senkrecht zur

Zugrichtung.
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Abbildung 3.22: Auswertung aller gemessenen lokalen Aktinorientierungen von Cas -/-, Cas 15F
und Cas WT. In A sind die Gesamtverteilungen aller gemessenen Winkel der angegebenen Zell-
linien dargestellt. In gelb ist MEF-Cas - /- (5.332.102 Einzelorientierungen aus 3 Experimenten),
in rot MEF-Cas 15F (6.354.907 Einzelorientierungen aus 3 Experimenten) und in grau MEF-
Cas WT (5.303.137 Einzelorientierungen aus 3 Experimenten) gezeigt. In B sind die gemittelten
Héufigkeiten und deren Standardabweichungen dargestellt.

Zur Untersuchung des Einflusses der Frequenz auf die Reorientierung bei zyklischer
Dehnung wurden MEF-Cas -/- und -Cas-WT fiir 8 h bei 130 mHz fiir 14 % gezogen. In
Abb. 3.23 A sind die kumulierten H&aufigkeiten von Einzelexperimenten dargestellt, die
an zwei verschiedenen Tagen durchgefiihrt wurden. Der Median der Orientierung lag fiir
MEF-Cas -/- im ersten Experiment bei 51° (n = 123 Zellen) und 62° (n = 146 Zellen)
und fiir Cas-WT bei 71° (n = 145 Zellen). Im zweiten Experiment zeigte MEF-Cas - /-
einen Median von 61° (n = 104 Zellen) und 69° (n = 90 Zellen) und MEF-Cas-WT von
78° (n = 109 Zellen). In beiden Versuchen zeigte MEF-Cas -/- eine geringere Verteilung
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zu hoheren Winkeln als MEF-Cas-WT. Die Ergebnissen schwankten untereinander je-
doch stark. In der Gesamtverteilung hat MEF-Cas - /- eine mediane Orientierung von 61°
und Cas-W'T von 75°. Fiir beide Versuchstage unterschieden sich die Verteilungen von
MEF-Cas -/- im KS-Test signifikant von der Negativkontrolle, wihrend zueinander kein

Unterschied festzustellen war.

Insgesamt zeigte sich ein Einfluss von p130Cas auf die zelluldre Reorientierung, der in
4.3 ausfiihrlich diskutiert wird. Um den weiteren Signalweg von p130Cas zu untersuchen,

wurden Experimente mit dem Adapterprotein von p130Cas, Crk durchgefiihrt.
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Abbildung 3.23: Hauptaktinorientierungen von MEF-Cas -/- und MEF-Cas-WT nach 8 h zy-
klischer Dehnung von 130 mHz und 14 %. MEF-Cas -/- ist jeweils in orange dargestellt, MEF-
Cas-WT in grau. In A sind Experimente dargestellt, die an zwei unterschiedlichen Tagen aber
mit gleichen Versuchsbedingungen durchgefiihrt wurden. In B sind die Gesamtverteilungen von
Cas -/- (orange, n = 463 Zellen aus 4 Experimenten) und MEF-Cas-WT (grau, n = 254 Zel-
len aus 2 Experimenten) als kumulierte Haufigkeit in 1° Schritten dargestellt. In C sind die
Einzelexperimente von MEF-Cas WT und die gemittelten Einzelexperimenten und deren Stan-

dardabweichung von MEF-Cas -/- als Histogramm in 10° Intervallen zu sehen.
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3.4 Untersuchung der Rolle direkter und indirekter
Bindungspartner von p130Cas in der

Reorientierung

3.4.1 Crk

Crk ist ein direkter Bindungspartner von p130Cas, das in zwei Spleifsvarianten (CrkI und
CrkII) exprimiert wird. Ein zu 70 % homologes Protein (CrkL) wird von einem anderen
Genlokus exprimiert [13]. Crk fungiert als Adapterprotein fiir eine Reihe weiterer Pro-
teine, die in verschiedene Signalwege fiihren (siche auch Abb. 4.1). Die Rolle von Crk
und insbesondere die Unterschiede der zwei bekannten Isoformen sollten im Folgenden
untersucht werden.

In der Arbeitsgruppe von T. Curran (The Children’s Hospital of Philadelphia, Phil-
adelphia, PA, USA) wurden Crk und CrkL. Knockout Méause hergestellt und drei MEF
Zelllinien generiert [86]. Die MEF-Crk -/- Zelllinie exprimierte zwar das Homolog CrkL,
aber keine der beiden Isoformen Crkl und CrkII. MEF-CrkL -/- dagegen exprimierte
beide Crk Isoformen, jedoch nicht CrkL. Neben den Knockout Zelllinien wurde von T.
Curran eine MEF-Crk-W'T Zelllinie generiert, die alle drei Proteine unverandert expri-
mierte. Mit MEF-Crk-W'T stand hier eine direkte Vergleichszelllinie zu MEF-Crk -/- zur
Verfiigung, welche daher dem MEF-W'T vorgezogen wurde. Alle drei Zelllinien wurden
mir von T. Curran zur Verfiigung gestellt. Zur Unterscheidung der Zelllinien wurden
Western-Transfer-Analysen durchgefiithrt (Abb. 3.24).

Bei der Farbung gegen Crk waren beide Isoformen gut zu erkennen, CrkI als Einzelbande
und CrklII als Doppelbande auf den zu erwartenden Héhen bei MEF-W'T, -Crk-WT und
-CrkL. MEF-Crk -/- zeigte hier keine Bande. Die Farbung gegen CrkL zeigte bei MEF-
WT, -Crk WT und -Crk -/- eine deutliche Bande die bei MEF-CrkL -/- fehlte. Diese
Zelllinie wrude fiir die Versuche jedoch nicht verwendet und ist hier nur zur Vollsténdigkeit
dargestellt.

Zur Untersuchung, ob Crk einen Einfluss auf die Reorientierung hat, wurden verschie-
dene Zugexperimente mit MEF-Crk -/- und -Crk-WT durchgefiihrt. Die Zellen wurden
sowohl mit einer Frequenz von 130 mHz fiir 8 h als auch bei einer Frequenz von 24 mHz
fiir 30 h gezogen. In Abb. 3.25 sind die Ergebnisse der Einzelexperimente zu sehen. MEF-
Crk-WT zeigte bei 24 mHz eine fast uniforme Verteilung iiber alle Winkel. Der Median
lag mit 48° im Bereich von nicht ausgerichteten Zellen. Bei 130 mHz war eine leichte
Verschiebung zu hoheren Winkeln zu erkennen, die sich in einem etwas erhohten Median
von 58° (o = 1°, n = 3) zeigte. Da MEF-Crk-W'T keine deutliche Orientierung zeigte war
diese Zelllinie nicht als Kontrolle geeignet. Zudem zeigte MEF-Crk -/- ein inkonsistentes
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Abbildung 3.24: Western-Transfer Analyse der drei Crk Zelllinien. Es waren jeweils MEF-WT,
-Crk WT, -Crk - /- und CrkL -/- aufgetragen. Der Blot auf der linken Seite wurde mit einem An-
tikorper inkubiert, der sowohl CrkI (28 kDa) als auch CrkII (40-42 kDa) detektiert. Der mittlere
wurde mit einem Antikorper spezifisch gegen CrkL (39 kDa) und der rechte mit einem Antikorper
gegen Tubulin (55 kDa) gefiarbt. Es wurden zwei verschiedene Protein-Marker verwendet, wobei

der linke Marker in der Farbung gegen Tubulin verwaschen und nicht mehr zuzuordnen war.

Bild. In den ersten durchgefiihrten Experimenten zeigte sich bei 24 mHz eine Verschie-
bung zu Winkeln senkrecht zur Zugrichtung. Zwei zeitgleich durchgefiihrte Experimente
bei 130 mHz zeigten eine noch deutlichere Verschiebung zu hoheren Winkeln. In spéte-
ren Versuchen liefs sich dieses Ergebnis jedoch nicht mehr reproduzieren, da die Zellen
wie MEF-Crk-WT nur wenig Reorientierung zeigten. Uber den Einfluss von Crk auf die

Reorientierung war nach diesen Experimenten keine Aussage machbar.
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Abbildung 3.25: Orientierung von MEF-Crk -/- und MEF-Crk-WT-Zellen bei zyklischer Deh-
nung. Dargestellt sind die kumulierten H&ufigkeiten der Einzelexperimente, MEF-Crk -/- in
tiirkis und -Crk-W'T in dunkelblau. Aufgrund der starken Abweichungen innerhalb der Zelllinien
wurden die Verteilungen nicht gemittelt. In A sind die Orientierungen von Zellen dargestellt, die
mit 24 mHz fiir 30 h gezogen wurden. MEF-Crk-WT enthélt dabei 123 Zellen, MEF-Crk - /- 98
bzw. 119 Zellen. B zeigt die Orientierungen von Zellen, die mit 130 mHz fiir 8 h gezogen wurden.
MEF-Crk-WT umfasst dabei jeweils 104 bis 173 Zellen in 3 Einzelexperimenten, MEF-Crk -/-
132 bis 221 Zellen in 6 Einzelversuchen.
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3.4.2 Dockl

Dockl (Dock180) ist ein Signalprotein, welches iiber Crk an p130Cas bindet [65]. Aktivier-
tes Dockl ist in der Lage das Zyktoskelett zu regulieren [13| und ist damit moglicherweise
in der Signalweiterleitung der Erkennung von zyklischer Dehnung involviert. Um den Ein-
fluss von Dockl auf die Reorientierung von Zellen bei zyklischer Dehnung zu untersuchen,
wurden MEF-WT-Zellen mit einer siRNA gegen Dock1 transfiziert. Die Transfektion wur-
de iiber qRT-PCR {iberpriift und es konnte eine Verminderung der Dockl RNA Menge
auf 16 - 26 % im Vergleich zur Transfektion mit Negativkontroll-siRNA erzielt werden. Bei
den Dehnungsexperimenten war auffillig, dass nur wenige Experimente mit einer Trans-
fektion gegen Dockl auswertbar waren. Bei insgesamt 10 durchgefiihrten Experimenten
waren nur 4 auswertbar, da sich die Zellen in den anderen 6 Experimenten abgelost hatten
ohne dass dafiir ein experimenteller Grund gefunden werden konnte.

In Abb. 3.26 sind die Hauptaktinorientierungen aus den Dehnungsexperimenten bei 24
und 130 mHz dargestellt. Bei 24 mHz wurden zwei Experimente mit je einer Transfektion
gegen Dockl (Dockl #1) sowie einer Negativkontrolle parallel durchgefiihrt. Der erste
Versuch zeigte fiir Zellen, die mit siRNA gegen Dockl transfiziert worden waren, eine me-
diane Ausrichtung von 70° (n = 332 Zellen) und fiir die Negativkontrolle von 66° (n = 243).
Beim zweiten Versuch lag der Median nach Transfektion mit siRNA gegen Dockl bei 72°
(n = 161) und bei der Negativkontrolle bei 68° (n = 177). Alle Ergebnisse lagen im Be-
reich der zum Vergleich dargestellten bisherigen Versuche mit einer Negativkontroll-siRNA
(3.26, B), die einen mittleren Median von 72° aufwies.

Bei 130 mHz zeigten die Zellen, die mit siRNA gegen Dockl transfiziert wurden, ei-
ne deutlich stédrkere Orientierung zu Winkeln senkrecht zur Zugrichtung als die parallel
durchgefiihrte Negativkontrolle. Im Vergleich zu Kontrollen aus anderen Experimenten
zeigte eine Transfektion mit siRNA gegen Dockl1 jedoch keinen Unterschied. Dies spiegelte
sich auch in den Medianen wieder, der fiir beide mit Dock1 #1 transfizierten Experimente
bei 78° (n = 357 und 232 Zellen) lag. Fiir die parallel gezogene Negativkontrolle zeigte
sich ein Median, der mit 71° (n = 230 Zellen) unter den bisherigen Negativkontrollen (79°,
sieche Abb. 3.7) lag.
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Abbildung 3.26: Zellorientierungen von MEF-WT-Zellen mit siRNA Transfektion gegen Dockl
nach zyklischer Dehnung. In A sind die Haufigkeiten nach 30 h bei 24 mHz zyklischer Deh-
nung dargestellt. Die Zellen wurden entweder mit siRNA gegen Dockl (Dockl #1, griin) oder
der Negativkontroll-siRNA (NC, blau) transfiziert. Die Experimente bei 24 mHz teilen sich in
zwei Versuchstage, wobei jeweils eine Transfektion mit siRNA gegen Dockl parallel mit einer
Negativkontrolle durchgefiihrt (jeweils farblich abgesetzt) wurde. Die Gesamtverteilung von bis-
herigen Negativkontrollen ist zum besseren Verstdndnis mit dargestellt (rot, NC Gesamt, siche
Abb. 3.16). C zeigt die Haufigkeiten der Zellorientierung nach Transfektion gegen Dockl (griin)
oder der Negativkontrolle (blau) bei einer hoheren Frequenz (130 mHz, 8 h). In D ist zusétz-
lich die Verteilung von bisherigen Negativkontrollexperimenten (NC Gesamt, siche Abb. 3.18)
dargestellt.
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3.4.3 C3G

C3G ist ein Signalprotein, von dem beschrieben wurde, dass es an p130Cas binden kann
[64]. Es ist, wie Dock1, ein GEF Protein welches jedoch die Aktivierung von Rapl vermit-
telt. Zur Untersuchung, ob die zelluldre Reorientierung, ausgelost durch das mechanische
Signal der zyklischen Dehnung, iiber C3G vermittelt wird, wurden MEF-W'T-Zellen mit
siRNA gegen C3G transfiziert. Der Transfektionserfolg wurde iiber eine qRT-PCR be-
stimmt. Die RNA von C3G konnte iiber die siRNA C3G #5 auf 8 bis 24 % gesenkt
werden, tiber C3G #6 auf 10 bis 34 %.

In Abb. 3.27 sind die Hauptaktinorientierungen von MEF-WT-Zellen, die mit siRNA
gegen C3G transfiziert wurden dargestellt. Die Zellen wurden mit einer Amplitude von
14 % entweder bei 24 mHz fiir 30 h oder bei 130 mHz fiir 8 h gezogen. Alle in den Versu-
chen zu C3G bei 24 mHz ausgewerteten Kontrollen, die mit einer Negativkontroll-siRNA
transfiziert worden waren, zeigten eine im Vergleich zu den bisher beschriebenen Kon-
trollen verminderte Reorientierung. Dies war jedoch in allen Fillen auf einen Ausfall des
Dehnungsapparates und damit einer verkiirzten Dehnungszeit zuriick zu fithren. Da aber
die Versuche mit funktionaler und Negativkontroll-siRNA gleichzeitig im gleichen Gerét
durchgefiihrt wurden galt diese verkiirzte Dehnungszeit fiir alle Fraktionen und die Zell-
orientierungen waren untereinander vergleichbar. Beim Vergleich zeigte sich jedoch kein
eindeutiger Unterschied in der Reorientierung zwischen den mit siRNA gegen C3G oder
einer Negativkontrolle transfizierten Zellen. Nach Transfektion mit siRNA C3G #5 lag
die gemittelte mediane Zellorientierung bei 63° (o = 2°, n = 547 Zellen aus 6 Einzel-
experimenten), nach Transfektion mit C3G #6 bei 68° (o = 2°, n = 501 Zellen aus 4
Experimenten) und nach Transfektion mit einer Negativkontrolle bei 65° (o = 1°, n = 381
Zellen aus 3 Experimenten).

Bei Versuchen mit 130 mHz zeigte sich ein dhnliches Bild. Hier wurden jeweils nur 2
Experimente pro siRNA durchgefiihrt. Dabei zeigte die Negativkontrolle eine sehr star-
ke Schwankung (sieche Abb. 3.27 C). Die Mediane der Zellorientierungen lagen hier fiir
C3G #5 bei beiden Experimenten bei 77° (n = 159 bzw. 369 Zellen), fir C3G #6 bei 75°
und 76° (n = 257 bzw. 202 Zellen) und fiir die Negativkontrolle bei 71° und 81° (n = 248
bzw. 239 Zellen). Eine eindeutig verdnderte Verteilung der Ausrichtungen liefl sich somit
nicht beobachten.
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Abbildung 3.27: Hauptaktinorientierung von MEF-WT-Zellen nach Transfektion mit siRNA ge-
gen C3G. A zeigt die gemittelten Haufigkeiten sowie die Standardabweichung von Einzelexperi-
menten mit MEF-Zellen nach 30 h zyklischer Dehnung mit 24 mHz, B die kumulierten Haufig-
keiten der Gesamtverteilungen. Die verwendeten siRNAs sind C3G #5 (hellblau) und C3G #6
(blau) und die Negativkontrolle (dunkelblau). In griin ist die Negativkontrolle aus Abb. 3.16
mit dargestellt. In C sind die Histogramme der Einzelexperimente von Zellen, die mit 130 mHz
fiir 8 h gezogen wurden, dargestellt; je zweimal C3G #5 in hellblau, C3G #6 in blau und die
Negativkontrolle in dunkelblau. In D sind die kumulierten Héufigkeiten der Gesamtverteilungen

dargestellt. In griin ist die Negativkontrolle anderer Experimente (sieche Abb. 3.18) dargestellt.

3.4.4 Abll

Im folgenden Experiment sollte der Einfluss einer erh6hten Menge aktivierten Crks auf die
Orientierung untersucht werden. Hierfiir wurde die Abll Kinase, die Crk phosphoryliert
und damit fiir die Signalwirkung inaktiviert, iiber siRNA herunterreguliert. Eine Vermin-
derung von Abll sollte in einer verminderten Phosphorylierung von CrkII und damit in
einer starkeren Aktivierung und Bindung an p130Cas resultieren.

MEF-WT-Zellen wurden mit zwei verschiedenen siRNAs (Abll #1 und #2) sowie einer
Negativkontroll-siRNA transfiziert und die Reduktion der Abll-Expression mittels qRT-
PCR bestimmt. Dabei zeigte sich, dass nur die siRNA Abll #2 eine relative Reduktion der
Abll RNA-Menge um 80 % im Vergleich zur Negativkontrolle bewirkt hat, Abll #1 zeigte
mit 87 % verbleibender RNA-Menge nahezu keine Funktionalitat. Des wegen wurden die

damit durchgefiihrten Experimente verworfen.

In Abb. 3.28 sind die Hauptaktinorientierungen dargestellt. Eine Abweichung im Grad



68 Ergebnisse

der Orientierung war nicht zu erkennen, was sich auch in den Medianen der Zell-
orientierung widerspiegelte. Die Mediane der Einzelexperimente von Abll #2 lagen bei
68° bzw. 71° (n = 259 und 172). Die zeitgleich getestete Negativkontrolle siRNA zeigte
Mediane von 69° bzw. 70° (n = 211 und 213). Fiir MEF-WT wurde eine mediane Orien-

tierung von 71° (o = 4°) gefunden. Der KS-Test zeigte keinen Unterschied zwischen den

Verteilungen.
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Abbildung 3.28: Zellorientierung nach Transfektion mit siRNA gegen Abll bei 30 h zyklischer
Dehnung bei 24 mHz. In A sind die Haufigkeiten der Zellorientierungen von Zellen dargestellt,
die mit Abll #2 (hellgriin) oder der Negativkontrolle (dunkelgriin) transfiziert worden waren. In

B sind die kumulierten Haufigkeiten der Gesamtverteilungen dargestellt. Zum besseren Vergleich
wurden MEF-WT-Zellen (blau, siche Abb. 3.7) mit dargestellt.

3.5 Die Rolle von Vinculin bei zyklischer Dehnung

Vinculin ist ein zentrales Strukturprotein der FA, das durch Phosphorylierung oder Bin-
dung von Liganden aktiviert wird [126]. Zur Untersuchung, ob Vinculin an der Reorientie-
rung von Zellen bei zyklischer Dehnung beteiligt ist, wurde eine Vinculin Knockout Zellli-
nie (MEF-Vinc -/-) verwendet. Die Zelllinie wurde zusammen mit einer MEF-WT Zelllinie
(MEF-WT-V) durch die W. Goldmann (Universitit Erlangen-Niirnberg) zur Verfiigung
gestellt. Die MEF-WT-V zeigte allerdings bereits in den Kulturschalen eine ungewohnliche
Morphologie, die eine Vergleichbarkeit mit dem bisher verwendeten WT in Frage stellte.
Dehnungsexperimente an dieser Zelllinie waren nicht auswertbar (siche Abb. 3.29). Die
Zellen safen vereinzelt und wiesen eine auffillige Morphologie auf. MEF-Vinc - /- Zellen
zeigten typische FA, waren in der Lage zu adhérieren und zeigten eine MEF-typische
Morphologie.

Die Zellen wurden mit 24 mHz bei 14 % fiir 30 h gezogen und ausgewertet (siehe Abb.
3.30). Die Zellen zeigen dabei eine flache Verteilung und nur wenig Verschiebung zu héhe-

ren Winkeln. Der Median lag fiir die beiden Einzelexperimente bei 54° bzw. 58° (n = 144
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Abbildung 3.29: Beispielaufnahmen von MEF-WT-V und -Vinc - /- nach zyklischer Dehnung. In
A ist die Morphologie von MEF-WT-V zu sehen. Die Zellen sind kleiner und runder als Vinc -/-
in B. Diese zeigten eine mit MEF-WT (siehe Abb. 3.1) vergleichbarere Morphologie. Mafstab =
10 pm.

und. 130 Zellen) und damit deutlich unterhalb aller anderen getesteten Zelllinien. Die Ex-
perimente stellen einen interessanten Ansatz dar, jedoch miissen fiir eine Aussage tiber die

Beteiligung von Vinculin an der Reorientierung weiterfiihrende Experimente durchgefiihrt

werden.
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Abbildung 3.30: Orientierung von Vinculin Knockout Zellen nach zyklischer Dehnung. MEF-
Vinc - /- Zellen wurden fiir 30 h bei 24 mHz gezogen und die Hauptaktinorientierungen bestimmt.

In A sind die relativen und in B die kumulierten Haufigkeiten dargestellt. Zum Vergleich wurde
MEF-WT (blau, siche Abb. 3.7) mit dargestellt.
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3.6 Phosphorylierungsmuster einzelner Proteine bei

zyklischer Dehnung

Die Analyse der Phosphorylierungsmuster ist eine ander Mdglichkeit zur Untersuchung
der bei einem mechanischen Reiz wie zyklischer Dehnung aktivierten Signalwege. Viele
Proteine wie z.B. p130Cas oder Paxillin befinden sich regulér in einem inaktiven Zustand
und werden erst bei Bedarf durch Phosphorylierung aktiviert. Die Menge eines phosphory-
lierten Proteins im Verhéltnis zur Menge des nicht-phosphorylierten Proteins kann damit
auf die Aktivierung eines Signalweges hinweisen.

Um zu iberpriifen, ob sich eine Erhchung der Phosphorylierung von Proteinen im
p130Cas Signalweg zeigen léasst, wurden eine Reihe von Western-Transfer- Analysen durch-
gefiihrt. Die Zellen wurden hierfiir in Kammern (100.000 Zellen/Kammer) kultiviert und
wie in 2.5.2 beschrieben gedehnt. Nach der Dehnung wurden die Proteine in Anwesenheit
von Phosphatase-Inhibitoren ziigig lysiert und nach Auftrennung und Farbung quantifi-
ziert (siehe 2.3)

Die Etablierung und Optimierung der Versuche und die Analyse der Phosphorylierungs-
stirke bestimmter Proteine in Podozyten, humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC)
bzw. humanen Nabelschnurfibroblasten wurden von Tim Feichtmeier im Rahmen einer
von mir betreuten Bachelorarbeit® durchgefiihrt und das erstellte Protokoll von mir auf
die MEF-Zellen iibertragen.

3.6.1 Phosphorylierung von Erkl/2 in Podozyten nach zyklischer
Dehnung

Zur Kontrolle der Versuchsbedingungen wurden Vorexperimente an Podozyten durchge-
fithrt, von denen bekannt war, dass ein Anstieg der Phosphorylierung der Erk1/2 Proteine
als Reaktion auf zyklische Dehnung beobachtet werden kann [32]. Die Versuchsbedingun-
gen an unserem Institut wurden so weit wie moglich den beschriebenen angepasst. Die
Zellen wurden daher zwischen 0 und 20 min bei 0,2 Hz und 24,9 % gezogen. Zuséatzlich
wurden die Zellen 3 h vor den Versuchen in serumfreiem Medium gehalten. In Abb. 3.31
sind die Western Analysen* dieser Experimente zu sehen. Gefiarbt wurde mit einem An-
tikorper gegen Erk1l/2 (A) und einem Antikorper, der speziell die phosphorylierte Form
(pErk1/2 T202/Y204, B) erkennt. Die Intensitédten der Banden wurden quantifiziert und
sind in C dargestellt. In diesem Versuch ist bereits nach 2 min ein Anstieg der Phos-

phorylierung zu erkennen die bei 5 min ihr Maximum erreicht und bei 20 min wieder

3Tim Feichtmeier, Etablierung von Phosphorylierungsanalysen an Adhésionsproteinen tierischer Zellen
unter zyklischer Dehnung, Bonn 2010
4Die Western Blots sind der Bachelorarbeit von Tim Feichtmeier entnommen.
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Abbildung 3.31: Western-Transfer Analyse der Phosphorylierung von Erk1 /2 bei zyklischer Deh-
nung. Die verwendeten Podozyten wurden zwischen 0 und 20 min gezogen. A zeigt eine Férbung
gegen Erkl/2 (44 und 42 kDa), B eine gleichzeitige Farbung gegen phosphoryliertes Erk1/2. In
C ist die Quantifizierung von pErkl/2 im Verhéltnis zu Gesamt-Erk1 /2 relativ zur ungezogenen

Kontrolle dargestellt. Unter den Balken sind die relativen Werte angegeben.

Im Rahmen der Bachelorarbeit wurden die Versuche zu Erkl/2 auch an HUVEC und
Nabelschnurfibroblasten durchgefiihrt. Die Zellen wurden ebenfalls fiir 3 h in serumfreiem
Medium kultiviert. In Abb. 3.32°% sind Western-Transfer-Analysen der Zellen bei 0, 5, 10
und 20 min zyklischer Dehnung von 0,2 Hz und 24,9 % dargestellt. In C und D sind die
Quantifizierungen der Phosphorylierung relativ zur Tubulin-Menge dargestellt. Bei HU-
VECs war ein starker Anstieg zu erkennen. Nach 5 min war bereits die 6fache Menge
Erk1/2 phosphoryliert, nach 20 min die 20fache Menge. Bei Nabelschnurfibroblasten stieg
die Menge an phosphoryliertem Erkl/2 nach 5 min ebenfalls auf die etwa 6fache Men-
ge an, sank danach jedoch wieder ab. Zu beachten ist, dass diese Versuche nur einmal

durchgefiihrt wurden.

5Die Western Blots sind der Bachelorarbeit von Tim Feichtmeier entnommen.
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Abbildung 3.32: Western-Transfer-Analysen von HUVEC und Nabelschnurfibroblasten. Die Zel-
len wurden jeweils fiir 0, 5, 10 oder 20 min zyklisch mit 0,2 Hz und 24,9 % gezogen. In A ist eine
Farbung gegen Tubulin (55 kDa) und in B gegen phosphoryliertes Erk 1/2 (T202/Y204, 42 und
44 kDa) dargestellt. In C und D sind die relativen Mengen von phosphoryliertem Erk 1/2 relativ

zu Tubulin dargestellt.

Parallel zu den Untersuchungen mit Erk 1/2 wurden an den Nabelschnurfibroblasten
Untersuchungen zur Phosphorylierung von p130Cas durchgefiihrt. In Abb. 3.33% sind die
Western-Transfer-Analysen dargestellt. Die Farbung gegen phosphoryliertes p130Cas war
dabei teilweise sehr schwach. Die Intensitdten des phosphorylierten p130Cas wurden rela-
tiv zu Tubulin (sieche Abb. 3.32) oder zum gesamtem p130Cas berechnet. Die Ergebnisse
der Quantifizierung waren dabei nicht schliissig und wichen teilweise stark voneinander ab.
Ein eindeutiger Anstieg oder Abfall der Phosphorylierung konnte daher nicht bestimmt

werden.

6Die Western Blots sind der Bachelorarbeit von Tim Feichtmeier entnommen.
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Abbildung 3.33: Western-Transfer-Analysen von HUVEC und Nabelschnurfibroblasten. Es wurde
das gleiche Proteinlysat eingesetzt wie in Abb. 3.32. In A ist eine Farbung gegen p130Cas (130
kDa) und in B gegen phosphoryliertes p130Cas (Y165) dargestellt. In C und D sind die relativen

Mengen von phosphoryliertem p130Cas relativ zum Gesamt-p130Cas sowie zu Tubulin (siche
Abb. 3.32) dargestellt.

3.6.2 Phosphorylierung von Crk und p130Cas in MEF-WT nach
zyklischer Dehnung

Die von Tim Feichtmeier etablierte Methode wurde von mir fiir die Untersuchung von
MEF-Zellen angepasst. Hierfiir wurden in der Kammer weniger Zellen (50.000) ausge-
sit und die Dehnungsbedingungen den Orientierungsexperimenten angepasst (24 mHz
bei 14%). Auf eine Kultivierung in serumfreiem Medium wurde verzichtet. Die Dau-
er der Dehnung wurde fiir die Experimente auf 5 und 10 min reduziert. In Abb. 3.34
sind Western-Transfer-Analysen von MEF-Zellen dargestellt. Die Versuche wurden unter
gleichen Bedingungen mehrfach wiederholt. In C und D sind die relativen Mengen phos-
phorylierter Proteine zum Gesamtprotein dargestellt. Fiir p130Cas liefl sich nach 10 min
ein leichter Anstieg um 34 % in der Phosphorylierung im Vergleich zum Ausgangswert

zeigen, wobei die Standardabweichung der insgesamt 5 durchgefiihrten Experimente 24 %
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betrug. Fiir Crk II war ein Absinken der Phosphorylierung nach 5 min um 20 % und nach

10 min auf 76 % zu sehen.
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Abbildung 3.34: Western-Transfer Analyse von MEF-WT-Zellen nach 0, 5 und 10 min zyklischer
Dehnung. In A und B sind Beispiele der Western Analysen dargestellt. A zeigt Farbungen gegen
pl130Cas (Cas) und phosphoryliertes Cas (pCas Y410). In B sind die Lysate aus der gleichen
Isolation gegen Crk II und phosphoryliertes Crk II (pCrk II Y221) gefdrbt. C und D zeigen
jeweils die Proteinmengen von phosphoryliertem Protein im Verhéltnis zur Gesamtmenge des

Proteins.

Die Experimente mit Farbung gegen Crk wurden auch bei héheren Frequenzen (130
mHz) durchgefiihrt. Diese waren jedoch in keinem Fall eindeutig quantifizierbar, da sie
einen starken Hintergrund zeigten oder die eingesetzte Proteinmenge zu gering war. In
diesen Experimenten lieft sich jedoch auch visuell keine Tendenz zur verminderten Phos-
phorylierung erkennen.

Uber die Phosphorylierungsanalysen nach zyklischer Dehnung lisst sich zusammenfas-
send sagen, dass diese Experimente eine grofse Varianz aufweisen und eine Aussage daher

nur bedingt machbar ist. Dennoch stellen die mehrfach durchgefiithrten Experimente der
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Phosphorylierung von p130Cas einen weiteren Hinweis auf die Aktivierung dieses Proteins
bei zyklischem Verzug. Dies ist konsistent mit der verringerten Reorientierung von Zellen,
denen dieses Protein fehlt. Auch eine Beteiligung von CrkIl an der Reorientierung kann
durch die verstarkte Aktivierung des Proteins angenommen werden.

Die Zusammenhénge der gesamten Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt detailliert

betrachtet und diskutiert.






4 Diskussion

Viele Zellen im Koérper, wie z.B. Zellen in Arterien oder der Lunge, sind zyklischer Deh-
nung als Folge des Herzschlages oder der Atmung ausgesetzt. Die Reaktion auf einen sol-
chen Reiz fiihrt bei einer Vielzahl von Zelltypen zur Reorientierung oder Umverlagerung
der Zelle, hin zu Winkeln senkrecht zur Zugrichtung. Trotz zahlreicher Untersuchungen
ist wenig iiber die Signalwege bekannt, die bei der Erkennung des Reizes der zyklischen
Dehnung beteiligt sind. Bisherige Untersuchungen des Signalweges beruhen auf in wvitro
Systemen, wobei einzelne Bestandteile isoliert und in zellfreien Systemen die Aktivitdten
und Interaktionen von Proteinen untersucht wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde
der Signalweg in Zellen, in vivo untersucht. Statt Proteine zu isolieren wurden einzelne
Proteine oder Proteinklassen ausgeschaltet oder herunterreguliert. Uber die Quantifizie-
rung der Orientierung von Zellen konnte nachfolgend der Einflut der einzelnen Proteine
gemessen und verglichen werden. Diese Untersuchung stellt damit den néchsten Schritt
im Verstdndnis der beteiligten Signalwege dar.

Die hierfiir verwendeten MEF-Zellen haben den entscheidenden Vorteil, dass viele De-
letionsmutanten zur Verfiigung stehen. Fiir die Auswertung ihres Aktinzytoskeletts bei
zyklischer Dehnung miissen jedoch zunéchst die Eigenschaften des Zytoskeletts kritisch
betrachtet werden. Der Algorithmus der Auswertung sowie der vorgestellte Ordnungspa-
rameter werden ebenfalls im folgenden Abschnitt besprochen. Danach werden die durch-
gefiihrten Experimente einzeln betrachtet und in den Zusammenhang des aktuellen For-

schungsstandes eingeordnet.

4.1 Orientierungsbestimmung von MEF-Zellen

4.1.1 Orientierung der Zellform

Die Orientierung von Zellen kann iiber das Zytoskelett oder iiber die Form bzw. Lage
der Zellen bestimmt werden. Zur Untersuchung, ob die Zellform eine geeignete Metho-
de darstellt, wurden die in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Dehnungsexperimente neben
ihrer Hauptaktinorientierung auch iiber ihre Zellform ausgewertet. Fiir die Bestimmung
anhand der Zellform wurde fiir jede Zelle eine Ellipse berechnet (siche Abschnitt 2.5.2).
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Die Léngsachse der Ellipse gab die Orientierung der Zelle an. In Abb. 3.9 sind die El-
lipsen der Experimente von MEF-WT, -SYF und -Src++ bei 24 mHz fir 30 h sowie
die zugehorigen Kontrollen dargestellt. Dabei war zu sehen, dass die Orientierung von
MEF-WT zu hoheren Winkeln tendiert. Eine solche Reorientierung war bei MEF-SYF
sowie den Kontrollen nicht zu sehen. MEF-Src++ zeigte ebenso wie in der Auswertung
iiber die Hauptaktinorientierung einen intermedidren Effekt, im Vergleich zur Kontrolle
lag der Median hoher und die Verteilungen waren signifikant verschieden. Im Vergleich zur
Hauptaktinorientierung (siehe 3.7) war die Reorientierung von MEF-WT jedoch auffillig
geringer.

MEF-Zellen wiesen typischerweise eine dreieckige oder sternformige Morphologie auf
(sieche Abb. 3.1), was die Berechnung einer Ellipse beeinflusste. Zum anderen wurde ge-
zeigt, dass die Orientierung der Zellform dem des Aktinzytoskeletts zeitlich nachfolgt [36],
so dass bei der Bestimmung der Ellipsen eine unvollstiandige Orientierung zu sehen gewe-
sen sein konnte. Allerdings war die Versuchsdauer mit 30 h bereits recht lang und kénnte
zur Uberpriifung auch nicht verlingert werden, da MEF-Zellen sich sehr schnell repro-
duzieren, konfluent wachsen und eine Auswertung damit nicht mehr vergleichbar wére.
Desweiteren wiirde die Zellform auch bei langeren Experimenten weiterhin die Berechnung
der Ellipse beeinflussen.

Auftillig ist auch, dass alle Mediane der Kontrollexperimente unterhalb der zu erwarten-
den 45° lagen und die Zellen eine Tendenz zu niedrigeren Winkeln aufwiesen. Ein Grund
hierfiir konnte sein, dass nur fiir Zellen eine Ellipse berechnet wurden, die keinen Kontakt
zum Rand der Aufnahme aufwiesen. Da alle Bilder bei Aufnahme die Form eines Recht-
eckes mit der Zugorientierung parallel zur Léngsseite hatten, wurden durch die Auswahl
der Zellen innerhalb des Bildes moglicherweise Zellen in Langsrichtung bevorzugt.

Die MEF typische Zellform sowie die Art der Aufnahme beeinflussten die Auswertung
der Zellform daher zu stark, so dass insgesamt die Auswertung anhand der Aktinorientie-

rung bevorzugt wurde.

4.1.2 Das Aktinzytoskelett

MEF-Zellen zeigen ein diffuseres Zytoskelett als die fiir Orientierungsanalysen oft verwen-
deten Endothelzellen [36]. Das bedeutet, dass auch bei sehr stark ausgerichteten Zellen ein
Teil der Stressfasern in beliebige Richtungen zeigte (Abb. 3.1). Dennoch war die Ausrich-
tung des Zytoskeletts analysierbar. Im Vergleich zur Zellform (Abb. 3.9) zeigte sich sogar
eine deutlichere Orientierung. Zudem wiesen auch nicht gezogene Kontrollzellen meist
eine Richtung in ihrem Zytoskelett auf, was sich auch im vergleichbaren Ordnungspara-
meter zwischen zyklisch gedehnten Zellen und Kontrollzellen widerspiegelt. Die Richtung,

in die die Kontrollzellen zeigten, war dabei jedoch nicht gerichtet und in der Gesamt-
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verteilung der Experimente iiber alle Winkel verteilt (siche Abb. 3.7). Die Ausrichtung
in den einzelnen Zellen wurde vermutlich durch die Zellform hervorgerufen, die meistens
langgestreckt war. Zudem durchspannte das Aktinnetzwerk die Zelle lings, wobei die
Stressfasern weitestgehend parallel geordnet waren. Am Zellrand waren die Stressfasern
besonders gebiindelt und hatten, wenn das Aktinzytoskelett sonst sehr schwach oder diffus

ausgepragt war, einen starken Einfluss auf die Orientierungsbestimmung.

Als abschlieffende Kontrolle wurden die Dehnungsexperimente verglichen, indem statt
einer Hauptorientierung pro Zelle alle gemessenen Winkel des Aktinzytoskeletts ausge-
wertet wurden (siehe Abb. 3.8; 3.17 und 3.22). Dabei zeigte sich in allen Féllen eine
Tendenz, die mit der Hauptaktinorientierung vergleichbar war. Damit konnte bestétigt
werden, dass die Verwendung des Maximums der Winkelhaufigkeit nicht die gemessenen

Orientierungen verdndert und fiir die Versuche verwendet werden konnte.

4.1.3 Auswertung der Aktinorientierung

Fiir die Auswertung der Aktinorientierung wurden aus jeder Dehnungskammer zwei Bild-
reihen, eine in x- und eine in y-Richtung aufgenommen und die Zellorientierung anhand
des Zytoskeletts nachfolgend computergestiitzt ausgewertet. Der Algorithmus ermdglicht
die Bestimmung der Zellorientierung grofter Zellzahlen weitestgehend ohne Beeinflussung
durch den Anwender. MEF-Zellen haben jedoch die Tendenz, Verbindungen zur Nachbar-
zelle herzustellen und sich zudem zu schnell zu teilen. Daher mussten mehr Zellen manuell
geloscht werden, als urspriinglich vorgesehen. Die Kriterien fiir solche manuellen Ande-
rungen wurden fiir alle Zelllinien gleich behalten und in allen Fillen gut begriindet. Um
auszuschliefen, dass durch die manuelle Nachbearbeitung das Ergebnis verdndert wurde,
wurden in einem Experiment Aufnahme und Auswertung im Blindversuch durchgefiihrt
und die Ausrichtungen den Zelllinien erst hinterher zugeordnet. Dabei zeigte sich kein
Unterschied zu den normal durchgefiihrten Auswertungen. Aufserdem wurden die Daten-
beschriftungen der Mikroskopaufnahmen im normalen Ablauf so gewéahlt, dass wiahrend

der Auswertung Zelltyp und Dehnungsparameter nicht zu lesen waren.

Die Experimente innerhalb eines Genotypes zeigten ebenfalls Variationen. Zur Uber-
priifung, ob diese Streuung die Ergebnisse beeinflussen kénnte, wurden die MEF-W'T
Experimente in zwei Gruppen geteilt. Jeweils die mit dem héchsten Median und die mit
dem niedrigsten Median wurden zusammen ausgewertet. Die Unterschiede der beiden
Gruppen sind in Abb. 3.10 dargestellt. Dabei zeigte sich, dass die Differenzen zwischen
den Gesamtverteilungen von MEF-W'T, -SYF und -Src++ in jedem Fall grofler waren als
die Streuung innerhalb von MEF-WT.
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4.1.4 Ordnungsparameter

Der fiir die Versuche verwendete Ordnungsparameter erlaubt einen Riickschluss auf die
Qualitat der Orientierung. Je stiarker Zellen eine Orientierung in eine Richtung aufweisen,
umso grofer ist der Ordnungsparameter. Von einem Schwellenwert zur Auswahl der Zellen
wurde abgesehen, da der mittlere Ordnungsparameter zwischen den Zelllinien schwankte
und dadurch keine gemeinsame klare Grenze fiir die Zelllinien gesetzt werden konnte
(siche Abb. 3.4 und 3.5). Zudem hatten Zellen mit einem sehr starken Ordnungsparameter
meist keine MEF typische Morphologie, sondern waren nadelférmig langgezogen ohne
erkennbares Zytoskelett.

Die Verteilungen der Ordnungsparameter von MEF-WT, -SYF und -Src++ unterschie-
den sich gezogen signifikant von den nicht gezogenen (Abb. 3.7). Eine klare Tendenzen
konnte jedoch nicht aufgezeigt werden. Bei MEF-WTT stieg er bei Dehnung an, wéahrend er
bei -SYF und -Src++ sank. Ob dieses Verhalten spezifisch war oder auf anderen Griinden
beruhte, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden, da hierfiir weitere
Experimente notwendig gewesen wéren.

Von humanen Nabelschnurfibroblasten und Endothelzellen ist bekannt, dass das Zy-
toskelett bei zyklischer Dehnung verstarkt wird [36, 117]|. Eine solche Beobachtung koénn-
te bei MEF-Zellen dariiber hinaus die Auswertung beeinflussen, indem das stérkere Zy-
toskelett ein stiarkeres Signal vermittelt. Beim Vergleich der Ordnungsparameter zeigte
sich jedoch, dass MEF-SYF einen hoheren Ordnungsparameter aufwies als der MEF-WT.
Damit kann ausgeschlossen werden, dass die bei MEF-SYF verminderte Fahigkeit zur Re-
orientierung durch ein verringertes Signal des Aktinzytoskeletts hervorgerufen wurde. Von
Cas-Knockout-Zellen wurde beschrieben, dass sie {iber kiirzere und ungeordnetere Stress-
fasern verfiigen [55] und dadurch ebenfalls die Messung der Orientierung beeinflussen
konnten. Diese Moglichkeit kann hier jedoch ausgeschlossen werden, da der Ordnungspa-
rameter fiir MEF-Cas - /- hoher ausfiel als fiir -Cas-W'T (siche Abb. 3.6).

4.2 Einfluss der SFK auf die Reorientierung

Die Kinasen der Src-Familie spielen eine wichtige Rolle in der integrinvermittelten Signal-
tibertragung [66]. Sie regulieren dabei Zellmigration, integrinvermittelte Adhésion und die
Ausbreitung der Zelle [21].

Eine weiteres Wirkungsgebiet der SFK zeigt sich bei MEF-SYF. Bei diesen Zellen ist
der Abbau der FA sowie die Migrationsrate deutlich vermindert [118] und beides konnte
die Auswertung der Zellorientierung beeinflussen. Zur Untersuchung, ob die FA-Dynamik
durch die fehlenden Kinasen beeinflusst ist, habe ich im Rahmen der vorhergehenden

Diplomarbeit FRAP-Analysen an Vinculin durchgefithrt. Dabei wurde die Austausch-
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dynamik von GFP-Vinculin an FA der Zellperipherie untersucht. Auf Basis bestehender
Literatur [79] wurde die Austauschrate aufgrund der stiarkeren Phosphorylierung der peri-
pheren FA im MEF-WT am stérksten vermutet. Ein Unterschied konnte jedoch zumindest
fiir Vinculin nicht bestétigt werden [84]. Des weiteren ist die Migrationsrate bei MEF-SYF
im Vergleich zum MEF-W'T als verringert beschrieben, wodurch es zu einer Verzogerung
in der Reorientierung kommen konnte [118|. Die Dauer der zyklischen Dehnung ist je-
doch mit 30 h sehr lange und die verringerte Migrationsgeschwindigkeit sollte hier keinen

Einfluss haben.

Uber die Wirkung der SFK bei der zellulidren Reorientierung durch zyklische Dehnung
war bisher nur bekannt, dass durch Reduktion von Src und FAK diese Reorientierung
vermindert ist [82, 96]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigen den Einfluss
von Src und zeigen zudem, dass auch Yes und Fyn beteiligt sind. MEF-SYF-Zellen, denen
die drei ubiquitdr exprimierten Kinasen fehlen, hatten eine deutlich verminderte Fahig-
keit, die zyklische Dehnung zu erkennen und darauf zu reagieren (siche Abschnitt 3.2).
Insbesondere in Winkeln zur Zugrichtung (0° - 30°), also in Bereichen, in denen die Deh-
nung besonders stark ist, fanden sich bei -SYF mehr als dreimal so viele Zellen wie bei
MEF-WT.

Auch bei héheren Frequenzen zeigte sich der Unterschied zwischen MEF-WT und -SYF
(Abb. 3.11). Hier wurden die Zellen bei 130 mHz (SYF) oder 100 mHz (WT) zyklisch
gezogen. MEF-WT reorientierte bereits nach einer Stunde sehr stark, wéahrend -SYF auch

nach 16 Stunden nur eine geringe Tendenz zu hoheren Winkeln erkennen liefs.

Der Einsatz von SFK Inhibitoren unterstiitzt das Ergebnis weiter. Unter Einfluss von
PP2 orientierten MEF-Zellen weniger als unter PP3 oder unbehandelt (siche Abb. 3.13).
Hier ist jedoch anzumerken, dass auch PP3 als nicht inhibierende Kontrollsubstanz insbe-
sondere in hoheren Winkeln einen Einfluss auf die zellulare Reorientierung ausiibte. Dies
zeigte sich in einem signifikanten Unterschied zwischen den mit PP3 behandelten und
unbehandelten MEF-WT-Zellen. Die durch PP3 verringerte Reorientierung war hierbei

moglicherweise ein Resultat der erhohten Menge DMSO als Losungsmittel der Inhibitoren.

Bei der Verwendung von SU6656 als weiteren SFK-Inhibitor wurde deutlich, dass dieser
stark in den Silikonkautschuk hinein diffundierte und damit im Medium den Zellen nicht
mehr zur Verfligung stand. Es besteht die Mdoglichkeit, dass PP2, das ebenso wie das
Substrat einen hydrophoben Charakter aufweist, ebenfalls in den Silikonkautschuk eindif-
fundierte. Um dem zu entgehen wurde das Medium in den Kammern mehrfach gewech-
selt und stets Inhibitor zugegeben. Dennoch konnte auf Basis nachtriglich durchgefiihrter
Immuncytochemischer Experimente nur eine geringe Verminderung der SFK-abhéngigen

Phosphorylierungen gemessen werden.

Zur Untersuchung des Einflusses von Src im Vergleich zu Yes und Fyn wurde die Reori-
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entierung einer weiteren Zelllinie betrachte. MEF-Src+-+, der Yes und Fyn fehlt wahrend
Src normal exprimiert wird, zeigte eine intermedidre Orientierung zu hoheren Winkeln
im Vergleich zu MEF-WT und -SYF (siehe Abb. 3.7). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass Src zwar unmittelbar an der Erkennung von zyklischer Dehnung beteiligt ist, jedoch
auch die beiden anderen Kinasen eine Rolle spielen. Das zeigt, dass die SFK hier trotz

ihrer Ahnlichkeit nicht in der Lage sind, einander vollstindig zu komplementieren.

4.3 p130Cas bei zyklischer Dehnung

Von p130Cas wurde beschrieben, dass es bei mechanischer Dehnung in Abhéngigkeit von
Src an mehreren Positionen phosphoryliert wird. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass
das Protein in der Lénge variabel ist. Beides zusammen spricht dafiir, dass p130Cas bei
mechanischem Zug Phosphorylierungsstellen frei gibt, die sonst in der Substratdoméne
verborgen sind (siehe Abb. 4.1). Diese kénnen dann von Src phosphoryliert werden [101].
In der Zelle kénnte dieser Mechanismus zur Wahrnehmung einer auf die FA wirkenden
Kraft dienen und p130Cas damit die Funktion eines zelluldren Mechanosensors iiberneh-
men [41]. Die hier vorgestellten Versuche zeigen, dass p130Cas tatséchlich an der zelluléren
Wahrnehmung von zyklischer Dehnung beteiligt sein muss. Dies wurde hier sowohl auf
Proteinebene als auch auf Ebene der Fahigkeit zur Reorientierung von Zellen nachgewie-
sen.

Bei zyklischer Dehnung von 24 mHz war nach 10 min ein Anstieg um 34 % der Phos-
phorylierung des Tyrosins an Position 410 innerhalb der Substratdoméne von p130Cas
im Vergleich zu 0 und 5 min zu sehen (Abb. 3.34). Allerdings wiesen die Quantifizie-
rungen der Western Blots eine starke Streuung auf. Dies konnte zum einen durch eine
schwache Antikorperfarbung gegen phosphoryliertes p130Cas bedingt sein. Zum anderen
konnte aus Zugkammern meist nur gering konzentriertes Zelllysat isoliert werden, was
die Intensitdat der Banden im Vergleich zum Hintergrund nochmals verringerte. In Abb.
3.33 sind Quantifizierungen von HUVEC und Nabelschnurfibroblasten dargestellt. Die
Experimente zeigen die Quantifizierungen von p130Cas (Y165) im Vergleich zu Tubulin
bzw. zu pl30Cas selbst. Die dabei errechneten Werte schwanken erheblich, je nachdem
welches Protein als Referenz gewéhlt wurde. Fiir Y165 des p130Cas lasst sich aus diesen
Experimenten kein Anstieg der Phosphorylierung erkennen.

Zur Untersuchung der Rolle von p130Cas in der Reorientierung bei zyklischer Dehnung
wurden MEF-Zellen verwendet, in denen p130Cas fehlt oder iiber siRNA herunterregu-
liert war. Mit dem auf die MEF-Zellen abgestimmten Transfektionsprotokoll war eine
fiir p130Cas sowohl auf Protein- als auch auf RNA Ebene deutliche Reduktion zu er-
zielen (siche Abschnitt 3.3.1). Die Reduktion blieb auf Proteinebene bis zum Ende der
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Dehnungsexperimente erhalten. Nach 8 h zyklischer Dehnung (ca. 58 h nach der 2. Trans-
fektion) lag die Reduktion noch auf dem gleichen Niveau wie 24 h nach Transfektion. Nach
30 h Dehnung, also etwa 70 h nach der 2. Transfektion (siehe 2.1.3) konnte jedoch eine
Erholung auf 50 - 70 % beobachtet werden (Abb. 3.14). Ein Einfluss der Erholung des Pro-
teingehaltes auf die gemessene Reorientierung kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen

werden, wobei dieser erst spit im Versuchsablauf erfolgte.

Bei zyklischer Dehnung von 24 mHz fiir 30 h zeigten Zellen, die mit siRNA gegen
pl130Cas (siRNA Cas #3) transfiziert wurden, eine verminderte Orientierung zu hohe-
ren Winkeln im Vergleich zu untransfizierten MEF-WT-Zellen oder solchen, die mit einer
Negativkontroll-siRNA (siRNA NC) transfiziert wurden (Abb. 3.16). Gerade im Winkel-
bereich zur Zugrichtung verblieben bei verminderter p130Cas Expression mehr Zellen als
bei MEF-WT oder der Negativkontrolle. Der Unterschied in der Reorientierung zeigte

sich auch deutlich in der verminderten medianen Orientierung.

Cas-Knockout-Zellen (MEF-Cas -/-), die mit gleichen Parametern gezogen wurden,
zeigten das gleiche Ergebnis. Im Vergleich zu Zellen, die p130Cas reexprimieren (MEF-
Cas-WT), sind die Zellen weniger in der Lage der zyklischen Dehnung auszuweichen (Abb.
3.21). Der Median ist bei MEF-Cas -/- Zellen im Vergleich zum -Cas-WT um die gleiche

Spanne verringert wie bei den Knockdown-Experimenten.

Dehnungsexperimente bei 130 mHz fiir 8 h von MEF-Cas - /- und -Cas-WT-Zellen sind
in Abb. 3.23 dargestellt. Dabei ist zu sehen, dass sich MEF-Cas -/- Zellen insgesamt
deutlich weniger ausrichteten als Cas-W'T. Jedoch ist die Streuung der Einzelexperimente
sehr grofs. Auch bei den in Abb. 3.18 dargestellten Dehnungsexperimenten von MEF-W'T
untransfiziert sowie nach Transfektion mit siRNA gegen pl130Cas (Cas #1) oder einer
Negativkontrolle zeigt sich eine hohe Streuung der Einzelexperimente. Speziell bei der
Negativkontrolle zeigen zwei der fiinf dargestellten Versuche eine deutliche Abweichung
von der Gesamtverteilung. Auch wenn hier eine geringe n-Zahl mit berticksichtigt werden
muss deuten die Daten darauf hin, dass die Zellen bei hoheren Frequenzen variabler rea-
gieren. Zusétzlich zu der breiten Streuung zeigt die siRNA gegen p130Cas keine Anderung
in der Reorientierung. Das Ergebnis, dass Zellen bei 24 mHz bei expressionsreduziertem
p130Cas weniger reorientieren, konnte bei hoheren Frequenzen daher nicht reproduziert
werden. Der Grund hierfiir konnte sein, dass bei hoheren Frequenzen eine geringere Men-
ge an pl30Cas bereits ausreicht, um die Signalwirkung zu aktivieren. Dass bei hoheren
Frequenzen ein anderer Signalweg aktiviert wird, der nicht iber p130Cas lauft, erscheint

unwahrscheinlich, da MEF-Cas - /- Zellen auch hier weniger reorientieren als -Cas-W'T.

Um die Funktionsweise von p130Cas in den Dehnungsexperimente weiter einzugrenzen
wurde zuséatzlich eine Zelllinie untersucht, die eine mutierte Form von p130Cas exprimiert,

in der alle 15 Tyrosine der Substratdoméne durch Phenylalanin (15F) ersetzt wurden [38].
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Damit ist p130Cas vorhanden und kann auch iiber die SFK- und FAK-Bindedoménen in
die FA inkorporiert werden. Bei zyklischer Dehnung zeigte sich aber eine zu MEF-Cas
-/- Zellen sehr &hnlich verminderte Reorientierung. Das bedeutet, dass fiir die Wahrneh-
mung der zyklischen Dehnung die Phosphorylierung der Substratdoméane von p130Cas
von Bedeutung ist. Vereinfacht spricht diese Versuchsreihe dafiir, dass durch die Dehnung
p130Cas innerhalb der FA auseinander gezogen wird. Dabei werden Phosphorylierungs-
stellen der Substratdoméne freigelegt und phosphoryliert. An phosphoryliertes p130Cas
konnen dann weitere Signalproteine binden, von denen das wichtigste das Adapterprotein
Crk darstellt (siche Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung von p130Cas in entspannter und aufgezogener Form.
Wird das Protein auseinander gezogen werden kryptische Phosphorylierungsstellen frei, an die
das Adapterprotein Crk bindet und eine grofse Anzahl verschiedener Proteine rekrutieren kann,
die auf Proliferation, Motilitdt und das Aktinzytoskelett wirken. Aus [13].

4.4 Das Adapterprotein Crk

Crk bildet zelluldre Signalkomplexe, indem es zwei weitere Proteine in rdumliche Néahe
zueinander bringt und dariiber die Interaktion vermittelt. Von Crk sind zwei Isoformen
(CrkI und II) sowie ein homologes Protein (CrkL) bekannt [13]. CrkI und CrkII unterschei-
den sich darin, dass CrklII eine weitere SH3 Doméne aufweist, und {iber Phosphorylierung
reguliert wird. Crk ist ein direkter Bindungspartner von p130Cas und in der Lage, eine
Reihe weiterer Signalproteine zu rekrutieren. Die wichtigsten sind in Abb. 4.1 schematisch

dargestellt.
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Die Experimente zur Phosphorylierung von Crk zeigten, dass CrkIl wenige Minuten
nach Beginn der Dehnung weniger phosphoryliert und damit aktiviert vorliegt (siehe Abb.
3.34). Dies spricht dafiir, dass mindestens CrkII ein Bestandteil des Signalweges ist. Die
Western Blot Experimente zeigten jedoch nur eine geringe Abnahme in der Phospho-
rylierung von 24 % bei drei durchgefiihrten Versuchen. Die Auswertungen von Western
Blots konnen starke Schwankungen aufweisen (siche Abb. 3.33) und die Versuche miissen
mehrfach durchgefiihrt werden, um ein gesichertes Ergebnis zu bringen. Dennoch sind
die Ergebnisse der Phosphorylierung von CrkIl ein gutes Indiz fiir eine Beteiligung des

Proteins an diesem Signalweg.

Die in den Dehnungsexperimenten eingesetzten MEF-Crk-WT-Zellen zeigten bei
24 mHz keine und bei 130 mHz nur eine sehr leichte Reaktion auf zyklische Dehnung
(Abb. 3.25). Damit unterschieden sich MEF-Crk-WT-Zellen von allen bisher getesteten
MEF-WT Zelllinien. Es kann vermutet werden, dass die Zellen iiber einen Defekt verfiigen,
der iiber die hier durchgefiihrten Experimente jedoch nicht ndher bestimmt werden konn-
te. Eine Kreuzkontamination mit MEF-Crk -/- konnte tiber Western-Transfer-Analysen
ausgeschlossen werden. Des weiteren zeigten die Crk-Knockout-Zellen im ersten durch-
gefiihrten Experiment eine sehr starke Orientierung, wahrend sie in allen spéteren Ex-
perimenten nicht mehr reagierten. Die Griinde hierfiir konnen nicht mehr nachvollzogen
werden. Der einzige Hinweis ist, dass zwischen den Experimente neue Zellen aufgetaut
worden waren, da die Zellen im ersten Experiment eine fiir MEF-Zellen ungewohnliche
Morphologie und iiberméfig parallel angeordnete Stressfasern aufwiesen. Moglicherweise
lag hier eine Kreuzkontamination mit einem anderen Zelltyp vor. Uber die Beteiligung
von Crk bei zyklischer Dehnung kann nach diesen Experimenten, speziell aufgrund der
Tatsache, dass bereits der Crk-W'T unter Zug keine Reorientierung aufwies, keine Aussage

gemacht werden.

Eine alternative Untersuchung der Wirkung von Crk auf die Reorientierung bei zykli-
scher Dehnung wére die Reduktion der Crk Menge iiber siRNA. Hierfiir wurden mehrere
siRNAs getestet. Dabei zeigte sich, dass viele siRNAs gegen Crk wirkungslos waren und
nur eine in der Lage war, die Crk RNA-Menge auf maximal 42 % zu reduzieren. Zyklische
Dehnungsexperimente mit einer funktionalen siRNA sind daher bislang nicht erfolgreich
durchgefiihrt worden. Des weiteren wéare wiinschenswert, dass eine Doppeltransfektion mit
siRNA gegen Crk und gegen CrkL etabliert wird, um auszuschlieffen, dass die Proteine

einander komplementieren.

In diesem Zusammenhang wéren auch Reexpressionsexperimente mit Plasmiden, die
GFP-Crkl oder -CrkII tragen, von Interesse. Sollte sich dann fiir den einen oder anderen
Fall eine Reorientierung zeigen, konnte zum einen die Rolle von Crk insgesamt bestétigt

werden und zum anderen sogar moglicherweise die verschiedenen Aufgaben der beiden
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[soformen bestimmt werden. Antoku et al. konnten 2009 zeigen, dass CrkII und CrkL
die kleine GTPase Racl aktivieren, wihrend CrkI die kleine GTPase Rapl aktiviert [5].
Bei der Dehnung des isolierten Zytoskeletts wird eben diese GTPase Rapl aktiviert [109].
Sollten sich die unterschiedlichen Wirkungen der Crk Isoformen bestétigen, wiirde das
bedeuten, dass bei zyklischer Dehnung CrkI verstarkt an phosphoryliertes p130Cas bin-
det. Dem widerspricht jedoch, dass CrkII in Phosphorylierungsanalysen bei zyklischer

Dehnung weniger phosphoryliert und damit in aktivierter Form vorlag.

4.5 Bindungspartner von Crk

Das Adapterprotein Crk interagiert mit einer grofsen Zahl von Signalproteinen, von denen
Dockl, C3G und Abll in Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

C3G

C3G stellt ein GEF (Guanosin Exchange Factor) dar und unterstiitzt den Austausch von
Guanosin an kleinen GTPasen. C3G aktviert die kleine GTPase Rapl, deren Aktivitéit bei
zyklischer Dehnung ansteigt [109]. Damit ist C3G der wahrscheinlichste Bindungspartner
von Crk bei zyklischer Dehnung. Zur Untersuchung wurden Dehnungsexperimente mit
siRNAs gegen das Protein durchgefithrt (Abb. 3.27), die jedoch keinen eindeutigen Un-
terschied zur Negativkontrolle aufzeigen konnten. Bei den Versuchen mit 130 mHz besteht
die Moglichkeit, dass die unverédnderte Reorientierung auf dem gleichen Effekt basiert wie
in den Experimenten mit siRNA gegen p130Cas (Vergl. 4.3). Allerdings war mit siRNA
gegen C3G auch bei 24 mHz kein Unterschied in Bezug auf das Reorientierungsverhal-
ten zur Negativkontrolle zu sehen. Diese Experimente konnten darauf hindeuten, dass
C3G selbst mit der verbliebenen Proteinkonzentrationen von 24 % die volle Funktionsfa-
higkeit aufrecht erhalten kann. Alternativ kann zum jetzigen Zeitpunkt jedoch auch nicht
ausgeschlossen werden, dass C3G nicht im Signalweg involviert ist. Oder aber weitere, par-
allele Signalwege spielen eine komplementierende Rolle. Zur Klarung dieser Moglichkeiten
miissen in einem ersten Schritt die Experimente zur Reorientierung von C3G wiederholt

werden.

Dockl

Bei Dock1 handelt es sich um ein GEF fiir Racl, welches fiir die Funktion noch mit ELMO
interagieren muss, um aktiviert zu werden. Der genaue Mechanismus und die Funktion
sind dabei noch nicht verstanden [13].

Die Dehnungsexperimente mit Dockl wurden durchgefiihrt, indem das Protein in MEF-

WT-Zellen iiber siRNA herunterreguliert wurde. Die Zellen wurden nachfolgend bei
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24 mHz und 130 mHz zusammen mit einer Negativkontrolle zyklisch gezogen (Abb. 3.26).
In den Experimenten bei 130 mHz zeigte die Negativkontrolle eine Reorientierung, die im
Vergleich zu bisherigen Versuchen mit Negativkontrollen verringert war, wihrend Dockl
zu dieser keinen Unterschied zeigte. Bei 24 mHz waren zwei Versuchsreihen durchgefiihrt
worden, die in beiden Féllen im Bereich von Negativkontrollen aus anderen Experimenten
lag. In jedem Experiment war es jedoch so, dass die mit siRNA gegen Dock1 transfizierten
Zellen eine leicht starkere Reorientierung gegeniiber der parallel getesteten Negativkon-
trolle zeigten. Da Dockl mit C3G um die Bindung an Crk konkurriert, kénnte dieses
Ergebnis auf eine indirekte Verstarkung von C3G hindeuten. Dadurch, dass weniger Bin-
dungen mit C3G von Dockl besetzt werden, kénnte C3G stérker an Crk binden und
anschliefsend verstiarkt Rapl aktivieren, was eine erhéhte Reorientierung zur Folge haben
konnte. Allerdings ist die verstiarkte Orientierung im Bereich der {iblichen Streuung der
Experimente und miissten fiir eine Aussage iiber die Zusammenhénge zunachst mehrfach

wiederholt werden.

Abl1

ADbll ist eine Tyrosinkinase, die von den SFK aktiviert wird und CrkII und CrkL phos-
phoryliert und inaktiviert [37]. Eine verringerte Menge dieser Kinase miisste eine stirkere
Aktivierung von CrkII und damit moglicherweise iber die erhohte Aktivitét einen Einfluss
auf das Reorientierungsverhalten von Zellen zur Folge haben.

Es wurden Dehnungsexperimente von MEF-WT-Zellen, die mit einer siRNA gegen Abll
(Abb. 3.28) transfiziert worden waren, bei 24 mHz fiir 30 h durchgefiihrt. Ein Unterschied
im Orientierungsverhalten zwischen mit siRNA gegen Abll oder einer Negativkontrolle
transfizierten Zellen war nicht zu sehen. Beide Experimente lagen auch im Bereich des un-
transfizierten MEF-WT. Ein solches negatives Ergebnis kénnte damit zusammenhéngen,
dass Abll hoch homolog zu Abl2 ist und sich die Kinasen gegenseitig komplementieren
konnten [13, 114|. Eine andere, spekulative Moglichkeit besteht darin, dass die Reorientie-
rung bei zyklischer Dehnung eher durch CrkI als durch CrkII vermittelt wird [5]. Da Crkl
nicht von der Abll Kinase reguliert wird, wire keine Anderung im Grad der Ausrichtung
zu sehen. Zur genaueren Untersuchung der Rolle der Kinase auf zelluldre Reorientierung
sollten jedoch zunéchst Doppeltransfektionen mit siRNA gegen Abll und 2 angestrebt

werden, um eine funktionale Komplementierung auszuschlieffen.

4.6 Alternative Signalwege zu p130Cas

Die Grofte Zahl an Literatur sowie die vielen unterschiedlichen Ansétze deuten an, dass

bereits allein fiir die Erkennung zyklischer Dehnung eine Reihe unabhéngiger, mechano-
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sensitiver Mechanismen existieren. Untersuchungen im Zusammenhang mit Ca?" konnten
beispielsweise zeigen, dass die Umorientierung von Zellen bei zyklischer Dehnung nur
die der Zellform von Ca?" abhiingt, wihrend das Aktinzytoskelett iiber einen anderen
Signalweg reguliert wird [49]. Innerhalb des Aktinzytoskeletts ist eine Mechanosensorik
iiber das typischerweise in der FA lokalisierte Protein Zyxin zu sehen. Bei Dehnung oder
Scherfluss wird dieses, zusammen mit a-Actinin und VASP an die Stressfasern rekrutiert
[120]. Jedoch bleiben die Stressfasern bei Dehnung des Substrates stabil, wiahrend die FA
selbst gestreckt werden [63] und vieles spricht dafiir, dass die an der Reorientierung bei
zyklischer Dehnung beteiligten Signalwege von in der FA lokalisierten Proteinen ausgehen
[43].

p130Cas ist ein Teil dieses Signalweges, wie die Versuche aus dieser Arbeit verdeutli-
chen. Allerdings zeigen -SYF-Zellen eine stérkere Reorientierung als Cas Knockout oder
Knockdown Zellen. Dieser Unterschied bedeutet, dass die Signalwirkung durch das Fehlen
der SFK stéarker unterbrochen ist als durch das Fehlen von p130Cas. Daraus lasst sich
ableiten, dass p130Cas nicht das einzige Substrat der SFK in der Reorientierung von zy-
klischem Verzug sein kann, sondern weitere Proteine phosphoryliert werden, die ebenfalls

an der Reorientierung beteiligt sind.

Neben p130Cas werden verschiedene andere FA-lokalisierte Proteine vorgeschlagen, die
meist iber dhnliche Mechanismen aktiviert werden konnen, wobei Talin, Vinculin und

Paxillin zu den interessantesten gehoren.

Paxillin ist ein Struktur- und Signalprotein in der FA, das mit Vinculin, FAK und
fs-Integrinen interagiert. Paxillin wird durch FAK phosphoryliert und bildet dadurch Bin-
dungsstellen fiir Crk. Untersuchungen von Huang et al. konnten zeigen, dass dieses Protein
fiir die zelluldre Reorientierung in den ersten Minuten von zyklischer Dehnung notwendig
war, wiahrend zu spéateren Zeitpunkten kein Unterschied in der Reorientierung zu erkennen
war [56].

Ein weiteres mogliches Protein, von dem ebenfalls beschrieben wurde, dass es bei Deh-
nung entfaltet werden kann wodurch potentielle kryptische Bindungsstellen frei werden,
ist Talin [29]. Dieses Protein ist eines der ersten Proteine, die in der FA integriert werden
und interagiert u.a. mit Vinculin, Aktin und Integrinen [121]. Vinculin bindet bei der
Aktivierung von Talin an eine solche kryptische Bindungsstelle, was eine Verstarkung der
gesamten Struktur zur Folge hat. Eine solche Verstarkung kann zum Beispiel dann beob-
achtet werden, wenn Kraft, extern durch Dehnung oder intern iiber das Aktinzytoskelett,
auf die Adhésion ausgetibt wird [40].

Vinculin spielt eine zentrale Rolle in der FA. Von diesem Protein sind mehrere Me-
chanismen der Aktivierung untersucht worden. Der genaue Mechanismus ist dabei noch

unbekannt. Zur Untersuchung, ob Vinculin an der Reorientierung von Zellen aufgrund zy-
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klischer Dehnung beteiligt ist, wurde eine Experimentreihe mit Vinculin Knockout Zellen
durchgefiihrt (siehe 3.30). Parallel stand ein WT (MEF-WT-V) zur Verfiigung, der jedoch
eine ungewohnliche Morphologie aufwies und die Experimente daher nicht verwertbar sind
(siehe Abb. 3.29) MEF-Vinc - /- Zellen zeigten im Vergleich zum bisher verwendeten MEF-
WT eine verminderte Reorientierung. Diese beiden Zelllinien sind jedoch aufgrund unter-
schiedlicher Herstellungsgrundlagen der Zelllinien nur bedingt vergleichbar. Um auf eine
Beteiligung von Vinculin an der Mechanosensorik zu schlieffen miissen daher noch wei-
tere Experimente durchgefiihrt werden. Zum einen sollten Reexpressionsexperimente mit
Vinculin in MEF-Vinc -/- Zellen durchgefiithrt werden. Sollte sich dabei eine Beteiligung
von Vinculin an der zellularen Mechanosensorik bestdtigen, wiirden Vinculin-Varianten
mit Mutationen in den Phosphorylierungsstellen Y100 und Y1065 Aufschluf iiber die Ak-
tivierung von Vinculin geben. Wird Vinculin in erster Linie iiber die Phosphorylierung
aktiviert miisste sich bei zyklischer Dehnung von nicht phosphorylierbarem Vinculin eine
ahnliche Verschiebung zu héheren Winkeln zeigen wie bei MEF-Vinc -/-. Bei einer Akti-
vierung durch die Bindungspartner miisste dagegen eine Orientierungsverteilung &dhnlich
zu MEF-W'T zu sehen sein.

4.7 Die Signalkaskade bei zyklischer Dehnung

Die an der Reorientierung durch zyklische Dehnung beteiligten Signalkaskaden sind trotz
intensiver Forschung noch nicht sicher geklart. Die Mechanosensorik findet dabei vermut-
lich in erster Linie in den FA [39, 42| unter Beteiligung von FAK und Src statt [82, 96]. Die
vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass neben diesen Kinasen auch die weiteren ubiquitar
exprimierten SFK, Yes und Fyn, an diesem Signalweg beteiligt sind. Des weiteren kann auf
Basis der hier durchgefiithrten Arbeiten sowie unter Bezugnahme bereits veroffentlichter
Daten anderer Arbeitsgruppen [101] angenommen werden, dass p130Cas eines der zentra-
len mechanosensorischen Proteine darstellt, dass bei Dehnung durch Src phosphoryliert
wird. Die nachsten Signalproteine, die in der zelluldren Reorientierung beteiligt sind, sind
bisher jedoch nur indirekt nachweisbar. An phosphoryliertes p130Cas bindet das Adap-
terprotein Crk welches eine Reihe weiterer Signalproteine rekrutiert. Beispiele hierfiir sind
C3G und Dockl. Diese GEF Proteine konnen verschiedene GTPasen aktivieren, die eine
Vielzahl weiterer Signalwege oder Kinasen aktivieren kénnen [13].

Die Abl-Kinase stellt ein Beispiel fiir einen negativen Riickkopplungsmechanismus dar:
Durch die Aktivierung von Src wird die Kinase aktiviert welche CrkII phosphoryliert und
dadurch inaktiviert. Dies kann jedoch auch dazu fiihren, dass die Signalwirkung verstéarkt
tiber CrkI lauft, welches statt Racl die kleine GTPase Rapl aktiviert [5]. Tamada et al.

konnten an isoliertem Zytoskelett zeigen, dass wenn dieses gedehnt wird, die GTPase Rapl
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der méglichen Zusammenhénge der in dieser Arbeit

untersuchten Proteine. p130Cas ist dabei der zentrale Ausgangspunkt, iiber den die Signalkaskade

induziert wird.

aktiviert wird. Gleichzeitig konnten sie zeigen, dass fiir diese Aktivierung C3G notwendig
ist [109].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beteiligten Proteine auf ihre Rolle in der Reori-
entierung bei zyklischer Dehnung hin untersucht. Die Beteiligung der SFK konnte durch
eine verminderte Orientierung bestitigt werden. Zusétzlich zeigt die unvollstdndige Re-
orientierung von MEF-Src++, dass neben Src auch Yes und Fyn an dieser Reorientie-
rung beteiligt sind. Desweiteren muss, damit die Zelle der Dehnung ausweichen kann,
p130Cas vorhanden sein und phosphoryliert werden kénnen. Jedoch zeigte sich auch hier,
dass MEF-SYF-Zellen deutlich weniger in der Lage waren den Reorientierungsprozess
zu durchlaufen als Cas Knockout Zellen. Dies konnte auf die verschiedenen genetischen
Hintergriinde zuriick zu fithren sein. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass neben p130Cas
auch weitere Signalwege durch zyklische Dehnung aktiviert werden kénnen. Paxillin oder

Talin/Vinculin sind hierfiir diskutierte Optionen.



5 Anhang

5.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Abl1l Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1

Abl2 Abelson-related gene

AF Alexa Fluor

AG Arbeitsgruppe

Arp2/3  Actin-Related Proteins2 und 3

BP Bandpassfilter

bzw. beziehungsweise

C3G Crk SH3-domain-binding guanine-nucleotide releasing factor, Rapgefl
ca. circa

Cas Crk associated Substrate, p130Cas, BCAR1, Breast cancer

anti-estrogen resistance protein 1
cDNA complementary (komplementire) DNA
CRK CT10 Regulator of a Tyrosine Kinase
CSK C-src tyrosine kinase
d. h. das heisst
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleic acid Desoxyribonucleinséure
DTT Dithiothreitol
Dock1l Dock180, Dedicator of cytokinesis
E Glutaminsédure, Glu
E(C)GM Endothelial (Cell) Growth Medium
EDTA Ethylendiamintetraacetic acid
EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N N’ N’-tetraacetic acid
ERK1 Extracelullar signal-Regulated Kinase, MAPK3
ERK2 Extracelullar signal-Regulated Kinase, MAPK1
EZM Extrazellulare Matrix
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FA

FAK
FAT
FERM
FKS

FN
FRAP
FRET
FX

g
GAPDH
GEF
GDP
GFP

Gl

GTP

h

HFT
HUVEC

kDa

KS Test
JNK
LP
MAPK
MEF
MEK
min

NC

p.a.
PBS
PCR
PDGF(R)
PDMS
PFA
PISK

Anhang

Phenylalanin; Phe

Fokale Adhésion(en)

Fokale Adhésions Kinase

Fokal Adhesion Targeting, FA Zielsequenz

4.1 protein, Ezrin, Radixin unnd Moesin

Fotales Kélberserum

Fibronektin

Fluorescence Recovery After Photobleaching

Forster Resonance Energy Transfer, Forster Resonanzenergietransfer
Fokalkomplex(e)

Erdanziehungskraft
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Guanin Nucleotide Exchange Factor, Guanin Austausch Faktor
Guanosindiphosphat

Griin Fluoreszierendes Protein

Gleichung

Guanosintriphosphat

Stunden

Hauptfarbteiler

Human Umbilical Vein Endothelial Cells, Humane
Nabelschnurendothelzellen

Kilo Dalton

Kolmogorov-Smirnov Test

c-Jun N-terminale Kinasen

Langpassfilter

Mitogen-activated Protein Kinasen

Mouse Embryonic Fibroblast, Fibroblast aus embryonaler Maus
MAPK and ERK kinase

Minuten

Negativ Control, Negativkontrolle

pro analysi

Phosphate Buffered Saline, Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerase Chain Reaction, Polymerase Ketten Reaktion
Platelet Derived Growth Factor (Receptor)
Polydimethylsiloxan

Para-Formaldehyd

Phosphatidylinositol 3-kinases
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PIP,
ppb
pY
qRT
RNA
RT
SDS
SFK
SH
Src
SOS
SYF
TBS(T)
TEMED
u.a.
i.N.
VASP
WT
Y

z.B.
7S

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
Parts per billion, Teile pro Milliarde
Phospho-Tyrosin

quantitative RealTime

Ribonucleic acid, Ribonukleinséure
Raumtemperatur

Sodium Dodecyl Sulfat

Src-Familie der Kinasen

Src Homology

c-Sre, pp60Sre, Rous Sarcoma Virus
Son Of Sevenless

Src, Yes und Fyn

Tris Buffered Saline (Tween-20)
N,N,N "N ’-Tetramethylethylendiamin
unter anderem

iiber Nacht

Vasodilator Stimulated Protein
Wildtyp

Tyrosin, Tyr

zum Beispiel

Ziegenserum
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5.2 Materialien

5.2.1 Chemikalien

Anhang

Das verwendete Wasser wurde mit einer Wasseraufbereitungsanlage (Milli-Q, Typ ,,Gradi-
ent A10“, Millipore, Billerica, MA, USA) aufbereitet (18,2 M2, max. 3 ppb TOC-Gehalt).
Zur Aufreinigung oder Verdiinnung von RNA bzw. siRNA wurde RNAse-freies Wasser

verwendet, das im RNeasy Kit oder bei siRNA im Lieferumfang enthalten war.

(3-Aminopropyl)triethoxysilane
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]Joctan (DABCO)
5-Brom-4-Chlor-3-indoxylphosphat
(BCIP/NBT)

Acrylamid

Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Ampicillin

Bis-Acrylamid

Bromphenolblau

Dulbecco’s Modified Eagles Medium,
High-Glucose (DMEM)

Dithiotreitol (DTT)

Endothelial basal medium 2 (EBM-2)
Endothelial Cell Growth Medium (ECGM)
Ethanol, p.a.
Ethylendiamintetraessigsiaure (EDTA)
Ethylenglykol-bis(aminoethyl-ether)-
N,N,N’ N’-tetraessigsdure

(EGTA)

Fetal Bovine Serum, Fotales Kéalberserum
(FKS)

Fibronektin aus humaner Plazenta
FluoMount

Glukose

Glycerin

Glyzin

Isopropanol (2-propanol)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KHyPOy)
LB (Lysogeny Broth)-Pulver

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Applichem, Darmstadt
Lonza, Kéln
Promocell, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

BD Bioscience, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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Lipofectamine 2000
Magermilch-Pulver
Magnesiumchlorid (MgCls)
Marker P2208S

Marker 310007

MES 2(N-Morpholino)-ethansulfonsiure
Methanol

Midi-Prep Kit

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat (NagHPOy)
Natriumhydroxid (NaOH)
Para-Formaldehyd-Losung 37 % (PFA)
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)
Phalloidin Alexa 488

Phalloidin Alexa 546

Phalloidin Alexa 633
Phosphatase-Inhibitor Cocktail (P5726)
Protease-Inhibitor Cocktail (P8340)
QuantiTect Rev. Transcription Kit
Reduziertes Triton X-100

RNeasy Mini Kit

Salzsdure, rauchend 37 % (HCI)
Sylgard 184 Silicone Elastomere Kit
TaqgMan PreAmp Master Mix
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Tris-HC1

Triton X-100

Trypsin/EDTA (0,5% / 0,2%)

Tween 20

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
New England Biolabs,
Frankfurt

GeneOn, Ludwigshafen

Sigma, Taufkirchen
KMF, Lohmar
Qiagen, Hilden
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Merck; Darmstadt

Dow Corning, Wiesbaden

Applied Biosystems
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
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5.2.2 Verwendete Antikorper

Primare Antikorper

Bezeichnung Wirt Bestell- Hersteller
nummer

a-Tubulin, monoklonaler Antikérper Ratte MABI1864 Sigma, Taufkirchen

mAB (YL 1/2)

C3G Maus sc-17840 Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg

Crk I+11 Maus 610035 BD Bioscience,
Heidelberg

Crk II Kaninchen sc-289 Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg

p130Cas Maus 610271 Chemicon, Hofheim

Phospho-CrkIT (Y221) Kaninchen 3491 Cell Signaling,
Heidelberg

Phospho-Tyrosin mAB (PY20) Maus 610000 BD Bioscience,
Heidelberg

Phospho-Vinculin (pY100) Kaninchen Ab1959 Chemicon, Hofheim

polyclonal

Phospho-p130Cas (Y165) Kaninchen 4015 Cell Signaling,
Heidelberg

Phospho-p130Cas (Y410) Kaninchen 4011 Cell Signaling,
Heidelberg

Vinculin mAB Maus V9131 Sigma, Taufkirchen

Sekundire Antikorper

Bezeichnung Wirt Nummer Hersteller und
Bestellnummer

Alkaline Phosphatase anti Ziege A3812 Sigma, Taufkirchen

Kaninchen

Alkaline Phosphatase anti Maus Ziege A3562 Sigma, Taufkirchen

Alkaline Phosphatase anti Ratte Ziege AR438 Sigma, Taufkirchen
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Cy3 anti Maus Ziege 115-166- Jackson
062 Immunoresearch,
West Grove, PA, USA
Alexa Fluor 488 anti Kaninchen Ziege Invitrogen, Karlsruhe
Cy2 anti Maus Ziege Jackson
Immunoresearch,
West Grove, PA, USA
5.2.3 siRNAs und TagMan Sonden
TagManSonden
Bezeichnung Genbezeichnung Bestellnummer
p130Cas BCAR1 MmO00487210 _m1
GAPDH GAPDH Mm99999915 gl
Abll Abll MmO00802029 m1
C3G Rapgefl MmO00475208 m1l
Dockl Dock180 Mm01269874 ml
siRNAs

Alle siRNAs wurden von Qiagen bezogen und die Sequenzen konnen unter der Bestell-

nummer nachgeschlagen werden.

Bezeichnung Name Bestellnummer
Abll #1 Mm_Abll 1 SI00887131
Abll #2 Mm_Abll 2 SI00887138
p130Cas #1 Mm_Bcarl 1 SI00188951
p130Cas #3 Mm _Bcarl 3 SI00188965
Dockl1 #1 Mm Dockl 1 S100982527
C3G #5 Mm_Rapgefl 5 S102676205
C3G #6 Mm_Rapgefl 6 S102696904
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5.2.4 Puffer, Medien und L6sungen

Anhang

Die Puffer wurden mit HCI und NaOH auf einen pH eingestellt, sofern angegeben.

5-fach SDS-Ladepuffer

Acrylamid-Losung (30%)

CB (Zytoskelett-Puffer)

DMEM + +

Lammli-Puffer

PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung)

Protein Transfer-Puffer

250 mM Tris-HCl
500 mM DTT

10% SDS

1% Bromphenolblau
50 % Glycerin

30 g Acrylamid
0,8 g Bis-Acrylamid

150 mM NaCl
5 mM MgCl,
5 mM Glukose
5 mM EGTA
10 mM MES
pH 6,1

DMEM (Sigma)
10% FKS
1 % Penicillin/Streptomycin

25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1 % SDS

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

1,47 mM KHyPOy4
8,1 mM Na,HPO,
pH 74

25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
20 % Methanol
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Trenngel 8%

Trenngel 10%

Trenngel 12 %

Trenngel Puffer

Sammelgel

Sammelgelpuffer

TBS (Tris Buffered Saline)

99

4,6 ml H,O

2,7 ml 30 % Acrylamid-Losung
2,5 ml Trenngel-Puffer

100 pul 10 % SDS-Losung

100 pl 10 % APS

6 nl TEMED

4 ml H,O

3,3 ml 30 % Acrylamid-Losung
2,5 ml Trenngel-Puffer

100 pul 10 % SDS-Losung

100 pl 10 % APS

4 ul TEMED

3,3 ml HyO

4 ml 30 % Acrylamid-Losung
2,5 ml Trenngel-Puffer

100 pl 10 % SDS-Loésung

100 ul 10% APS

4 pl TEMED

1,5 ml Tris
0,4 % SDS
pH 8,8

4,6 ml H,0

2,7 ml 30 % Acrylamid-Losung
2,5 ml Trenngel-Puffer

0,1 ml 10 % SDS-Lésung

0,1 ml 10% APS

0,04 ml TEMED

1 M Tris
0,4% SDS

100 mM Tris
300 mM NaCl
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TBST (TBS Tween20)

Zelllysepuffer

5.2.5 Verbrauchsmaterial

Deckgléaser @ 15 mm #0
Filterpapiere
Homogenisatorsaulen
(QiaShredder)
Nylonmembranen (Hybond
ECL-Membran)

Objekttrager

Parafilm

PCR Abdeckfolien
Pipettenspitzen (div. Grofen)
Pipettenspitzen mit Filter (div.
Grofsen)

Reaktionsgefafse 1,5 ml
Reaktionsgeféife 2 ml
Reaktionsgefifse 15 ml
Reaktionsgeféfse 50 ml
RNeasy RNA Isolations Kit
Schalen, 6 und 12-Loch (Well)
(Cellstar)

Schalen, 48-Loch (Well)
Zellkulturflaschen 25 cm?
Zellkulturflaschen 75 c¢m?

100 mM Tris
300 mM NaCl
0,1 % Tween20

10 mM Tris

158 mM NaCl

1 mM EDTA

0,1 % SDS

1% Natriumdeoxycholat

1% reduziertes Triton X-100

pH 7,2

Menzel, Braunschweig
VWR, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Amersham, Buckinghamshire, UK

VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Eppendorf, Wesseling /Bedzdorf
Eppendorf, Wesseling /Bedzdorf

Eppendorf, Wesseling /Berzdorf
Eppendorf, Wesseling/Berzdorf
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Qiagen, Hilden

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Applied Biosystems, Darmstadt
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg

Anhang
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Zellschaber BD Bioscience, Heidelberg

5.2.6 Gerate

Die Zugapparaturen sind fiir das Institut hergestellt worden. Eine genauere Beschreibung
findet sich in Faust et al. 2011 und in Abschnitt 2.5.2.

Geriét Bezeichnung Hersteller
Begasungs- Typ B12 Heraeus, Osterode
brutschrank
Inverses Axio Observer Z.1 (Cell Carl Zeiss, Jena
Mikroskop Observer)
Inverses Axiovert 200 Carl Zeiss, Jena
Mikroskop
Inverses Axiovert 40 CFL Carl Zeiss, Jena
Mikroskop
Konfokales 510 Meta Carl Zeiss, Jena
Mikroskop (LSM)
Mikroskopkamera Axiocam MRM Carl Zeiss, Jena
Mikroskopkamera Orca ER CCD Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan

Objektiv PlanApochromat 63x NA  Carl Zeiss, Jena

1,4 Ol DIC
Objektiv PlanNeofluar 40x NA 1,3 Carl Zeiss, Jena

Ol DIC
Photometer ND-1000 Nano Drop Products, Wilmington,

Real-Time PCR
Gerat

StepOne RealTime PCR

USA
Applied Biosystems

Sterilbank HeraSafe Heraeus, Osterode
Vakuum-Pumpe  RC6 Vucuumbrand, Wertheim
Wiérmeschrank E400 Memmert, Schwabach
Wasserbad WNB-22 Memmert, Schwabach
Zentrifuge 3-16K Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode
Zentrifuge 5415-R Eppendorf, Wesseling /Berzdorf
Zentrifuge 5415-D Eppendorf, Wesseling /Berzdorf
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