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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Einen wichtigen Ausgangspunkt fiir die Forschung im LabarBiperimentelle
Orthopéadie und Biomechanik der Philipps-Universitat Meigog(EOBM) stellt die
Osteoporoseforschung dar. Den Stand der Forschung undafiecie Fragen gilt
es hier zun&chst kurz aufzuzeigen. Der Knochen reagierhaahanische Stimula-
tion mit Umbauvorgangen. D.h. die Knochenzellen sind inldege diese mecha-
nischen Stimuli als Reiz aufzunehmen und darauf zu reagiéts ist aber noch
nicht endgultig geklart, welche der Zellen im Knochen dreS¢imulus wahrneh-
men. Dass aber Osteoblasten auf bestimmte mechanischdi$éagieren, konnte
schon vielfach gezeigt werden. Geklart ist aber noch nizietdie Information tiber
eine mechanische Stimulation anschlielend in der Zellteeweirarbeitet wird. Das
EOBM Labor bemuiht sich, wie auch viele andere Arbeitsgrappen die Aufkla-
rung der Signalkaskade von Osteoblasten bei mechanistierekung. Ein nahe-
liegender Ansatz zur Erforschung dieser ungeklarten Rhéne ist das einfache
Beobachten der lebenden Zellen. Ziel dabei ist es Erkessdriu sammeln, die bei
einer gezielten und 6konomischen Forschungsplanung ztenee Aufklarung der
Mechanismen essentiell sind. Jede Zelle bt bei der Inieraknit ihrer direkten
Umgebung auf diese Krafte aus. Ob sich diese Kréfte auf é&tierulus hin andern
und wann sie es tun, wirde viel Uber die zugrundeliegendéwa@imechanismen
der Zelle verraten. Eine Technik zur Messung solcher liatemaskrafte ist erst in
den letzten Jahren entwickelt worden, vor allem deshalld,dee nétige Rechen-
aufwand fir eine akzeptable ortliche Auflosung der Krafiehhunerheblich ist.
Da aber inzwischen auch sehr leistungsfahige Personaldemgrhaltlich sind, ist
diese Technik auch ohne Supercomputer in einem durchfaindusgeristeten
Labor durchfuhrbar.

Des Weiteren beschéftigt man sich in der EOBM mit der Wirkuag elektrischen
Feldern auf Osteoblasten. Elektrischer Strom und elekteis-elder werden in der
Therapie bestimmter Erkrankungen Klinisch eingesetZblge konnten in Klini-
schen Studien teilweise auch nachgewiesen werden. Auchedleh in Kultur ha-
ben elektrische Felder einen Effekt. Aber wie die versobmesh Reaktionen auf
elektrische Felder zustande kommen, ist noch nicht geklarKapitel[T.3.2 auf
SeitdB wird beschrieben werden, dass Osteoblasten siclektniechen Feld aktiv
senkrecht zu den Feldlinien ausrichten. Diese Ausrichisinghysikalisch nur vor-
stellbar, wenn sich dabei auch die Interaktionskréafte ddieznit der Umgebung
andern. Erkenntnisse uber die Richtung, die GréRenordeawie den zeitlichen
Verlauf dieser Krafte waren fur die Aufklarung der zugrulegenden Mechanis-
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men extrem wichtig. Ein Ziel dieser Arbeit soll unter andergein, diese Fragen zu
beantworten. Um die Zielsetzung der Arbeit verstandlictzdstellen, ist es ange-
bracht zunachst die verschiedenen Teilgebiete genauebdera.

1.1 Knochenaufbau

Das menschliche Skelett besteht zum gré3ten Teil aus Knodbabei kommen
den Knochen verschiedene Aufgaben zu. Wahrend der ScheiZet@rns eine der
wichtigsten Aufgaben der Schadelkalotte ist, kommt es bai\Wirbelkorpern be-
sonders auf deren stitzende Funktionen an. Bei den Ex&emispielt vor allem
die Hebelfunktion der RGhrenknochen, neben der axialetzfgtiktion, eine wich-
tige Rolle. Von allen Knochen des Koérpers gleichermalien wie metabolische
Funktion des Knochens als Calciumspeicher wahrgenommendéh Blutcalci-
umgehalt konstant zu halten, dient das Skelettsystem &isrPder normalerweise
ca. 99% des Korpercalciums und damit etwa 1 kg speicherterigdr Knochen
besteht aus den Knochenzellen und der Interzellularsaibsiae Interzellularsub-
stanz besteht zu 50% aus Mineralien und zu jeweils 25% ausalthttbnswas-
ser und organischen Verbindungen. Bei den Mineralien Uilegen nadelférmige
Kristalle aus HydroxylapatitC'a,o(PO,)s(OH),). Diese sind von einem Hydrat-
mantel umgeben. Die organischen Verbindungen der Matiedesp insofern hier
noch eine besondere Rolle, als man anhand einiger speeifiBcbteine die Zellen
phanotypisieren kann. Somit kann man auch bei Zellen inufuachweisen, dass
es sich um Osteoblasten handelt. Uber 90% des organischtaridds der Inter-
zellularsubstanz besteht aus Kollagenfasern. Kollageliéib bilden sich aus einer
rechtsgangigen Tripelhelix aus Polypeptidstrangen, deerapetetiven Sequenzen
von 3 Aminosauren gebildet werden. Dabei ist typischergvgsle dritte Amino-
saure Glycin. Die beiden anderen Aminosauren werden haafig’volin und Hy-
droxyprolin besetzt. Die fur die Funktion wichtige Hydrdieyung geschieht durch
Dioxygenasen, welche Vitamin C abhangig sind (Koolman adldriR|1997). Dar-
um ist auch die Zugabe von Vitamin C zu Osteoblasten in Zkilken sinnvoll.
Kollagen wird als Prokollagen in den Extrazellularraumedpgben. Erst dort bilden
sich weitere intra- und intermolekulare Vernetzungen aosiurch dann die extrem
zugfesten, nicht wasserloslichen Kollagenfibrillen zadeakommen. Im Knochen
findet sich zu 94% Typ | Kollagen, der Rest entfallt auf Typuhd Typ V Kol-
lagen (Whitson et al!, 1984). Das von Osteoblasten gekil@steocalcin ist das
zweit haufigste Matrixprotein. Es lasst sich durci25 — (OH ), D5 stimulieren
und ihm wird eine wichtige Funktion in der Calciummobiliset aus den Knochen
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zugeschrieber_(Lian etlal., 1985). Das von Osteoblastethastysierte Osteopon-
tin spielt eine Rolle in der Adhasion der Osteoblasten anegieazellulare Ma-
trix (Oldberg et al.| 1986). Osteopontin wird auch von Ostgkomzellen synthe-
tisiert (Prince and Butl=r, 1987). Des Weiteren kommen @8teonektin und Gly-
kosaminoglykane in der Knochengrundsubstanz vor. An Ze#n Bestandteilen
kann man die Knochenzellen in vier Typen einteilen: Voréiméllen, Osteobla-
sten, Osteozyten und Osteoklasten. Die Aufgabe der viglen Osteoklasten ist
der Knochenabbau, wéhrend Osteoblasten fir die Synthesknbehenmatrix-
proteine verantwortlich sind. Osteoblasten entwicketh sius den Vorlauferzel-
len, welche mesenchymaler Herkunft sind und der Knochefiiébke aufliegen.
Vor allem wahrend des Knochenwachstums und der Knochemigedind sie ak-
tiv. Die Osteoblasten wiederum bekleiden als einschielstigpithel die Oberflache
von Knochenbalkchen. Die H6he dieses Epithels korreliettder Syntheseakti-
vitat der Osteoblasten. Erhdhte Osteoblastenaktivitdgt sich auch in erhéhten
Serumspiegeln von alkalischer Phosphatase nieder. Oasstei geben die produ-
zierten Proteine nicht an allen Zellseiten in die Umgebundée sind somit polari-
siert und, wie auch immer, raumlich orientiert. Der Zellk&egt Ublicherweise auf
der Seite die keine Knochenmatrix sezerniert. Wenn siced@éasten komplett mit
Knochenmatrix eingemauert haben, bezeichnet man sie &®0sen. Diese sind
in Schichten angeordnet, liegen in ca. @ langen Knochenhdhlen und stehen
durch feine Zytoplasmaauslaufer Giber Gap junctions umineer in Verbindung
(siehe Abbildund1l). Diese ca. Am dicken Auslaufer verlaufen in knéchernen
Kanélchen, fillen diese aber nicht komplett aus. Diese KKaea erhalten Zugang
zu den blutgefa3fihrenden Zentralkanélen und dienen st der Ernahrung.

Bei der Neubildung von Knochen und bei der Knochenbruchhgilentsteht zu-
nachst der so genannte Geflechtknochen. Bei dem Gefleclhtgnda@ben die Kol-

lagenfasern keine einheitliche Orientierungsrichtung aach die Osteozyten lie-
gen unregelmafiig verteilt im Knochen. Um aber den oben ggeawerschiedenen
mechanischen Anforderungen gerecht zu werden, hat disuimolunterschiedli-

che Knochenarchitekturen hervorgebracht. Man geht dauendass die Architek-
tur des Knochens bei der Knochenbildung nicht genetisobratiert ist, sondern
dynamisch auf mechanische Stimuli reagiert und sich dampasst. Dadurch wird
hdchste mechanische Stabilitdt mit geringem Gesamtvalemneicht. Nur ca. 10%
der Gesamtgewichtskraft eines Menschen werden durch aédetSkerursacht. Ver-
einfacht ausgedriickt wird dies erreicht, indem mechamsatit beanspruchte Kno-
chensubstanz abgebaut wird und neue SpongiosabélkcHangeder Hauptspan-
nungslinien angeordnet werden. Diese Theorie wird dadunthrstitzt, dass es
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moglich ist, gleichartige Knochenarchitektur mir relagimfachen mathematischen
Regeln von einem Computer zu erhalten, wenn dieser die eB&lastung der ent-
sprechenden Knochen simuliert (Huiskes et al., 2000). Ibdrese aktive Reaktion
und Ausrichtung der Knochenhartsubstanz an der mechamsdauptbelastung
entsteht der Lamellenknochen, der sich durch Lamellen undcKenkanélchen
auszeichnet (siehe Abbilduly 1). Diese g dicken Lamellen enthalten grof3en-
teils gleichsinnig schraubenférmig angeordnete Kolldgsern. In der Regel ist die
Laufrichtung der Kollagenfaser in benachbarten Lamellen9® verschieden, es
gibt aber auch immer einige Fasern, die nicht der Hauptwtsiehtung der La-
melle folgen. An den Grenzschichten zu den benachbarterell@mreihen sich die
Osteozyten auf. 3-20 dieser Lamellenschichten legen sitleinen Zentralkanal
und bilden so eine typische Baueinheit der Diaphysen: eigesmnntes Osteon.
Diese Baueinheiten der Diaphysen sind zylindrisch, tegde/enehrere Zentimeter
lang und parallel zur Knochenldngsachse angeordnet. Beiatlkenumbau wer-

den diese Osteone nicht immer komplett abgebaut, dadwrgkri zwischen den
neuen Osteonen haufig so genannte Schaltlamellen, die des d@ker Lamellen
bestehen.

Innere

Abbildung 1: Links: Die Hauptspannungslinien (Trajektorien) im proximaleankuren-
de, an die sich die Anordnung der Spongiosabélkchen oentk ist die resultierende
Druckkraft, M symbolisiert die Zugrichtung durch Muskeln. Ubernommes|Rauwels
(1965). Mitte: Schemazeichnung der Substantia compacta einer Réhrelnéndiaphyse.
Ubernommen aus Schiebler ef al. (1998gchts Osteon mit einem Blutgefal im Zentral-
kanal (Schiebler et all, 1996).

Periost nennt man die Schicht, die den Knochen umgibt. Das®enthalt Kolla-
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genfasern, Fibroblasten, Knochenvorlauferzellen undé&erDas Vorkommen von
Nerven erklart die Schmerzempfindlichkeit des Periosts.Hdiochenvorlauferzel-
len wandern bei Bedarf aus und bilden neue Osteoblasterfinvdge Gewinnung
von Osteoblasten fur die Zellkultur ausgenutzt wird (SIBBE3).

Neben der bereits erwahnten Bildung und Umwandlung von Kencurch mecha-
nische Stimulierung, spielen auch Hormone beim Knochdraauéine entscheiden-
de Rolle. Einen Einfluss auf die Knochenbildung haben Homrveie Parathormon,
Calcitonin, somatotropes Hormon und die GeschlechtshoerDer relative Man-
gel an Geschlechtshormonen &ul3ert sich besonders benFraak dem Klimak-
terium als Osteoporose, bei welcher der Knochenabbau gigifzds der Knochen-
aufbau. Dabei kommt es zu einer Verminderung der Knocheserjas/olumenein-
heit, die das alters- und geschlechtsspezifische Mal3 détinhen Atrophie Uber-
schreitet. Grundsatzlich werden eine primare und einerstae Form der Atrophie
unterschieden. Bei der sekundéaren tritt die Knochenstafhselstérung aufgrund
einer anderer Krankheit auf. Die physikalische Therapi@emni bei der Osteoporose
und deren Prophylaxe einen grof3en Stellenwert ein. Esitdasger Zeit bekannt,
dass sich der Aufbau von Knochenmasse durch Bewegung uadtBey der Kno-
chen stimulieren lasst. Gebken et al. (1999) konnte einealione der Kollagen-
produktion von Osteoblasten nachweisen, wenn sie erh@ngafitation ausgesetzt
sind. Bei vermehrter Bettruhe (Zerwekh et al., 1998) unden Sichwerelosigkeit
bei Raumfahrtexperimenten (Morey and Baylink, 1978) kereihe Verminderung
der Knochenneubildung nachgewiesen werden.

1.2 Mechanotransduktion

Viele Zelltypen sind darauf spezialisiert, mechanisch&z&eler Umwelt wahr-
zunehmen und darauf zu reagieren, wie z.B. das menschlidherg&n oder das
Tastorgan. Den Ubertragungsmechanismus vom mechani&eizmzur zellularen
Antwort nennt man Mechanotransduktion. Fir Osteoblastetiar Mechanotrans-
duktionsweg noch nicht aufgeklart, aber sie reagieren rhitlger Zellteilungsrate
auf mechanische Belastung (Jones et al., [1991). DuncanandrT(1995) teilen
die Mechanotransduktion in vier Schritte ein. Den erstemi8cstellt die mechani-
sche Kopplung des Reizes an die Zelle dar und er beschraitit, sae die mecha-
nische Kraft auf die Zelle wirkt. Der zweite Schritt bestalus der biochemischen
Kopplung. Er beinhaltet damit die biochemischen Reaktong der erste Schritt
in der Zelle auslost. Die Ubermittlung des Signals kann mlamachsten Schritt
abgrenzen. Als vierter Schritt wird die Antwort der Zellef @ien mechanischen
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Reiz definiert. Schon Uber den ersten Schritt dieser Medramsduktion bei Osteo-
blasten gibt es divergierende Aussagen in der Literatuigugedh (1990) halt fur
Bindegewebe eine direkte Kopplung der Kraft von extraz@éter Matrix Gber Inte-
grine auf das Zytoskelett fir wahrscheinlich. Pommerenlat 2002) konnte die
Aktivierbarkeit der Signalkaskade durch direktes Ziehefrgegrinen nachweisen,
was auch eher dafur spricht, dass Osteoblasten die mechani®eformationen
der extrazellularen Matrix verarbeiten. Auf der andererteSealten_ Owan et al.
(1997) eher den Flussigkeitsfluss in den Knochenkanaldeerurch mechanische
Deformation der Knochen entsteht, fir den auslosendenu&tsrder Knochen-
proliferation durch Belastung. Wie dadurch aber die Trjednbauweise zustande
kommen soll, vermag diese Theorie nicht zu erklaren. Denrdarch Knochen-
deformation erzeugter Uberdruck in den flussigkeitsgefiilknochenkanalchen
transportiert nicht die Information tGber die Belastungstiing des Knochens, viel-
mehr wird die Flussrichtung nur durch die Architektur derd€henkanéalchen be-
stimmt. Nicht nur fur die Aufklarung der Mechanotransdoksvorgéange, sondern
auch fur die therapeutische Behandlung von KnochenbriotienOsteoporose ist
es wichtig zu wissen, welche Form der mechanischen Belgsturdie Knochen-
neubildung am effektivsten ist. Frost (1987) hat mit seliechanostat” Theorie
versucht die Grenzwerte zu finden, die an Langenanderumgendig sind, um eine
entsprechende Reaktion auf diese mechanische Deformgiewerhalten. “Mini-
mum effective strain” (MES) beschreibt die geringste Datgyulie nétig ist, um ei-
ne Reaktion der Knochenzellen auf einen Dehnungsreiz alterh Der Ubersicht-
lichkeit halber wird die relative Langenanderung der Krexthn ym /m gemessen.
Frost (1987) teilt die Belastung in vier Bereiche ein. Derddeh fur physiologische
Belastung wurde von ihm fur Langenanderungen zwiscditer 200 pum/m und
1500 — 2500 um/m angegeben. Geringere Belastungen fiihrten dann zu einem ver
mehrten Knochenabbau, der durch den Knochenaufbau nioijpéwasiert wird, bis
die verbleibende Knochensubstanz bei gleichbleibendéftédr eine starkere De-
formation erfahrt und somit wieder ein Gleichgewicht bbest&b dem MES Wert
von mehr ald 500—2500 pm/m sei die Knochenbilanz positiv. Aber ab Werten von
4000 — 5000 pum/m sei die Belastung als pathologisch anzusehen und fordehé ni
mehr den geordneten Aufbau von Knochen. Diese Grenzenaegzmicht als steif
anzusehen sondern unterlagen der Regulation von bioctleem$8otenstoffen.

Die Aufklarung der Mechanotransduktionskaskade wird anctier EOBM Ab-

teilung versucht. Zu diesem Zweck wurden fiir diese Arbeifptsé&chlich primére
bovine Osteoblasten (POB) und osteoblastenahnliche Sstaamzellen (MG63)
verwendet. Die Osteosarkomzelllinie MG63 ist ebenso meabensibel wie POBs
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(Jones et all, 1991), hat aber den Vorteil viel leichterdfiarerbar zu sein.

1.3 Elektrische Felder

Die Wirkung von elektrischen Feldern auf Organismen, Oggamnd einzelne Zel-

len sowie auf Zellbestandteile ist bereits in vielen Arbeitintersucht worden, die
genauen Mechanismen der festgestellten Reaktionen serdhabh nicht geklart.

Erschwerend kommt hinzu, dass die Reaktionen der Zellerdeofreldstéarke und
der Zellart abhangig sind. Auch gleichen sich VerhalterGieichstrom und Wech-

selstrom nicht.

Brighton et al. ((1976) konnten zeigen, dass Chondrozytenhdalektrische Fel-

der proliferieren. Obwohl der Mechanismus auch heute nacht iekannt ist,

wird elektrischer Strom mit Erfolg in der Therapie von Knelipeschwerden oder
Pseudarthrosen eingesetzt.

1.3.1 Wirkungen elektrischer Felder auf Osteoblasten

Elektrische Felder fihren zu einer beschleunigten Zellkahtwicklung von pri-
maren Osteoblasten (Hartig et al., 2000). In einer KlinggstBtudie konnte nachge-
wiesen werden, dass die Applikation von elektrischem Gkrom sich positiv auf
den Heilungsprozess von Pseudarthrosen auswirkt (Brgéttal., 1975). Osteo-
blastenahnliche Zellen lassen durch Elektrostimulatiochaeine Steigerung der
Mineralisation erkennen_(Wiesmann et al., 2001).

Das elektrische Felder nicht nur zu einer Vermehrung von Oti&en, sondern
diese Vermehrung sich auch durch Calciumkanalblocker wrapamil blockieren
lasst, zeigt, dass Calcium fir die Proliferation durch elskhe Felder als Boten-
stoff gebraucht wird. (Brighton et al., 2001; Ozawa etlal8940 Werden Osteobla-
sten in Kultur fir eine bestimmte Zeit einem elektrischeli@eisgesetzt, reagieren
sie nach einem zeitlichen Intervall mit einem Anstieg amanellularem Calcium
Cooper and Schliwa (1985); Onuma and|Hui (1988). Auch dieaiBastenédhnliche
Osteosarkomzelllinie MG63 produziert mehr Collagen unge@salcin als Kon-
trollgruppen, wenn sie unter dem Einfluss von elektrischelddfn steht, wobei
aber die DNA Produktion und die Zellproliferationsratetitkgehtl(Lohmann et al.,
2000).
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1.3.2 Zellulare Orientierung im elektrischen Feld

Auf Zellen in Kultur hat das elektrische Feld aber auch nautieae Effekte. Zellen
richten sich im elektrischen Feld aus (Cooper and Kelle84)9n diesem Ausrich-
tungsprozess ziehen die Zellen zunachst die Zellauslaufgéick, die in Richtung
der elektrischen Feldlinien orientiert sind. Es wachseraafaneue Zellauslaufer
im rechten Winkel zu den Feldlinien aus. Es bleibt dabei alefFrage offen, ob
elektrische Felder von einer Gleichstromquelle eine da@kechanische Wirkung
in der Zelle haben, oder ob das elektrische Feld einen Péeadex Zelle so andert,
dass die Zelle einen aktiven Orientierungsprozess dunchiBemerkenswerterwei-
se ist die Reaktion auf das elektrische Feld abh&ngig voitygehls Beispiel wan-
dern Epidermale Keratozyten vom Fisch auf die Kathode zwwf€oand Schliwa,
1985), Spinalneuriten eines Xenopus Laevis Embryos wachsé Kathode und
Anode zul(Stewart et al., 1995) und Fibroblasten eines Hignmieryos dehnen sich
rechtwinklig zu den Feldlinien aus_(Harris et al., 1990)e§a Beobachtungen las-
sen eine passive Reaktion der Zelle auf das elektrischeUrsi@hrscheinlich er-
scheinen. Wie aber die Signaltransduktion von elektrischeld zu Prozessen wie
Reorganisation des Zytoskelettes und Anderung der Zefihwogie vor sich geht
ist noch nicht geklart. Es ist vorgeschlagen worden, dasgdiale Retraktion der
Zellbegrenzungen die den elektrischen Polen gegenilgamjesine Reaktion auf
die Stérung des Transmembranpotentials ist. Wobei aufyj@rpolarisierten Sei-
te der erhohte elektrische Spannungsunterschied dieetrégbKraft darstellt und
auf der depolarisierten Seite spannungsgesteuerte @danile in ihrer norma-
len Funktion gestort werden (Cooper and Keller, 1984; Coapd Schliwal, 1985).
Harris et al.l(1990) prasentierte, dass Fibroblasten vamidiembryos, die auf Si-
likonsubstraten kultiviert wurden, mit einem Rickgang antkaktilen Kraften der
den Elektroden gegenuberliegenden Seiten reagieren, sienglektrischen Fel-
dern ausgesetzt werden und das innerhalb von 5 Minuten umét dach bevor
groRere Anderungen des Zytoskeletts zu beobachten watgrdeh anderen Sei-
te legen Untersuchungen durch “Scanning Accoustic Miapgt (SAM) nahe,
dass Zellen unter dem Einfluss von elektrischen Felderndbhauslaufer in Zo-
nen geringer zellularer Steifigkeit ausbilden und ihre eédeimnit hoher zellularer
Steifigkeit zurtickzieher| (Bereiter-Hahn and Luers, 1988) mithilfe von SAM
konnte fur Zellen gezeigt werden, die einen Orientierungggss unter dem Ein-
fluss elektrischer Felder zeigten, dass die retrahiereddéseiten eine hohe zel-
lulare Steifigkeit und die elongierenden Seiten eine nggd8teifigkeit aufweisen.
Schaut man sich die beiden eben erwédhnten Ergebnisse gemmguseheinen sie
kontrovers zu sein. Denn eine erhohte zellulare Steifigk@ihmt in einer Zelle
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durch einen erhdhten Kontraktionszustand des Zytosketle®. durch Interaktio-
nen zwischen Aktion und Myosin, zustande. Wenn solche FElmunter hoherer
Spannung stehen, ist es wahrscheinlich, dass dadurch aughikder Kraft Gber
fokale Kontakte auf das unterliegende Substrat Ubertrageeh Das sollte in den
Zellkraftmessungen mithilfe eines Silikonsubstrateshaals Anstieg der Kraft zu
registrieren sein. An dieser Stelle sollte aber erwahntlerdass die beiden Ex-
perimente eventuell nicht vergleichbar sind, weil zum einerschiedene Zelltypen
dafuir benutzt wurden und zum anderen die schnellen Anderudgr SAM Mes-
sungen dem préasentierten Status quo der Zellkraft nach bt¥hrgegenibersteht.
Um die ersten Minuten der Zellorientierung verfolgen zutém, ist eine Methode
mit hoher zeitlicher Auflésung nétig, die auch sehr kleined&rungen der Zell-
krafte detektieren kann. Um genau diese Frage anzugehedewun Rahmen die-
ser Arbeit die Methode der Zugkraftmessung nach Demba €1286) mit leichten
Veranderungen (Munevar efial., 2001) an priméren bovingedbfasten und der
Osteosarkomzelllinie MG63 durchgefiihrt. Dazu wurden dibefr auf kollagenbe-
schichteten Polyacrylamidsubstraten in einer dafur \@egene Zellkammer elek-
trischen Feldern ausgesetzt und untersucht. Die Kammaer der Abteilung fir
Experimentelle Orthopadie nach einem Modell von Harrid.g1®90) fiir solche
Experimente entwickelt worden.

1.3.3 Osteoblasten im elektrischen Feld

Der Orientierungsprozess von Osteoblasten ist in der Aloigiflir Experimentelle
Orthopéadie von Herrn M. Miron untersucht worden. Die Ergeba sind fir das
Verstandnis der Intention und die Interpretation der Engete dieser Arbeit wich-
tig, daher wird der Orientierungsprozess von Osteobldasienzusammenfassend
erlautert.

Die Osteoblasten wurden dazu auf Polyacrylamidgelenwettiund einem elek-
trischen Gleichstromfeld ausgesetzt, wie im Kajfel2au#Seitd 3b beschrieben.
Osteoblasten richten sich in einem 10 V/cm Feld von einenc@d&romgenerator
rechtwinklig zu den elektrischen Feldlinien aus. Diesesiehtung findet in zwei
Stadien statt. In der ersten Phase ist eine Retraktion dise#en zu sehen, die den
Elektroden gegenuber liegen. In der zweiten Phase werdes Zellauslaufer an
den Seiten sichtbar, die die gleiche Orientierung wie dielifgen haben. Dieser
Prozess fuhrt dazu, dass die Osteoblasten nach einer gevideg rechtwinklig zu
den Feldlinien ausgerichtet und elongiert sind.

Die Orientierung wird durchschnittlich nach 60 (+/- 10) Mten deutlich. Nach
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Abbildung 2: Orientierungsprozess von Osteoblasten unter dem Einfiugs 40 V/cm
elektrischen Feldes. Zu Beginn (A), nach 30 (B), 60 (C), T¥) {50 (E) und 150 (F)
Minuten des Versuches.

120 (+/- 15) Minuten ist der Beginn der Orientierung Ublickheise bei allen Zellen
zu erkennen. Nach 180 (+/- 15) Minuten ist die rechtwinkigesrichtung zu den
Feldlinien normalerweise schon deutlich zu erkennen.

Dabei ist diese Ausrichtung in starkem Mal3e von der Starkeidktrischen Feldes
abhangig. Die bendtigte Zeit fir den Orientierungsprozes®int negativ mit der
elektrischen Feldstarke zu korrelieren, was aus Abbild@@idgutlich wird. Schwa-
chere elektrische Felder fuhren zu einer langsameren éhisng. Wenn das Feld
vor dem Abschluss der Ausrichtung ausgeschaltet wirdhbaach der Orientie-
rungsprozess ab, und die Zellen beginnen wieder ihre nemfadrmen anzuneh-
men. Erwartungsgemal mussen die Zellen kontinuierliceneialektrischen Feld
ausgesetzt sein, um die orientierte und elongierte Mogghelanzunehmen und
beizubehalten.

Die Retraktion ist nicht unmittelbar nach Einschalten dekl&s zu erkennen, son-
dern erst nach ein paar Minuten. Der Zeitpunkt ist auch varFd&starke abhan-
gig, wie AbbildundgB verdeutlicht. Bei Feldstarken Gber 1M kommt es nach
der Retraktion zu keiner Elongation mehr. Abhéngig von deldgtarke gibt es
aber noch eine Grenze, die eine Zelle auch nach Retraktiair®m starken elek-
trischen Feld tUberleben kann. Diese Grenze ist als maxmieid¢rbare Expositi-
onszeit in AbbildundI3 eingezeichnet. Bei Feldern mit wenigls 7 VV/cm ist die
Retraktionsphase so langsam, dass sie von der Elongatiasesgiberdeckt wird.
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Abbildung 3: Linkes Bild: Osteoblasten wurden elektrischen Felderselgiedener Starke
ausgesetzt. Die Zeiten fUr eine deutliche Elongation, fiie eleutliche Orientierung und
fir die maximale tolerable Exposition. (Naheres im TextyiRes Bild: Zeitpunkt erster
deutlicher Retraktionszeichen in Abhangigkeit von dektekchen Feldstéarke.

So ist in einer Zeitrafferaufnahme nur ein Orientierunggpss ohne differenzier-
bare Phasen zu erkennen. Einer der Griinde fir die relativesugfige Konstruktion

der Zellkammer fur die Durchfiihrung der Versuche mit eisktien Feldern (sie-
he[Z5.%) ist eine Erwarmung der Zellen durch den elekteisc®trom. Das rasche
Sterben der Zellen bei Feldstarken tber 20 V/cm ist wahisbble auf thermische

Effekte zurickzufihren. Fur Felder unter 15 V/cm konnte Imiitarotmessungen
keine lokale Erwarmung festgestellt werden.

1.3.4 Calciummessungen von Osteoblasten im elektrischeeld

Miron konnte auch mithilfe des Fluoreszensfarbstoffeaf2einen Calciumanstieg
als Antwort auf elektrische Felder feststellen. Auch diEsgebnisse werden flr
die vorliegende Arbeit wichtig sein, daher wird die MethadeKapitel [Z.4 auf
Seite[3B genauer beschrieben. Nach Anschalten des etblenid-eldes reagierten
die Zellen mit einem signifikanten Anstieg des inrazelletéfreien Calciums von
31% (s.d. 19). Ein solcher Anstieg freien Calciums war in toltexperimenten
nicht zu beobachten. Zu diesem Anstieg kam es allerdindd sifort nach dem
Anschalten des Feldes, sondern mit einer Verzégerung vo8e&binden (n=22,
s.d. 62). Die erste Zelle reagierte nach 17 Sekunden. Didld\big[4 zeigt ein
Beispiel einer Calciumauswertung von einem Experimen6rdillen bei 10 V/cm.
Hier reagierte die erste Zelle nach 34 Sekunden, der Dundiitséiegt aber bei 78
Sekunden.
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Abbildung 4: Calciumantwort von 6 Zellen unter dem Einfluss eines 10 V/elaeS. Das
Feld wurde nach 25,76 Sekunden angeschaltet, wie mit deéendBslken in den Diagram-
men angedeutet. Zelle A reagierte nach 34 Sekunden, ZedelBai Sekunden, C nach 37,
D nach 196, E nach 65 und F nach 76 Sekunden.
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1.4 Welche Kréafte wirken in Zellen?

Besonders Muskelzellen sind darauf spezialisiert Kraiterzeugen, aber auch an-
dere Zellen Gben auf ihre Umgebung Krafte aus. Eine wictgigetion von Zellen
als Bestandteile von Membranen und Organen ist der Verssivon Wunden und
Defekten. Dabei sind oft Zugkrafte nétig, um klaffende Wiémdtler wieder zusam-
menzuziehen. Wird dies nicht kinstlich bewerkstelligt,istoes die Aufgabe der
Zellen diese Krafte aufzubringen. In der Interaktion solwoh anderen Zellen als
auch mit der extrazellularen Matrix treten Krafte auf. Dengue Grund fur das
Auftreten dieser Kréfte ist etwas komplexer als bei den MimHlen und grol3en-
teils noch Spekulation. Aber als sehr wahrscheinlich istNotwendigkeit dieser
Krafte fur die Organmorphogenese, die Wundheilung, futidieraktionen sowie
fur die Zelllokomotion anzusehen.

Aber auch in der Differenzierung von Zellen spielen meckelme Interaktionen ei-
ne Rolle. Zum Beispiel fihrt mechanischer Druck auf das Mydkeu einer Prolife-
ration von Fibroblasten und deren Differenzierung zu Mywitlasteni(\Wang et al.,
2003). Das legt die Vermutung nahe, dass auch bei der Diffezrung hin zu

Osteoblasten die mechanische Belastung des Knochensrasuheidende Rolle
spielt.

Lokomotion von Zellen in Kultur ist eine vielbeforschteslizst. Dass es bei der
Lokomotion einer Zelle zu Kraften zwischen der Zelle und deabstrat kommen
muss, ist nach Newtons drittem Axiom “actio = reactio” au@timzuvollziehen.
Aber jeder, der mit Zellkulturen arbeitet und Erfahrung dem Ablésen von Zellen
von dem Zellkulturgefal® z.B. durch Trypsin hat, kann bé&gtdit, dass diese Haft-
krafte bedeutend grofRer sind als die nétigen Lokomotigiiskiund die Schwer-
kraft der Zellen. Daher ist es auch verstandlich, dass sshibgeraumer Zeit ver-
sucht wurde diese Krafte zu messen oder wenigstens abzeschin Kapite[Lb
werden die erfolgreichsten Messmethoden und deren Gésehiarz behandelt
werden, doch zunéchst sollen einige Zahlen genannt weudendje zu messenden
Kréafte einschatzen und einordnen zu kénnen.

Ein durchschnittlicher Osteoblast in Zellkultur hat einlivmen von ca. 400gm?

und somit hat er eine Masse von ca. 4 ng, wenn man annéherridiahite von
Wasser annimmt. Dies entspricht auf der Erde einer Gewkiddiftsvon ungefahr
40 nN.
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1.5 Verschiedene Methoden zur Messung zellularer Kréfte

Versuche, die Krafte bei der Interaktion der Zellen mit ihtangebung zu mes-
sen, werden und wurden auch in der Vergangenheit vor alleeHden in Kultur
durchgefuhrt. Zellen in Kultur stellen insofern, von biechischen Faktoren ab-
gesehen, eine unphysiologische Situation dar, als sie ufueiger Seite Kontakt
zu einem Substrat haben. Es gibt eine ganze Menge versokietfersuche die
Interaktionskrafte zwischen Zelle und unterliegendems8ab zu messen. Bis auf
wenige Ausnahmen wurden Versuche, die Kréfte auf das Zmdtsat zu bestimmen
und lokal aufzuldsen, mithilfe von flexiblen Substratenathgrefiihrt. In der Regel
wurden dazu Gele aus flexiblen und zellvertraglichen Malien hergestellt. Um
eine Ausnahme zu erwdhnen: Galbraith and Sheetz|(199 @nr@ten ein feinme-
chanisches Substrat aus tausenden kleinsten Mikrohdbielse Mikrohebel haben
kalibrierte Federkonstanten. So ist die Reaktion auf eiradthkinear und durch Mul-
tiplizieren der Federkonstante mit der Verschiebung ddxdtpitze ist die Kraft an
der Stelle leicht zu berechnen. Neben dem sehr hohen Aufzan#ierstellung
des Mikrogerates, ist die Kraft momentan auch nur in einenédision darstellbar
und somit auch die Zugrichtung vorgegeben. Hinzu kommts dés Zelle in ihren
Motilitats- und Adhéarenzeigenschaften durch die Vorgabeweniger Hebel pro
Flache als Adhasionspunkte beeinflusst wird. Die Wichiigi@er ausreichenden
Dichte von Adhasionspunken wurde von Gaudet 2t al. (200@)mals genauer un-
tersucht. Um diese Problempunkte der Mikrohebelsubsttateermeiden, wurden
flexible Substrate aus Collagen hergestellt, was die extttddre Matrix der Zellen
nachahmen soll (Roy etlal., 1997). Der limitierende Faktdyad sind die physika-
lischen Eigenschaften der Collagengele. Die Deformasiotvgort auf eine Kraft
ist weder linear, noch an allen Punkten eines Geles vehflaic Somit sind die
Zugkréafte der Zellen zwar nachweisbar und eventuell ishaleren Richtung anna-
hernd zu bestimmen, die Krafte lassen sich aber nur sehibgstbmmen und selbst
Vektoren, die auf dem gleichen Substrat gemessen werdehngiht miteinander
vergleichbar. Zu den verbreitetsten Techniken gehértevaieHarris et all.[(1980)
entwickelte Methode mit Silikonsubstraten. Die Methodedvaiuch heute noch, al-
lerdings mit einigen Verbesserungen, verwendet (Olivatiet1999; Burton et al.,
1999). Zur Herstellung wurden an der Oberflache einer Sifikissigkeit mithilfe
einer Flamme diunne Filme des Silikons polymerisiert. Zeltie auf solchen Fil-
men kultiviert werden, fihren durch die ausgelbten Zug&rah Falten auf dem
Silikonfilm. Durch Ausmessen der Faltenlinien wurde vehdumuf die Kraft zu
schlie3en. Allerdings ist das Entstehen von Falten ein&iastischer Vorgang, d.h.
mit mathematischen Formeln kaum vorhersagbar und nur seragézuvollziehen.
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Trotzdem existiert dafiir gute Software wie z.B. MacWrinkle Apple Computer,
mit dem Ziel den Ursprung der Falten zu analysieren. Zur &gsbrung der Sub-
stratqualitat wurde die Polymerisation mit der Flamme niggen von UV Licht
aufgegeben_(Burton and Taylor, 1997). Dadurch wird die tax&fosung der Ge-
le besser, weil die Substrate weicher und die entstehenakenHeiner werden.
Trotz hohem technischen Aufwand und aufwendiger matheactagr Analyse der
Daten kdnnen dabei nur Schatzungen der Kraft entsteherh @iese Technik er-
laubt das qualitative Vergleichen von Kraftverteilungsteun. Es ist moglich die-
se Silikonsubstrate so vorzuspannen, dass sie nicht méterkn Da dann aber
keine Falten mehr analysiert werden kénnen, wurden Mikgeku als Marker im
Substrat verteilt (Lee et al., 1994). Diese Weiterentwiokj der Technik erlaubt es
mathematische Modelle zur Schatzung der Kraft einzusd@éver et al.,| 1995).
Balaban et al. (2001) haben diese Methode so verandertsaaSslikonsubstrate
aus soliden Elastomeren fertigen, wodurch das KnitternFdlere auch wegfallt.
Dieses Silikon ist trotzdem noch weich genug, um von Zellemkiich deformiert
zu werden. Um dies zu visualisieren, haben sie lithographiegelmallige Ver-
tiefungen als mikroskopisch erkennbare Muster in die Oben# der Gele einge-
arbeitet. Krafte sind so als Verzerrungen der Muster direksehen. Es entsteht
aber das gleiche Problem, wie bei dem Mikrohebelsubstaadli& Vertiefungen in
einer Dichte von 1 pro 4m? liegen und so die Zellbewegung und Adhésion ver-
andert werden konnte. Fur die Berechnung der Krafte werdedibser Methode
die Ursprungsorte der Krafte durch Visualisieren der fekaKontakte mit GFP
festgelegt. Zellen Gben aber nicht nur an den gro3en, daslaiFP erkennbaren,
fokalen Kontakten Kréfte aus. Es werden kleine fokale Kkigtdeicht ibersehen,
die aber laut Beningo et al. (2001) besonders grol3e Kraftdbeuragen scheinen.
Aul3erdem ist eine Transfektion der Zellen mit GFP oder eiiméiéhe Prozedur zur
Visualisierung der Kontaktstellen nétig.

1.5.1 Eine geeignete Methode flr die Zielsetzung

Wang and Pelham (1998); Pelham and VWang (1997,11998, 19%ghteben ei-
ne Methode zur Herstellung von flexiblen Substraten ausdéofjamid. Bis heute
wurden, mit nur geringen Veranderungen dieser MethoddgveeArbeiten publi-
ziert, in denen die Bedeutung fur die Messung von Zugkrdsegrzellen in Kultur

deutlich wird. Die relative Ungiftigkeit macht die Gele fdie Verwendung in der
Zellkultur geeignet. Und die Eigenschaft durch Anderung\dhaltnisse der ein-
zelnen Komponenten zueinander die flexiblen Eigenschaféerelt verandern zu
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kénnen, macht es moglich die Substrate fur verschiedeigy@eh an in vivo Gege-

benheiten anzupassen und auch zellulare Reaktionen dtlfedigzitat der Unterla-

ge zu untersuchen. Im Gegensatz zu Silikonsubstraterebetsbei Polyacrylamid
keine Falten und die Deformation ist im verwendeten Bersadar linear zur ver-

wendeten Kraft. Dadurch ist eine mathematische Interpoetaler Deformations-

muster maglich. Um die Verschiebung eines Punktes auf delnst&ui beobach-

ten zu kdnnen, werden Marker benutzt. Man kann auch lithpdhgsahe Muster auf

die Oberflache bringen, aber die einfachste und am haufipsteatzte Methode
ist das Einmischen von kleinen Fluoreszenzpartikeln inRidgacrylamidsubstrat.
Durch Vergleichen der Verteilung der Fluoreszenzpartkeleinem durch die Zel-

le deformierten Bild mit einem zellfreien Fluoreszenzhdtdes dann mdoglich die
Kraft, die diese Verschiebung der Partikel bewirkt habessnau berechnen. Zel-
len zeigen keine Affinitat zu Polyacrylamid, daher ist esgnéhemisch eine diinne
Schicht Proteine der extrazellularen Matrix, wie z.B. @g#n oder Fibronektin, an
die Oberflache zu binden. Welchen Einfluss die Dichte dieseiPie auf dem Sub-
strat auf die Zelle hat wurde von Gaudet etlal. (2003) seib18flersucht, aber erst
kirzlich publiziert.

1.5.2 Anpassung der Substrate an die Rahmenbedingungen

Bevor man mit dem Herstellen der Polyacrylamidsubstraggnog, sollte man sich
Uber die Zielgrof3e fur die Flexibilitat der Substrate im #€la sein. Was ist der be-
ste Flexibilitatsmodul nach Young fiir diese Zellen und digp&imente? Ubliche
ZellkulturgefalRe aus Glas oder Plastik entsprechen palysih gesehen nicht den
in vivo Bedingungen von Zellen. Wobei gerade die hier vem@nOsteoblasten
sich zuweilen in sehr hartem Knochen befinden. Andererseiten die Gele fur
die Zugkraftmessungen aber auch so weich sein, dass die dig&ellen verur-
sachten Substratdeformierungen auch zuverlassig zwiserfasnd. Das Ziel ist es
also, die Gele nur so weich zu machen, dass gerade einectiewerformung des
Substrates festzustellen ist. Auch die Konzentration aoreszenzpartikeln muss
sinnvoll gewéhlt werden. Denn eine zu hohe KonzentratioRatikeln wiirde nicht
nur die mechanischen Eigenschaften des Geles verandeaventlell auch unein-
heitlich machen, sondern es fuihrt auch dazu, dass das ®Getird und man daher
die Zellen im Phasenkontrastbild nicht mehr erkennen kann.
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1.5.3 \Verarbeitung der Daten

Die Analyse der gesammelten Daten ist ein Prozess mit visténitten, der im Ab-

schnit{Z.6 auf Seite_B8 im Detail beschrieben wird. Die gtagenden Routinen fur
die Zugkraftanalysen wurden mir von Prof. Dembo aus Bostearfdlicherweise

zur Verfugung gestellt. Um die aquirierten Daten auswerdierknnen, mussten
diese noch prozessiert werden. Daflr war es nétig, geeddetiware zu finden
und die im Labor vorhandene Software teilweise anzupassen.

Fur die Experimente dieser Arbeit wurden im Wesentlicheaizwrschiedene Ver-
sionen der Libtrc-Codes von Dembo et al. verwendet. Die\&tsion beinhaltete
noch nicht den Optical-Flow Algorithmus, was im Prinzip batkt, dass die De-
formation des Substrates mehr oder weniger manuell eilhgeg@erden mussten.
Dies kostet sehr viel Zeit und wurde zum Gliick durch den @pfidow Algorith-
mus uberflissig. Da aber ein kleiner Teil der hier prasaetiebaten so gewonnen
wurden, wird auch diese Methode im Abschiiff2.6.3 erklauch fir die Konzen-
tration der Fluoreszenzpartikel macht der Optical Flowakithmus einen Unter-
schied. Ohne ihn war es notig, dass der Analysierende dig&é&laauf dem Bild
erkennen und deren Zentrum ausmachen kann. Da die Grof&Rildelementes
bei der verwendeten Kombination aus Kamera und Mikroskapaven 0,253 und
0,276.m betragt, wurden fir diese Art der Auswertung Partikel nmieen Durch-
messer von 2m und von 0,5:m verwendet. Aber hier kam es auch darauf an mog-
lichst viele Partikel im Bereich der Zelle zu haben, da dadudie Anzahl der zu
bestimmenden Deformationsvektoren steigt. Womit natiiriuch die Datendich-
te steigt. Bei dem Optical-Flow Algorithmus ist es hingegpesser eine Mischung
aus 0,5um Partikeln und 0,22m Partikeln zu benutzen. Denn hier ist es nur wich-
tig, dass in einer definierten Region, z.B. 10 x 10 Pixel emmeliges Muster aus
Intensitaten entsteht. Dies geschieht hier hauptsactlicbh die kleinen 0,2:m
Partikel, wahrend die in geringerer Konzentration vorkagnaen 0,5:m Partikel
als Fokussierhilfe am Mikroskop dienen. Diese Sachvezivadirden nach dem Le-
sen von Kapite[ 216 besser verstandlich sein.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

1. Die Technik der Zugkraftmessung nach Dembo and Wang {1€99m La-
bor fur Experimentelle Orthopadie und Biomechanik derippg-Universitat
Marburg etabliert werden und fur die Messung an Osteoblaatgepasst
werden. Neben der Anpassung der experimentellen Ausrgissires auch



MATERIAL UND METHODEN 18

wichtig eine passende Substratflexibilitat fir Osteokelagu finden. Des Wei-
teren ist es fur eine moglichst genaue Bestimmung der Kridtevendig,
auch die Flexibilitat der tatsachlich verwendeten Proheredéssig zu mes-
sen. Es ist also auch nétig dafir eine geeignete Methode aerfin

2. Die durchschnittliche Gesamtkraft von primaren bovidsteoblasten soll
quantitativ bestimmt werden und mit der Gesamtkraft vore@sarkomzell-
linien verglichen werden.

3. Die Zugkraftmuster von Osteoblasten sollen deskripthdenen aus anderen
Vero6ffentlichungen bekannten Zugkraftmustern anderdtypen verglichen
werden.

4. Die Reaktion von Osteoblasten und osteoblastené&hnlicbken auf die Ap-
plikation elektrischer Gleichstromfelder soll genaueteusucht werden. Es
interessieren vor allem die ersten Minuten unter dem Eisfilektrischer
Felder, wahrend noch keine morphologische Reaktion ureter ikroskop
feststellbar ist.

2 Material und Methoden

Anmerkung: Gerate, Material und Substanzen, die zur Stdadastattung eines
Labors z&hlen, werden bei den betreffenden Abschnittelnt migsatzlich aufge-
zahlt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden die Maileh zu jedem Unter-
punkt direkt nach dem betreffenden Abschnitt aufgeflihtierdings werden Ma-
terialien, die schon bei einem anderen Abschnitt in dercgkm Form aufgezahlt
wurden nicht ein weiteres mal angegeben.

Chemikalien und Enzyme wurden von den folgenden Firmen dgezoBiolabs,
BioRad, Boehringer Mannheim, Calbiochem, Clontech, Falt@arry Fisher, Flu-
ca, Gibco BRL, Invitrogen, Molecular Probes, PAA Laborasy Santa Cruz Bio-
technologies, Serva, Sigma Chemicals.

2.1 Polyacrylamid Substrate fur die Zugkraftmessung

Die flexiblen Substrate aus Polyacrylamid wurden im Prinzgh der Methode
von|Pelham and Wahg (1997); Wang and Pelham (1998) hergebtel den Zel-

len eine Verformung der Unterlage auf der sie sich befindeermoglichen, mus-
sen die Polyacrylamidsubstrate, verglichen mit Glastikeleeich sein. Wirde man
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eine Zellkulturkammer aus Polyacrylamid herstellen, wdieeBeobachtung unter
einem Mikroskop relativ schwierig. Leichter ist, es einendé@ Schicht aus Poly-
acrylamid auf Glas zu gieRen. Um keine Schwierigkeiten rmdArbeitsabstand
von gangigen Mikroskopobjektiven zu bekommen, verwendat ms Trager fur
das Polyacrylamidgel dinne Deckglaser.

2.1.1 \Vorbereiten der Deckglaser als Substratunterlage

Da Polyacrylamid auf Glas nicht besonders gut haftet, nmidse Deckglaser zu-
nachst etwas vorbehandelt werden. Den Abmessungen deucWiszellkammer
entsprechend wurden 24 x 60 mm grofR3e Deckglaser als Urediilaglie Gele ge-
wahlt. Zu Reinigungszwecken wurden die Deckglaser zwedkes Mal durch die
Flamme eines Bunsenbrenners gefiihrt und anschlieendapfef 0.1 N NaOH
auf der Oberflache verteilt. Nachdem die Oberflache wiedmkén war, wurde
wiederum ein Tropfen 3-Aminopropyltrimethoxysilane aef ©berflache verteilt,
worauf nach 5 Minuten eine 3 x 5 minutige Waschprozedur nstitiertem Was-
ser folgte. Als Nachstes wurden die Deckglaser bei Raungesyr fir 30 Minu-
ten in PBS mit 0.5% Glutardialdehyd eingelegt. Anschliefd3enrden durch 3 x 10
mindtiges Einlegen in destilliertes Wasser tUberflussiggdgtlialdehydreste ausge-

waschen.

Material

® Deckglaser: Marienfeld No. 1; 24 x 60 mm

® 3-Aminopropyltrimethoxysialine 97%; HN(CH,)3Si(OCH;)s;
Sigma-Aldrich; Nr. 28,177-8, Charge #21323-080

® PBS LosungpH 7,4

— 136 mM NacCl
- 2,6 mM KCI

— 8 mM NaHPQO,
- 1,1 mM KH,PO,

® Glutardialdehyde 0,5% in PBS
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2.1.2 Giel3en der flexiblen Substrate aus Polyacrylamid

Die Elastizitdt von Polyacrylamid lasst sich durch die Kentzationen der Zuta-
ten bzw. dem Verhaltnis von Acrylamid zu BIS-Acrylamid mfizieren. Uber die
mechanischen Eigenschaften der Gele und wie deren Etastemessen wurde,
wird in Kapitel[2Z:3 berichtet. Vereinfacht kann man sagesssddie Steifheit mit
steigender BIS-Acrylamidkonzentration ansteigt. FusdiArbeit wurden Gele mit
8% Acrylamid und je nach gewunschter Elastizitat zwisch@8% und 0,10%
BIS-Acrylamid verwendet. Spater in Kapite[B.1 wird besebhen werden, dass
Gele mit 0,04% BIS-Acrylamid fur Mg63 Zellen und Gele mit 699 BIS-Acryl-
amid fur POB Zellen am besten geeignet sind. Zu 2 ml einer 8&o#ycrylamid-
und 0.06%igen BIS-Acrylamidlésung wurde die gewiinschtende z.B. 16ul
der 0,5um und 30ul der 0,2 m durchmessenden Partikel, pipettiert. Um even-
tuelle Luftblasen zu entfernen, wurde das Gemisch fir 10uldin in ein Unter-
druckgefal gestellt, welches mit einer Wasserstrahlpwewglkeuiert wurde. Um der
Polymerisationsvorgang in Gang zu setzen, wurdepllner frisch angesetzten
10%igen APS L6sung sowie/dl TEMED hinzugegeben. 14l dieser Losung wur-
den dann auf die zuvor vorbereiteten Deckglaser gegebeduncti ein @ 16 mm
Deckglas bedeckt. Das Volumen von 14 tbreitet sich gleichméaRig zwischen
den beiden Deckglasern aus und nimmt daher die gesamteertigsh@ 16 mm
Deckglases und damit eine Hohe von cagif® (14 mm?/(r * [8 mm]?) = 70 um)
ein. Um daflr zu sorgen, dass die Fluoreszenzpartikel ssoloraugt in der N&-
he der Oberflache aufhalten, an der spéater die Zellen seideniiwurden die
Deckglaser zum Polymerisieren be&iCtim Kuhlschrank gelagert sowie so auf-
gehéangt, dass das kleinere Deckglas nach unten hing und dmnphysikalisch
dichteren Fluoreszenzpartikel der Schwerkraft nach imfeieg Oberflache sinken
konnten. Sobald die Gele auspolymerisiert waren, wurderkiginen Deckglaser
entfernt und die grof3en Deckglaser mit den Gelen 2 x 15 Mmiut€0 mM HEPES
(pH 8.5) bei Raumtemperatur gewaschen.

Material

® Deckglaser:
— Marienfeld No. 1; (rund) @ 16 mm

® Acrylamide; GH;NO; Carl Roth GmbH, Charge #38941799
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® BIS-Acrylamide: N,N’-Methylene-bis-Acrylamide 98%:;8,,N,O,; Sigma,;
Nr. M-7279, Charge #12H01451

Fluoreszenzpartikel: Fluosphere Carboxylate-modifiedSzStds; Molecular Pro-
bes (Leiden, Netherlands)

Durchmesser Katalognr. Exczitation Emission Farbe
0,2um F-8811 505 515 Gelb-grun
0,5um F-8813 505 515 Gelb-grin
2,0um F-8823 505 515 Gelb-grun
2,0um F-8826 580 605 Rot

® Ammonium Persulfat (APS); (NH.S,Os; Serva Feinbiochemica Nr. 13375:
- 10% w/v 0.1 gin 1 mlddEO

® TEMED p.a. 99% GH;5N,; Carl Roth Gmbh

® 50 mM HEPES, ph 8.5

— 11,9 g N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N‘-[2-ethanesuifa acid]); Sig-
ma H-3375 Charge #118H5413

— 11ddH,0
— KOH Mit Kaliumhydroxid Pellets wird der pH auf 8.5 titriert.

2.1.3 Beschichten der flexiblen Substrate mit Collagen

Polyacrylamid zeichnet sich durch eine sehr glatte undetiinthe Oberflache aus,
die Zellen keine Moglichkeit zum Haften bietet. Um den Zeltias Leben auf dem
Polyacrylamid trotzdem schmackhaft zu machen, wurden dle @it einer mono-
meren Schicht Typ 1 Collagen versehen. Dazu wurden2@ther frisch angesetz-
ten Sulfo-SANPAH Loésung auf die Gele gegeben und dann fur itutdn in einen
Abstand von 10 cm zu einer 60 Watt UV Lampe gebracht. Durcbedirhotoakti-
vierung bindet das Sulfo-SANPAH an das Polyacrylamid. Biekotoaktivierung
wurde ein zweites Mal durchgefiihrt, bevor die SubstrateHEPES L6sung ab-
gespult wurden. Eine andere Bindungsstelle des Sulfo-®&Nermdglicht eine
chemische Verbindung mit dem Collagen. Mit CollagenlostmgEPES (pH 8.5)
bedeckt, wurden die Gele dann fiir 6 Stunden & #hkubiert. Um Uberflissiges
Sulfo-SANPAH und Collagen zu entfernen, wurden die Substis néchstes 3 x 5
Minuten in PBS gewaschen.
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Material

® Sulfo-SANPAH: Sulfosuccinimidyl-6-(4’-azido-2’pheramino)hexanoate,
Pierce Perbio BL 45555, 22589

— 1 mMin 50 mM HEPES, pH 8.5

® Collagen: Collagen Losung Type 1 (Calf Skin); 0.1%ige Cgdialdsung in
0.1 N acetic acid; Sigma-Aldrich Nr. C-8919, Charge #50K236

2.1.4 Sterilisieren der Substrate

Bis zu diesem Punkt fand der Herstellungsprozess nicht sieeilen Bedingun-
gen statt. Um die Gele fir die Zellkultur Keimfrei zu bekommeurden diese in
sterile ZellkulturgefalRe Gberfuhrt, mit einer dinnen Sbhsterilem PBS bedeckt,
damit sie nicht austrocknen und dann fir eine Stunde dicbtealVV Lampe einer
Sterilwerkbank fur die Zellkultur gestellt. Anschlie3endrden sie entweder sofort
mit Zellen fir Experimente beladen oder in sterilem PBS B& #n Kihlschrank
gelagert.

2.2 Zellkultur
2.2.1 Arbeiten mit Zellkulturen

Beim Umgang mit Zellkulturen wurde im Wesentlichen nachdli& Bauer (1994)
undiSpector et all (1998) verfahren und es wurde stets Jarsterile Bedingung-
en fur die Zellkultur zu gewahrleisten. Die ExperimentesdieArbeit wurden mit
primaren bovinen Osteoblasten (POB) (Jones and Bingm&i,) Lind der Osteo-
sarkomzelllinie Mg63/(Billiau et all, 1977) sowie der Ostatkomzelllinie U20S
(Heldin et al.| 1986) durchgefuhrt. Die Kultivierung derll&a fand mit einer mitt-
leren Dichte von 60000 Zellen/cnin einer Einzelschicht (Monolayer) in speziell
dafur vorgesehenen Kulturflaschen und Petri-Schalen 8adtZellkulturmedien
enthielten einen Anteil von 10 % fetalem Kalberserum (F@®Jis je nach Medium
Antibiotika, Antimykotika Glutamin und Vitamin C-Phosph@®ie Osteosarkom-
zelllinien wurden mit RPMI 1640 Medium und primére bovinetéxblasten mit
HIGEM bzw. Ham’s F10 kultiviert. Um den Zellen eine lebersindliche Umge-
bung zu bieten, fand die Ztichtung ber87und passender Luftfeuchtigkeit in GO
Begasungsbrutschranken statt. Um einen optimalen pHYWart?,2 bis 7,4 bei 5%
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CO, zu erreichen, reicht als Puffer ein NaH¢Gehalt von 1,97 g/l Medium aus.
Bei Versuchen in geschlossenen Systemen kam Medium mitZvea 10 mM
HEPES zur Erh6hung der Pufferkapazitat zum Einsatz.

Kulturmedien

® Fetales Kalberserum (FCS) der Firma Seromed (Chargennu80ié2/511S)
® Hams F10 + FCS
— 10 ml/l einer 200 mM L- Glutamin Stammldsung (Sigma; Nr. Gt3b

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

— 110 ml/l FCS (=10% FCS)
® RPMI 1640 Medium (Sigma Cat. No. R-0883):

— 110 ml/l ECS (= 10% FCS)

— 10 ml/l einer 200 mM L- Glutamin Stammldsung (Sigma; Nr. Gt3b

— 10 mg/l das sind 2 ml/l Vitamin C Stammlésung

— 50000 IE Penicillin / Streptomycin - Stammldsung (Boeheniylann-
heim; Nr. 1074440)

® \/itamin C Stammldsung:

— 5 g Vitamin C - Phosphat (WAKO Chemical Ind., Japan)
- 11ddH,0

Geréte fur die Zellkultur

Begasungsbrutschrank fur die Zellkultur Heraeus Instnise
Autoklav Guwina Berlin
Sterilisationsofen Heraeus Instruments
Zellzdhler CASY 1 Scharfe System
Sterilfilter 0,22uM Porengrol3e Schleicher & Schuell

Sterilwerkbank Gelaire BSB
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Zentrifuge Eppendorf 5415 C Eppendorf
Zentrifuge Christ Biofuge A Heraeus
Zentrifuge Beckman J2-21 M/E Beckmann
Phasenkontrastmikroskop Olympus CK2(BH2-RFCA) Olympus
Gewebekulturschalen fur die Zellkultur @ 5,7 cm Nalge Numeinational
Gewebekulturschalen fur die Zellkultur @ 14 cm Nalge Nurteinational
Gewebekulturflasche 50 ml Greiner Labortechnik
Gewebekulturflaschen 250 ml Greiner Labortechnik

2.2.2 Passagieren

Wenn die Mg63 Zellen beim Kultivieren Konfluenz in dem Zellkugefal3 erreich-
ten, wurden sie passagiert und ausgedinnt. Dazu wurde ddisientfernt und
anschlief3end die Zellkultur zweimal mit auf*3Z vorgewarmten PBS gespdlt, an-
schlieRend fur ca. 2 Minuten in Trypsin-Losung (ca. 2 ml/&® &ulturflasche)
inkubiert. Durch leichtes Beklopfen des Kulturgefal3esdeurdann die Zellen von
ihrer Unterlage abgelost und durch Zugeben der dreifachenge des Trypsins
an Medium (ca. 6 ml/83 c) die Enzymaktivitat des Trypsins gehemmt. Es folg-
te Zentrifugieren bei langsamer Geschwindigkeit und Agsaudes Mediums, um
die Zellen im Pellet dann in einer entsprechenden Verdignarder Regel 1:5, in
einem neuen sterilen Kulturgefall auszusahen.

Material

® Trypsin/EDTA-LOsung

— 100 ml Stammldsung der Fa. Sigma (Bestellnummer: T4174)
— 900 ml PBS Losung

2.2.3 Gewinnung primarer boviner Osteoblasten

Die primaren bovinen Osteoblasten wurden aus dem Perios¥iatakarpalen bo-
viner Knochen nach dem Auswuchsverfahren nach Jones aganamn [(1991) ge-
wonnen. Die Knochen von frisch geschlachteten Jungbuteemmten von einem
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lokalen Schlachthof. Unter sterilen Bedingungen wurdenKinochen freiprapa-
riert und mit PBS gespllt, das Periost in Streifen vom Knoobtfernt und dann
in Earles Puffer 3 mal fiir 10 min. bei 3¢ gewaschen, danach noch ein viertes Mal
unter Zugabe von 250 U/ml Penicillin und 375 U/ml Streptomydr 20 min. 5 X5
mm groRe Stiickchen wurden folgend in einem Verhéltnis vomi zu 15 cnd
Kulturflache auf Petri-Schalen ausgesetzt und dann in Higiwé Enhancement
Medium kultiviert. Am nachsten Tag erfolgte ein erster Medwechsel, danach
wochentlich. Wenn die Kultur dann nach 4-5 Wochen konflueat, wurden die
Zellen, wie in Kapite[ZZ}4 beschrieben, zur Lagerung isgiem Stickstoff ein-
gefroren oder direkt fir Experimente verwendet.

Medien

® Earles 1x

— 100 ml Earles 10x (Biochrom KG, No. L 1925)
— 894 ml ddHO
— 6 ml 7,5% NaHCQ Lésung

® Earles + Antibioticum (Pro 1 | Earles-Lésung):

— 375000 IE Streptomycin
— 500000 IE Penicillin
— 4000 g Amphotericin B

® High Growth Enhancement Medium (Biowhittaker; Nr. BESPQ55

— 110 ml/I FCS (= 10% FCS)
— 10 ml/l einer 200 mM L- Glutamin Lésung (Sigma; Nr. G-7513)
— 10 mg/l das sind 2 ml/l Vitamin C Stammldsung

— 50000 IE Penicillin / Streptomycin - Stammldsung (Boeheniylann-
heim; Nr. 1074440)
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2.2.4 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zunachst passagrel deren Konzen-
tration im Medium bestimmt. Kurz vor dem Einfriervorgangnda 1:1 Einfrier-
medium zur Suspension gegeben, die Zellen in Kryor6hrchnfiihrt und auf
Eis gelagert. Es wurden ca. 2 x%Bellen pro ml Medium eingefroren. In einem
Styroporbehélter sollten die Zellen dann langsam auf dreperatur von -80C
abkuhlen. Die Uberfuihrung in die Flussigstickstoffbeté{t196 C) folgte nach 12
Stunden. Das Auftauen der Zellen erfolgte b&i@1m Wasserbad. Sofort nach dem
Auftauen wurde vorgewarmtes Ham’s-F10 Medium hinzugegeivel folgend bei
200 g fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde danach isdnes Medium uber-
fuhrt und die Zellen in Kulturgefal3e ausgesetzt. Nach 24&tn erfolgte ein erster
Mediumwechsel.

Medium

® Einfriermedium

— Hams F10
— 10% (v/v) DMSO (Dimethylsulfosid)

2.2.5 Phéanotypisierung der Osteoblasten

Zur Phéanotypisierung der Osteoblasten wurden die ostsi@ispezifischen Pro-
teine Osteocalcin und Prokollagen Typ-l immuncytochemisachgewiesen. Dazu
wurden 60.000 Zellen/ctrauf Deckglasern fur zwei Tage in Vollmedium kultiviert.
Zur Fixierung wurden die Zellkulturen nach dreimaligem EBpimit PBS fir 10
Minuten bei -20C in ein 1:1 Methanol/Aceton Gemisch gegeben. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit PBS wurde fir 10 Minuten bei Raurpesatur 0,3 %
H,O, zugegeben. Jetzt, und auch zwischen allen folgenden Adodititten, wur-
de wieder drei Mal mit PBS gespdlt, und dann fir eine Stund&aemtemperatur
mit einem jeweils flr das gesuchte Protein spezifischerk@mer in TBS/1% BSA
inkubiert, dann genauso mit einem Biotin konjugierten Rdtper und zuletzt mit
peroxidase-konjugiertem Streptavidin. Mit einer Farbalég wurde danach fur 10
Minuten inkubiert und nach Stoppen der Reaktion luftgédnet und mit Glyzerin
und Gelatine konserviert. Die Positivkontrolle erfolgt& amti-Vimentin und die
Negativkontrolle mit Mausserum anstatt des 1. Antikérpers
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Material

® Antikdrper Verdinnung

anti-Vimentin (mouse) Boehringer Mannheim; Clone V9 #81831:4

— anti-Osteocalcin (mouse) Larry Fisher (NIH) 1.50
— anti-Osteocalcin (goat) Fitzgerald 1:50
— anti-Pro-Collagen | (rabbit) Larry Fisher LF41 1:30

® Biotin-konjugierte AK

— anti-Mouse Boehringer #1089285 1:50
— anti-Rabbit Boehringer #1214659 1:50
— anti-Goat Sigma B6523 1:50

® Peroxidase-konjugiertes Streptavidin
— Streptavidin Boehringer #1089153 1:30

® Farbelbsung

2.2.6 Aussaen der Zellen auf die Substrate

Fur die Zugkraftmessung wurden die Zellen in einer Dichte va. 3500/crhaus-
gesat und vor dem Experiment flir mindestens 24 Stunden iimétebator gestellt,
um den Zellen das Anwachsen auf den Substraten zu ermogliélerdings ist
zu erwahnen, dass sich die Zellen in der Regel auch schonn@timden auf dem
Gel ausgebreitet hatten.

2.3 Bestimmung physikalischer Eigenschaften der Substrat

Die statistische Richtigkeit der zu berechnenden Kratimedn hangt nattrlich in
starkem Mal3e von der richtigen Bestimmung der elastisciganBchaften der Ge-
le ab. Dazu haben Pelham and Wang (1997); Wang and Felhag) @®9ohl Mes-

sungen an grolReren Gelen und auch an Gelen fir die zelluélaatmessungen
mit jeweils der gleichen chemischen Zusammensetzung demabei ergaben
sich gleiche Elastizitatsmoduli (Youngs Modul) fiir kleiaks auch fur grol3e Gele.
Die Antwort auf Kompression sowie Zug ist linear und auchin24 Stunden einer
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30%igen Dehnung nahmen die Gele ihre urspriingliche Forrdewiein.[Li et al.
(1993) fanden fur die Poissonzahl £ (—dD/dL)(L/D)] dieser Gele einen Wert
von 0,3. Fur die meisten Polymere liegt die Poissonzahl dves 0,3 und 0,4.
Der Elastizitatsmodul h&ngt von den Konzentrationen deylamid und des BIS-
Acrylamids in der Lésung vor dem Polymerisieren ab. Da sd®bm geringe Unter-
schiede in der BIS-Acrylamid Konzentration die Elastizdér Substrate erheblich
verandern, wurde fir jede Charge der Elastizititsmoduirbes. Dazu wurden
fur diese Arbeit drei verschiedene Methoden angewandtewdie Minzmethode
und die Mikroballmethode nur am Anfang durchgeftihrt wurden die Ergebnisse
der AFM Methode mit den “etablierten Methoden” vergleictzenkbnnen. Da die
AFM Methode aber im Vergleich zu den anderen Methoden mit#isdie besten
Ergebnisse lieferte, wurde spater nur noch die AFM Methaeitrt.

2.3.1 Die Minzmethode

Diese Methode ist fur die hier verwendeten Substrate nieht prazise. Sie wur-
de wie von_Dembo and Wang (1999) beschrieben durchgefulazu Dlieckt man
das Gel mit einem Deckglas vollstandig ab und schichtet ridimzge Metallringe
auf das Gel. Der Durchmesser der Ringe entsprach dem Ghkidasser. Als nach-
stes fokussiert man mit dem Mikroskop eine Gruppe von Femaezpartikeln an
der Oberflache des Geles. Das Licht dazu kommt entweder diaclh.och in der
Metallmiinze, alternativ kann man auch normale Geldmunasarmmen mit Fluo-
reszenzlicht benutzen. Dann wurde eine Minze nach der emdersichtig vom
Stapel genommen und dazwischen die Partikel wieder fo&xisBier Abstand zwi-
schen allen Schritten wurde mit der Mikrometerskala desubsiermechanismus
des Mikroskops ausgemessen. Nun konnte man durch Wiege¥odegs Modul
nach der FormeFE = (F/A)(L/AL) berechnen. Dabei ist' die Gewichtskraft
der Miinzen,A die Flache des Geld, die normale Dicke des Gels uniL die
Anderung der Dicke durch die Kraf.

2.3.2 Die Mikroballmethode

Um den Youngs Modul etwas einfacher und préziser bestimmekbmnen, wur-
den Stahlkugeln mit einem Durchmesser von 0,63 mm benutetyan|Lo et al.

(2000) beschrieben. Diese wurden auf das Gel gelegt und dienRluoreszenz-
partikel direkt unter dem Zentrum der Kugel fokussiert. Dieiche Stelle wurde,
nach Entfernen der Stahlkugel mithilfe eines Stabmagnegtokussiert. Wieder-
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um wurde der Abstand mit der Mikrometerschraube des Foétrasichanismus ge-
messen. Die Berechnung des Youngs Moduiksfolgt dann basierend auf der Hertz
Theorie, wie von_ Radmacher ef al. (1992) vorgeschlagen.

= Kraft

p= )
4dzrz

Poisson Ratio

Q S
Il

= Eindricktiefe in das Gel

r = Radius der Stahlkugel

Dabei wird davon ausgegangen, dass die Deformation delk8ggdh im Vergleich
zur Verformung des Substrates zu vernachlassigen ist,washetracht der empi-
rischen Elastizitat der Substrate im Gegensatz zu denksigdlh durchaus legitim
ist.

Da auch diese Methode auf das menschliche Auge beim fokessengewiesen
ist, kann man keine sehr hohe Préazision erwarten. Es istr ddliig, genau wie
auch bei der Minzmethode, viele Messungen durchzuflihranginen reliablen
Durchschnitt zu bekommen.

Material

® Stahlkugel, @ 0,63 mm, Dichte 7,2 g/ém Microball Company,
Peterborough, USA

2.3.3 Die Rasterkraftmikroskopmethode (AFM)

Die fur diese Arbeit gewonnenen Werte fir den Elastizitéaduahder Polyacrylamid-
substrate wurden zum grof3ten Teil mit der hier beschriegbBiasterkraftmikroskop-
methode gewonnen. Die Berechnung basiert auf der gleichémemmatischen Grund-
lage, wie die im AbschnitZ.3.2 auf der vorherigen Seitechésbene Mikro-
ballmethode. Messungen elastischer Eigenschaften setineveSubstrate mit ei-
nem Rasterkraftmikroskop (AFM) wurde von_Radmacher etE9P) in ahnli-
cher Weise durchgefiihrt. Im Folgenden wird der Aufbau des/erdeten Raster-
kraftmikroskopes kurz umrissen, eine genaue Beschreilaagserates wurde von
Struckmeier et all (2001) gegeben. Die Kraft der Apparatud won einer kleinen
Kugel, hier 5 und 1Q:m im Durchmesser, auf die Unterlage Ubertragen. Diese Ku-
gel ist an einem Cantilever befestigt, der eine geringe fkedstante besitzt die
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es ermdglicht sehr kleine Kréafte aufzuzeigen, indem maereiraserspot in fla-
chem Winkel auf den Cantilever richtet. Geringe Auslenlemdihren dann zu
tatsachlich messbaren Spannungsanderungen an einem &8ktdd. Um mit dem
Cantilever auch sehr prazise geringe Krafte austiben zugkjmst es notig genaue
Kontrolle Uber geringste Positionsanderungen seinesBasider er am Gerat befe-
stigt ist, zu haben. Diese Feineinstellung geschieht lieelKdpplung an eine Pie-
zoeinheit. Fur grobe Anndherungen an Objekte ist das AFMtzlish mit einem
Schrittmotor ausgestattet, der wie auch der Piezo der Klbatter vertikalen Rich-
tung (z-Dimension) dient. Eine Anderung der Spannung areoRien 1 V bewirkt
eine Langenanderung des Piezo und damit ein Hohené&ndeeuripdtileverbasis
um 3800 nm. Ein Computer registriert nun die Spannung dePRiend die Span-
nung des PSD-Detektors. Solange die Spitze des Cantilauékginen Widerstand
stof3t, bleibt der Winkel zwischen Laserstrahl und Cangitdionstant, somit auch
das Signal des PSD. Ein harte Unterlage fuhrt zu einer Atecés Cantilevers und
damit, Uber eine Anderung des Reflexionswinkel des Lasersiyer Anderung der
PSD-Spannung.

f = Kraft
_3(1-— v f @ v = Poisson Ratio
Adir d = Eindrucktiefe in das Gel
r = Radius der Cantileverspitze

Glaskalibrierung und Auswertung der AFM Kraftkurven

Fur jede Messreihe musste das Signal des PSD-Detektoits Driicken mit dem
Cantilever auf eine harte Unterlage, in dem Fall das GlaZd#kulturkammern,
kalibriert werden.

Eine Regression der gemessenen Daten, wie z.B. als blave Kukbbildund®b mit
dem Programm Origin 6.0 der Firma Microcal, ergab stets Gargleichungen mit
sehr geringer Standardabweichung. D.h. der Zusammenhwisghen dem PSD
Signal und der angelegten Spannung am Piezokristall estgiinear und gehorcht
im verwendeten Bereich einer normalen Geradengleichung:
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Abbildung 5: AFM Messung eines Polyacrylamidgeles
Vpsa = Spannung am PSD in Volt
Visa = A+ BVpiczo B = Steigung der Geraden
(3) A = Grundspannung am PSD ohne Kraft
Vyiezo = Spannung am Piezo in Volt

Um aus dem Signal des PSD auf die wirkende Kraft an der Caat8pitze schlie-
3en zu kénnen, braucht man noch die Federkonstante dese@ardi Deren Mes-
sung wird noch weiter unten beschrieben. Mit der Konstaitdesen sich schon die
PSD Signale zusammen mit der Piezospannung die Flexalso Verschiebung der
Cantileverspitze in-Richtung auf den Piezo zu, berechnen. Anders ausgedsickt i
s die Entfernung der Cantileverspitze zu dem Punkt an dem piizeSdes Canti-
levers ware, wenn sie nicht durch das Auftreffen auf das Dlaskam Tiefertreten
gehindert wirde.

s C‘/piezo (4) c = 3800717’”/%@630

B = Steigung der Geradengleichung

Durch Lésen dieser Gleichung ist es mdglich die Spannung@iniR eine Flexion
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des Cantilevers umzurechnen. Ist dann noch die Federkaastas Cantilevers be-
kannt, d.h. welche Kraft nétig ist um den Cantilever um eiegrderte Strecke zu
flektiern, kann man direkt die Kraft angeben, mit der die &pauf die Unterlage
drtickt, wie in Abbildundb geschehen. Subtrahiert man nasealiFexionsstrecke
s des Cantilevers von der Strecke die durch die VerlangeresdPiezos resultiert
(cVpiezo), €rhalt man die Eindricktieféin das weiche Substrat.

Viiezo =5+ d (5)

Nun l&sst sich aus einer Kraftkurve fur eine Substrat augdeoylamid wie in Ab-
bildung[® der Elastizititsmodul' mit der oben angegebenen Formel berechnen.
Dabei ist lediglich noch zu beachten, dass man einen Puniraé&kurve nimmt,

an dem die Eindrtcktiefe kleiner als der halbe Radius detrgigenden Kugel ist,
weil die Formel streng genommen nur fur diesen Fall gilt. Usn desultierenden
Wert zu Uberpriifen kann man z.B. wie die rote Linie in Abbildi{B zeigt, einen
Graphen der Losung fir die zur Berechnung benutze Gleicmingem erhaltenen
Wert E fur der Youngs Modul tiber die experimentellen Werte legear.aDds wird
ersichtlich, dass der Messfehler bei dieser Methode selmgest und vor allem
von der Bestimmung der Federkonstante des Cantileversiglohist.

Bestimmung der Federkonstante der Cantilever

Mithilfe der Methode vorl_Cleveland etlal. (1993) wurden dedé&rkonstanten
weniger Referenzcantilever bestimmt. Dabei wird durch&@mrden von unterschied-
lichen definierten effektiven Massen an den CantilevereleResonanzfrequenz
verschoben. Kleine Kugeln aus Wolfram mit einem Durchmegse 1 bis 30um
(Dichte 19,3 g/cr) wurden tUber Adhasion angeheftet. Die Resonanzfrequenz wu
de dann bestimmt, indem das PSD Signal eines vom Cantileflektierten Laser-
strahles analysiert wird. Dies wird in der Doktorarbeit v@tmuckmeier((2001) ge-
nauer beschrieben. Der von dieser Methode zu erwarteteHeddt nur bei 4-6%,
ist aber mit einem relativ groRen Aufwand verbunden. Mi¢hdieser Referenz-
cantilever wurden nun die restlichen Cantilever mittetesivon Tortonese and Kirk
(1997) beschriebenen Verfahrens kalibriert. Dabei driiekt mit der Spitze des zu
bestimmenden Cantilevers auf die Spitze eines Referetiszams. Nachdem man
durch das Aufzeichnen einer Kraftkurve einer harten Uatgl(Glas) die Steigung
der Kraftkurve berechnet hat, kann man dann die unbekarederkonstante be-
rechnen. Der Fehler dieser Methode liegt unter 10%. Diegeiethode wird von
Struckmeier/(2001) in seiner Doktorarbeit beschrieben.
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2.4 Calciumionenmessungen

Intrazellulare Calciumionenkonzentrationen wurden itigtder Fura 2-ratio Bild-
auswertungsmethode bestimmt, wie von Grynkiewicz let 8B%) beschrieben. Da-
zu wurden die Zellen auf Deckglasern miu®1 fura-2/acetoxymethylester fur 60
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wordie Zellen zweimal
mit PBS gespult und mit 10 mM HEPES Medium versorgt. WahresdEkperi-
mente wurde jede Sekunde ein 512 x 512 Pixel grol3es 8 Bit Bilgtimer inten-
sivierten CCD Kamera aufgenommen. Die Anregungswellggdanvon 340 und
380 nm wurden mithilfe eines Monochromators erzeugt. Diswertung der Bilder
erfolgte mithilfe der Quanticell 700 Software. Pro Expezgimhwurden jeweils 3 bis
5 Zellen untersucht. Die Anregungswellenlange wurde @ikeend zwischen 340
und 380 nm umgeschaltet und die Emission bei 505 nm registidee Calcium-
ionenkonzentration wurde als das F340/380 Verhaltnisteztni

® Fura 2 AM (Molecular Probes; Nr. F-1201)
® Extended ISIS CCD Camera (Photonic Science, UK)
® Monochromator (Visitech, Sunderland, UK)

® Quanticell 700 (Applied Imaging-Visitech, Sunderland, UK

2.5 Durchflhrung der Experimente zu den Zugkraftmessungen

Vor allen Experimenten wurden die Deckglaser mit den Zellisazuvor fir 24 bis

72 Stunden auf den flexiblen Substraten kultiviert wordernewain die Versuchs-
kammer eingebaut und auf den Mikroskoptisch gebracht. idaam Einbauen ver-
ging durchschnittlich noch eine Stunde bis zum Beginn dgsrglichen Versuches.
Die Zellkammer ist im Prinzip ein geschlossenes System| kiggne Offnungen

erlauben aber den Austausch des Nahrmediums und die Zugabéevsuchsstof-
fen. Es wurde darauf geachtet, dass die Zelle in der Kamneét mon toxischen
Substanzen umgeben ist, die sich eventuell aus der Kammaudi@sen kdnnten.
Die Innenauskleidung der Kammer besteht, bis auf das sceschbebene Poly-
acrylamidsubstrat, nur aus Glas und Silikon. Der Freiraimdis Nahrmedium
Uber dem Gel betrégt bei der verwendeten Kammer 2 mm bei ei@assungsver-
mogen von insgesamt 3 ml. Bei allen Fluoreszenz- und Phasgalstaufnahmen
fur die Kraftmessungen wurde eine 8 Bit CCD Kamera Xillix noiecnager MI11400

mit 1306 x 1032 Pixeln benutzt. Die Bilder wurden direkt tleer Interface auf
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einen PC Ubertragen und dort im verlustfreien TIFF-Formdteaner Festplatte
gespeichert. Die Pixelgrof3e der verwendeten Kamera wurde fir jeden Mikro-
skopaufbau und jedes Objektiv bestimmt. Die Versuche férKfaftmessungen
wurden mithilfe folgender Mikroskope und Objektive dureffighrt:

Mikroskoptyp Objektiv NA | pz [um/Pixel]
Nikon Diaphoth IM Nikon Fluor 40x 0.85 0.276
Nikon TE2000-U IM| Ni. Plan Fl. 40x ELWD| 0.60 0.258
Leica_UM PL Fluortar 40x 0.70 0.253

2.5.1 Messungen zum Vergleich verschiedener Zelltypen

Um die Methode der Zugkraftmessung hier im Labor und dieveervendeten Zell-
typen zu etablieren, wurden zunachst vergleichende Mgesumit “Primaren Bo-
vinen Osteoblasten” (POB) und mit der Zelllinie Mg63 durefidirt. Dazu wurden
die Zellen entweder auf fibronektin- oder auf kollagen begtkten Substraten kul-
tiviert. Es wurden Substrate mit 8% Acrylamid und 0,02% 2041BIS-Acrylamid
verwendet, um die beste Zusammensetzung fir die Zellenderfiand auch einen
eventuellen Einfluss der Substratsteifigkeit auf das Kradau der Zellen zu un-
tersuchen. Denn wie Wang ef al. (2000); Pelham and Wang [1B8&t al. (2000)
zeigen, konnten wird das Zellverhalten, wozu auch WachsBewegung und Ad-
hasion zahlen, durch die Beschaffenheit des Substratesrschiedener Form be-
einflussen.

Zellen wurden hierfir ca 24 bis 76 Stunden auf den Gelenweitiund dann fur
60 bis 120 Minuten beobachtet. Alle 5 Minuten wurde je einden&ontrastbild
und ein Fluoreszenzbild aufgenommen. Am Ende der Expetswemrde die Zelle
durch Austausch des Nahrmediums gegen Trypsinlésung vdrati@t abgelost,
um das Referenzbild der Fluoreszenzmarkerpartikel mazhénnen.

2.5.2 Cytochalasin D Experimente

Pelham and Wang (1999) haben gezeigt, dass durch Depolatien von Aktin-
filamenten mithilfe von Cytochalasin D die messbare ZugkreZellen nachlasst
bzw. ganz verschwindet. Um dies fur POB und Mg63 Zellen zuyirddéen, wurde
Cytochalasin D in einer Konzentration voruinol/l (effektive Konzentration laut
Wakatsuki et al.1(2001)) dem Medium hinzugefuigt, nachdexmzéile fir 20 Minu-
ten unter normalen Versuchsbedingungen beobachtet werderbanach wurden
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die Zellen fur weitere 60 bis 120 Minuten beobachtet. Bildarden auch hier alle
5 Minuten aufgenommen und fir das Referenzbild die ZellanTnypsin abgelost.

Material

® Cytochalasin D: Sigma; Nr. C-8273

2.5.3 Messungen an GFP-Aktin transfizierten Zellen

An der Generierung der Zugkréfte, die auf das Substrat kgggnh werden, ist das
Zytoskelett beteiligt. Eine wichtige Funktion wird dabeird Aktin zugeschrieben.
Um wahrend der Aufnahme der Zugkraftbilder auch die Aktamfiente der Zellen
beobachten zu kdnnen, wurden U20S Zellen mit dem GFP-AKasrkid trans-

fiziert. Zellen, die das GFP-Aktin Plasmid aufnehmen unddkaibieren, produ-

zieren dann ein grin fluoreszierendes Aktin-Protein, wedah die von der Zelle

produzierten Aktinfilamente integriert wird. Diese Tedhermoglicht die Visua-

lisierung spezifischer Zellbestandteile der lebendeneZelhne eventuell toxische
Farbstoffe benutzen zu missen. Das GFP-Aktin Plasmid wivedadlicherweise
von Prof. Beraiter-Hahn aus Frankfurt zu Verfligung gestBlle Zellen wurden
vor den Experimenten fur 48 Stunden mit dem Plasmid inkabier dem Einbau
in die Versuchskammer wurden die Zellen zwei Mal mit PBS ghlian. Fir die
Versuche befand sich normales 10 mM HEPES Ham’s F 10 Mediwlarizellkam-
mer. Wahrend eines Versuches wurden die Zellen wie schar ischnitCZ5 11
beschrieben beobachtet. Nach 60 Minuten wurde bei einigesu¢hen Cytochala
sin D hinzugegeben, um das Depolymerisieren der Aktinfilameu beobachten.
Cytochalasin D depolymerisiert Aktinfilamente, ohne dab@dere Zellfunktionen

in grofRerem Mal3e zu storen.

2.5.4 Applikation elektrischer Felder auf Zellen in Kultur

In der Arbeitsgruppe Experimentelle Orthopadie der Ppdimiversitat in Marburg
wurde eine Elektrokammer fir Zellen entwickelt, um die Realen von Osteo-
blasten auf elektrische Felder studieren zu kénnen. Eiw8gunkt dieser Arbeit
war es, den Einfluss von elektrischen Feldern auf die Zugkredter von Osteobla-
sten zu untersuchen. Daher wird der Aufbau der Kammer hier &déutert. Die

Elektrokammer basiert auf dem Modell von Harris etial. ()9®er fur die Zel-

len vorgesehene Teil hat die gleichen Abmessungen wie de[Hd beschriebene
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Abbildung 6: Beispiel einer mit dem GFP-Aktin Plasmid Transfizierten @22elle auf
einem Fluoreszenzpartikel enthaltenden Polyacrylantisisat. Es ist das Negativ eines
Fluoreszenzbildes.

Zellkammer, sie ist aber nach oben hin offen. Auf den beidezdn Seiten die-
ser Kammer befindet sich jeweils ein rdumlich getrennteratsbehalter, der mit
0.9 %iger Kochsalzlosung gefillt ist. In der KochsalzlGglrefinden sich Platin-
elektroden, die mit einem Gleichstromgenerator verbursied (Bio-rad 200/2.0
Power Supply, Life Science), um so das elektrische Feldlagen. Agarstreifen,
die fir jeden Versuchstag neu gegossen werden, verbinéevodiatsbehalter mit
der Zellkammer. So erreicht man eine Spannung im Nahrmedbne die negati-
ven Effekte wie Elektrolyse und Elektroosmose (Steckellefi84) oder das Her-
auslésen von toxischen Substanzen aus den Elektroderfdeinv, 1972) in Kauf
nehmen zu missen. An der Stelle der Kammer, an der sich wdilkeieas Versu-
ches das Polyacrylamidgel mit den zu beobachtenden Zed#éndet, trennt ein
Polycarbonatblock bis auf einen schmalen Korridor von A00die linke von der
rechten Zellkammerseite. Wie die ganze aus Polycarborettigge Kammer, hat
auch diese Briicke einen hohen Widerstand fur elektrischem3und isoliert da-
durch Anode und Kathode voneinander. Das elektrische Fetdadurch auf den
schmalen Streifen unter dieser 1 cm langen Briicke koneettwo sich die Zellen
befinden. Dort wird auch die Spannung durch zwei Elektrodehainem digitalen
Spannungsmessgerat (Fluke 75, Fotronic Corporationyditiett.

Die Versuche wurden im Grunde wie die schon vorher erl&eneéversuche durch-
gefuhrt. Die Zellen wurden in die Elektrokammer eingebaud dann unter dem
Mikroskop beobachtet. Bei einigen Versuchen wurden diddBihur alle 5 Minuten
gemacht, daftr aber der gesamte Orientierungsprozessterddokumentiert. Vor
dem Anschalten wurde die Zelle 20 bis 60 Minuten ohne elsttties Feld beob-
achtet. Um eine hohe zeitliche Auflésung der ersten Orieniggsphase zu bekom-
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5 Spannungsmessgerat
1 Elektrode

) —

4 Messelektrode |

7 Polyacrylamidgel

3 Vorratsbehalter 8 Polycarbonatblock 2 Agarstreifen

B

~.,

6 Deckglas >
0,1Imm

Elektrische
Feldlinien

7 Polyacrylamidgel 10mm

Zellen
(nicht eingezeichnet)

Abbildung 7: Aufsicht (A) und Seitenansicht (B) der verwendeten Ele&troner aus Po-
lycarbonat. Die Spannung wird (iber die Elektroden (1) aagelUber die Agarbriicke (2)
wird die Spannung aus den mit 0.9 %iger Kochsalzlosung igefiNorratsbehéltern (3) auf
die eigentliche Zellkulturkammer in der Mitte Ubertrag&ie Spannung wird Gber Platin-
elektroden (4) in der Zellkammer gemessen (5).Die Zellkanwird nach unten durch ein
Deckglas (6) begrenzt. Die Zellen befinden sich auf dem Polinidgel (7). Die zu be-
obachtenden Zellen befinden sich unter dem elektriscteisolilen Polycarbonatblock (8),
welcher das elektrische Feld auf einen schmalen Korridor 400 ,m Hohe, 14 mm Breite
und 10 mm Lange begrenzt (C).



MATERIAL UND METHODEN 38

men, wurden die Experimente mit 30 Sekunden zwischen deleBildurchgefinhrt.
Als erkennbar wurde, dass es Zellen gibt, die ihre Krafterusthon in den ersten
30 Sekunden signifikant verandert hatten, wurden die falgerExperimente mit
10 Sekunden Abstand zwischen den Bildern gemacht. Daduntsledt aber eine
sehr grof3e Menge an auszuwertenden Daten. Ein zweiteseRraitéllt dabei die
Aufnahme der Phasenkontrastbilder dar. Denn das UmsohadtePhasenkontrast-
beleuchtung auf Fluoreszenzbeleuchtung kann unter Ziekdru Erschiitterungen
des Mikroskoptisches fiihren, die ein Refokussieren desrEkzenzpartikelebene
notig macht. Vorsichtiges und akkurates Fokussieren ist edoweniger als 10 Se-
kunden nicht moéglich. Daher wurden fur diese Versuche dieedenach 2 bis 5
Minuten wie tblich im 30 Sekunden Takt weiter beobachtateBVlinute vor Ein-
schalten des elektrischen Feldes wurde noch ein Phaseagimld aufgenommen,
dann auf eine Bildaufnahmefrequenz von 1/10s fir 5 Minutetgeschaltet. So
entstehen noch 5 Bilder vor dem Einschalten des Feldes umi2&ektrischem
Feld. Wahrend dieser Zeit wurde der gesamte Mikroskopaufipeht berihrt, um
Registrationsartefakte (siehe Abschiuff 2.6.3 auf dehsi&n Seite) zu vermeiden.
Drastische Anderungen der Zellprojektionsflache im Phesamnastbild sind in die-
sen 5 Minuten bei 10 V/cm nicht zu erwarten und auch nicht bebtet worden.

2.6 Die Analyse der Zugkraft

Inzwischen wurde ausgiebig erlautert, wie in ExperimentenDaten flr die Be-
rechnung von Kraften auf zellularer Ebene gesammelt wurkdedem folgendem
Abschnitt werde ich erlautern, welche Schritte zum Auseredieser Daten notig
waren. Die eigentliche Berechnung der Kraftvektoren umdaditomatische Gene-
rierung der Deformationsmatrix (siehe Abschhiff2.6.3dlgte mithilfe der Libtrc
Computerprogramme, dir mir freundlicherweise von Prade$8. Dembo aus Bo-
ston zur Verfigung gestellt wurden. Als Rechner diente @indelstblicher 786
Dualprozessor PC mit Redhat Linux 7.1, 7.2, und 7.3 als 8etgystem.

2.6.1 Bestimmung des Zellumrisses

Zu einem Fluoreszenzbild des durch die Zelle deformieri#ss8ates wurde auch
ein zugehdriges Phasenkontrastbild aufgenommen, um djelion der Zellfla-
che auf das Fluoreszenzbild festzuhalten. Mit selbstgedmdmen Makros fur das
Bildanalyseprogramm Image-Pro Plus 4.0 der Firma Mediae@ytics wurden
Koordinaten festgehalten, die die Flache der Zelle auf déoh Boglichst genau
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eingrenzten. Zur Orientierung und besseren Detektion \@ib&vegungen wurde
auch stets die Projektion des Zellkerns bestimmit.

2.6.2 Determinieren der Ursprungsknoten fur die Kraftvektoren

Der so erhaltene Zellumriss wird dann fur die weiteren Benengen in 100 bis
1000 Unterregionen eingeteilt. Der Zellgeometrie entspead wird ein Netz ein-
gepasst. Dies geschieht, indem zunachst ein Rechteck ufeliigegezeichnet wird
und dann dieses in vier gleich groRe Rechtecke geteilt Wroh wird wiederum

jedes Feld weiter unterteilt. Dies macht man einige Maleiséivendurch werden
alle Vierecke, die aul3erhalb des Zellumrisses liegenearitfVierecke, die in der
N&he der Zellgrenzen liegen, werden dann so verformt, dassch der Zellgrenze
von beiden Seiten annahern. Spitze und stumpfe Winkel, uiehddas Entfernen
von Vierecken entstehen, werden geglattet. Am Schlussemandch die restlichen
Aul3enseiten der Vierecke auf die Zellgrenze verlegt, wesahmicht automatisch
geschehen. Jeder Knotenpunkt dieses Netzes wird spataotalstieller Ursprung
einer wirkenden Kraft bei den spateren Berechnungen liegatic

2.328-031CM]

Abbildung 8: Ein Beispiel fir das Produkt des “Paving” Algorithmus, mérd auf der Pro-
jektionsflache der Zelle Knotenpunkte als Ursprung fiir digfikektoren definiert werden.

2.6.3 Erstellen der Deformationsmatrix

Da zu Beginn dieser Arbeit noch kein Programm zur Verfuguagd um die De-
formationsmatrix zu erstellen, musste diese fur einigesiveine manuell erstellt
werden, was allerdings einen sehr grof3en Zeitaufwand betdend zusatzlich auch
viel unpraziser ist. Aber zur Abschatzung der GesamtkraéreZelle sowie zur Be-
stimmung der Richtung der Kraft war diese Methode ausreidhin allen Fallen
der Kraftmessungen an GFP transfizierten Zellen wurdenuhst&atdeformations-
vektoren manuell erstellt, da es zu starker Uberlagerungldereszenz des GFPs
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und der Markerpartikel im Substrat kam. Da sich die Zelle dadhit das Ak-
tingeriist zum einen bewegen kénnen und zum anderen dassftienende Aktin
auf dem Vergleichsbild nach Entfernen der Zelle nicht medrhanden ist, konnte
ein automatisches Bestimmen der Vektoren nicht zuvedédgsichgefihrt werden.
Dieses Problem wirde sich aber, durch Verwendung von dauttiterschiedlichen
Emmissionswellenlangen und scharf trennenden Filteklldcvermeiden lassen.
Um tatséchlich Bewegungen mit dem Auge sicher feststellekénnen, mussten
die Substrate fur diese Form der Auswertung weicher seinfialdie spater be-
schriebene automatische Auswertung.

Manuelle Vektorbestimmung Die Analyse erfolgte mithilfe selbstgeschriebener
Makros fur das Bildanalyseprogramm Image-Pro Plus 4.0 denaMedia Cy-
bernetics. Dazu wurde zunachst das Programm Corel Drawed.Gidna Corel
benutzt, um das zellfreie Fluoreszenzbild mit dem zu amnalgaden verformten
Bild zur Deckung zu bringen (fortan “registrieren” gengnidies geschieht, um
eine eventuelles Bewegen des Mikroskoptisches auszbglei®ie so registrier-
ten Bilder wurden nun, zusammen mit dem zugehorigen Phasémaistbild der
Zelle zum Zeitpunkt der zu analysierenden Substratdefiboman einen Film aus
drei Rahmen umgewandelt. Jedem der Bilder wurde eine Famdtaste der Com-
putertastatur zugewiesen. Durch rasches Hin- und Hetsthahtsteht dann ein
Eindruck einer plastischen Zeitrafferanimation der Stattdeformation. Durch das
Registrieren der Bilder, findet eine Bewegung der im Subseéindlichen Mar-
kerpartikel nur in der naheren Umgebung einer Zelle statle Zeile der zu er-
stellenden Deformationsmatrix enthélt die Koordinateresimit dem Mauszeiger
ausgewahlten Punktes auf dem zellfreien Bild und den emtbpnden Referenz-
punkt auf dem durch die Zelle verformten Bild. Dadurch ist tieser Methode
eine Deformationsvektor mit der Genauigkeit von einem Riee Kamera in Lan-
ge, Richtung und Position determiniert. Je nach QualitatBieer wurden so in
der Region der Zelle 100 bis 300 Vektoren bestimmt und dandi@iBerechnung
der Krafte eingesetzt.

Der Optische Fluss Algorithmus (Optical flow) Deutlich vereinfacht und pra-
zisiert wurde die Technik der Zugkraftmessung durch dasi¥oar Programm als
Teil der neueren Libtrc Pakete. Dieses bedient sich einegsllationsbasierten opti-
schen Fluss-Ansatzes, um die Verformung des Substratesreaimen. Die Grun-
didee dabei ist, Intensitdtsmuster auf beiden Bildern zeckdng zu bringen. Im
Folgenden werden die Koordinaten eines Pixels auf denreieif, also entspann-
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ten Bild, mit (x,y) und die des Bildes mit der substratdeformierenden Zelle mit
(u, v) gekennzeichnet. Es soll jetzt die Wahrscheinlichkeitstetaverden, dass die
Bewegung des Substrates die Koordinate,) an die Stelldwu, v) transportiert hat.
Ein einzelnes Pixel kann aber allein an seiner Helligkaihheindeutig identifiziert
werden, daher wird zur Identifikation die Umgebung der Kamaite untersucht. Da-
zu werden zwei Korrelationsfenster mit der Dimengireb+1)x[2xcb+1] und dem
Zentrum am Punkfz, y) bzw. (u, v) erstellt. Die Grol3e des Fensters um den Punkt
wird dabei vonecb bestimmt, welches so gewahlt werden sollte, dass sich in dem
Fenster ein moglichst einmaliges Intensitatsmuster desr€$zenzlichtes im Sinne
eines “Fingerabdruckes” befindet. Als erster Bearbeitsdgstt des korrelations-
basierten Suchalgorithmus werden die Intensitaten deleBéngeglichen, indem
von jedem Intensitatswert der Bildmatrix eine Konstantgesiogen wird. Diese
Konstante wird zuvor so bestimmt, dass danach die durcltflctire Intensitat ei-
nes jeden Bildes gleich Null ist. Die Ubereinstimmung, doesser die Ahnlichkeit,
der beiden Korrelationsfenster wird mithilfe des Kreuzktationskoeffizienteri?
berechnet. Der Kreuzkorrelationskoeffizient nimmt Werb@ w1 bis +1 an. Fiur
den eher unwahrscheinlichen Fall, dass das eine Bild geamaNeégativbild des an-
deren ist, nimmf den Wert—1 an. Liegt keinerlei Korrelation vor, ergibt sich filir
der Wert 0. Liegen identische Bilder in den Korrelationstenn, liefert die Berech-
nungR = +1. Um die raumliche Aufldsung mit der die Substratdeforma#inge-
geben wird festzulegen, legt man auch hier ein Gitter augdéfpunkten fest. Fur
jeden Knoten des Gitterghz x nby, dessen Koordinaten duréhj, yk) beschrieben
werden, wird dann der korrespondierende Punkt gesucht.islie = 1,2, ..., nbx
undk = 1,2, ...,nby. Das bedeutet, man legt um jeden Pufikt, yk) des unver-
formten Substrates das Korrelationsfenster und sucht di@zkorrespondierenden
Pixel (ujk' vjk') auf dem verformten Substrat. Fir die groRRte Ubereinstingnun
hat R ein Maximum. Um dieses maximal@ zu finden, wird ein “Lokaler Such-
Algorithmus” benutzt. In diesem Ansatz wird die initiale #dahme gemacht, dass
(ugk’,vjk’) an der Stelle(zj, yk) ist, d.h nicht verschoben wurde. Nun werden
Werte fur R aller Pixel innerhalb eines Suchabstandes, der vorheyekesjt wur-
de, bestimmt. Das Pixel mit dem hdchsten Wert fiwird dann wiederum als
neue Annahme flfujk’, vjk’) Ubernommen. Bleibt die neue Annahme die glei-
che wie die alte Annahme, wird die Suche abgebrochen, atesogeht die Suche
weiter. Wenn alle korrelierenden Punktejk’, vjk’') fur alle Knoten des Gitters
nbx * nby gefunden sind, wird interpoliert, um die Annahme fir das Maxn
von R noch weiter zu verbessern. Die verwendete “5-punkt Quatitathode er-
laubt eine theoretische Genauigkeit von bis zu 0.1 Pixehetdinterpolation und
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damit von 25 nm im Idealfall (Marganski etlel., 2003). Zu &ien Annahmen fir
Deformationsvektoren kann es bei dieser Methode kommem @ie tatséchlichen
Deformationen sehr grof3 sind, wenn zu wenig Markerpunki8uivstrat vorhanden
sind, die Korrelationsfenster zu klein gewéhlt werden unmhis dort keine einma-
liger “Fingerabdruck” vorhanden ist oder auch, wenn auf aé@nen Bild Marker
zu finden sind, die auf dem anderen Bild nicht vorhanden wdbden letztgenann-
te Fall kann z.B. durch Autofluoreszenz von Zellbestaneitedder selten durch
Auswaschen von Markerpartikeln entstehen. Sind die Badhlecht ausgeleuchtet,
oder zu wenige Markerpartikel vorhanden, kann es auch zleffrekommen, wes-
halb Markerpunkte auch nicht beachtet werden, an denenataglithis von Signal
zum Hintergrundrauschen einen festgelegten Wert untexseh Ebenfalls werden
Markerpunkte entfernt, deren Kreuzkorrelationskoeffizieinen vorher festgeleg-
ten Wert unterschreiten. Ebenfalls zur Fehlervermeidghgs sinnvoll, die phy-
sikalischen Eigenschaften der flexiblen Substrate zu beacMarkerknoten, an
denen die Verschieberichtung stark von der Richtung deene@thUmgebung ab-
weichen, werden auch als suspekt markiert und neu berecdkungt wenn der Be-
trag des Deformationstensors an einer Stelle einen lirariden Wert Gbersteigt,
gilt der zugehorige Knoten als suspekt. Suspekte Knotedevemeu berechnet, in-
dem das Korrelationsfenster vergrof3ert wird und der Wertdiit’, vjk') des am
nahesten gelegenen unsuspekten Knotens als Anfangsamidl@emmommen wird.
Es werden natirlich auch Registrationsartefakte ausdesgii die etwa durch Be-
wegungen des Mikroskoptisches im Zeitraum zwischen beddgnahmen entstan-
den sein kdnnen. Fur die eigentliche Berechnung wird danideektionsvektor
zunéchst zu jeder Koordinate addiert, der durch einen élei, etwas einfache-
ren Algorithmus bestimmt wird. Die hier erlauterte Methaslied im Detail von
den Autoren des Programms beschrieben Marganski et al2Y2Pfb Bild wurden
zwischen 2500 und 25000 Deformationsvektoren in der nahgregebung einer
Zelle berechnet. Die ndhere Umgebung bedeutet, dass dieldiausdehnung der
Zelle in z undy Richtung bestimmt, und ein Rechteck um die Zelle mit 30% gro-
Rerer Ausdehnung auf def und dery-Achse definiert wurde.

2.6.4 Zur Darstellung der Bilder

Da in dieser Arbeit einige Vektorgrafiken prasentiert werdgehe ich kurz auf
die daraus zu entnehmende Information ein. Das hier einerargll Erklarte gilt
fur alle dieser Vektorgrafiken und wird daher spater nichhma den einzelnen
Bildunterschriften wiederholt.
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Abbildung 9: Beispiel einer Deformationsmatrix, die mit dem “OpticaMitbAlgorithmus

erstellt wurde. Dabei hatte das Korrelationsfenster ein®€ von 61 x 61 Pixeln, der

Suchabstand war auf 5 Pixel festgesetzt. Jeder signifikéghkeor ist durch eine Pfeilspit-
ze gekennzeichnet, auch wenn die Lange des Vektors aufdeuriildauflosung nicht zu

erkennen ist.
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Im allgemeinen ist auf den Vektorbildern nicht der gesaniligeBisschnitt zu sehen,
der mit der Kamera aufgenommen wurde, sondern nur einedgjioin um die Zelle,
welche dier- undy—Ausdehnung der Zelle um ca. 30% uberschreitet. Die tatsach-
liche Grol3e ist durch eine Mal3stabangabe in Form einer Edkierung im Zenti-
metern auf den Bildern angegeben. Ebenso wird die Refénegelder zu sehenden
Vektoren durch einen Eichvektor angegeben. Fur die Vektdex Deformations-
matrix sind das ebenfalls Zentimeter, es ist aber zu beacttess nicht beides im
gleichen Mal3stab angegeben sein muss. Dies ist z.B. sipwesin nur sehr kleine
Deformationsvektoren auf einem verhaltnismalfig grolR3&taBsschnitt visualisiert
werden sollen. Die Eichmarken fir Kraftvektoren wirddig. /cm? oder N/m? an-
gegeben, was eigentlich die Dimension eines Druckes urd eicer Kraft ist. Da
sich die Krafte aber von Punkt zu Punkt unterscheiden, wsurgdég viele Punk-
te zu kennen oder zu definieren, an denen die Krafte wirkell.iédn es nicht
zur Voraussetzung machen, dass eine Kraft nur an den fegtgelPunkten wirkt,
muss man die Kraft im Prinzip pro Flacheneinheit, also algdRrangeben. Dies
wird spéater noch deutlich werden.

Die Vektoren der Deformationsmatrix werden nur angezeiginn sie in der ge-
wahlten Vergro3erung mindestens einem Bildelement derdfaentsprechen. Wer-
den also der Bildausschnitt und die Deformationsvektorgméplottet, sind Defor-
mationen, die weniger als ein Bildelement betragen, niglsehen. Diese Vektoren
werden aber dennoch in der Berechnung beachtet. Fir jedeéarVder aber eine
oder mehr Bildelemente lang ist, wird auch ein Pfeilkopfegeznet, der aber un-
abhéangig von der Vektorlange die gleiche Grél3e hat. Dadwrdah die Richtung
der Deformation besser zu erkennen, aber dafir die Vetsesieecke bei hoher
Datendichte untubersichtlich.

Bei den Versuchen mit elektrischen Feldern ist die RichtdagFeldlinien auch
durch einen Richtungsvektor sowie die Starke des Feld&gdm angegeben.

2.6.5 Berechnen der Kraftvektoren fir jeden Knotenpunkt

Aus den experimentellen Deformationsvektoren ist der Qgdspnun in der La-
ge, durch das Losen einiger Gleichungen, die wahrschbstka Kraftvektoren flr
die Zelle zu errechnen. Dabei handelt es sich dann um dieRioy der Raum-
vektoren auf die Bildebene. Denn auch die Deformationsmapiegelt ja nur
die Bildebenenprojektion der Deformation des dreidimenaien Raumes wieder.
Aus den folgenden Erlauterungen wird aber deutlich, dads die Gleichungen
trotzdem losen lassen, wenn man nur die Bildebenenprojekter Kraftvekto-
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ren berechnen will. Aus der Geometrie einer Zelle auf eifatten Oberflache
wird zudem verstandlich, dass die Komponenten der Kraforek in Richtung des
Normalenvektors der Bildebene wahrscheinlich nicht sebiB gind. Der verwende-
te Mikroskopaufbau bzw. die Objektive haben eine Schickelin derz—Richtung
von 5 m. Fokussiert man nun genau die oberste Schicht der Fluaregartikel,
so sieht man in 2,;%%m Schichtdicke die Ventralseite der Zelle und in 28 die
Fluoreszenzpartikel. Jeder definierte Knotenpunkt destsates ist durch Koordi-
natenm, = (my1, my2,€,), Mitp = 1,2, ...N, im dreidimensionalen Raum deter-
miniert. Dabei gibt, die Position auf dem Normalenvektor an und ist dort gleich-
mal3ig von 0 bis -2,.xm verteilt. Da die Zelle das flexible Substrat nicht infilttje
sondern nur Uber fokale Kontakte angeheftet ist, werdeffit&xédn der Zelle nur
an der Oberflache des Substrates tGibertragen. Nur auf deftdgberunter der Zelle
definiert man daher Ursprungsknoter= (r{,7,0), wie in AbschnitCZ8P schon
erlautert. Die Ortsveranderung eines jeden definiertertédpunkte im Substrat
ist Uber ein Integral mit dem ursé&chlichen Kraftfeld vergfii

oo = [ | gaalmy = 1) T(r)dridrs ©)

Hierbei nehmenv und die Werte 1,2 und 3 ein. Die neun Funktiongg (m —r),
welche Koeffizienten des Greenschen Tensors sind, gebeévediehiebung bzw.
Deformation des Substrates in der Richtungm Punktm verursacht durch eine
Kraft in der Richtungs die am Punk# wirkt an.

Die Dicke des Substrates von etwas /4@ kann im Vergleich zu der maximalen
Markerverschiebung von ca.; dm als unendlich betrachtet werden. Deshalb kann
eine prazise Annaherung fig, der Gleichun@l6 mithilfe der Theorie von J. Bous-
sinesq (1895) gemacht werden:

(7)

(2(1 —v)r — x3) N (2r(v —x3) + x%)x%))

= R r(r— a3) r3(r — x3)?

o (2rer — ) + a3)ara
2 2nE r3(r — x3)?

(

P I+ El‘ll‘g N (1-— 2U)x1>
(
(

73 r(r —x3)

D = (2r(vr — x3) + x%)m:@)

r3(r — x3)?
(1 —v)r —x3)  (2r(v — a3) + 23)3)
r(r— x3) + r3(r — x3)? )

go2 =
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14+v (a9 1—2v)x
o = L2 (0o

2nE \ 13 r(r—x3)
- i
- (o
- )

Hier istz = (z1,x9, x3) ein kartesischer Vektor und damit der Abstand vom Ur-
sprungr = (2% + 22 + 22)'/2, E ist der Elastizititsmodul nach Young undteht
flr die Poissonzahl. Jedes Element, des Tensors hat die Einheit Abstand pro
Kraft. Die Herleitung der Gleichungén 7 wirde hier den Rahrsgrengen, es sei
deshalb auf Landau and Lifshilz (1986) verwiesen.

Innerhalb des Zellumrisses werden fur die Knotes: 1,2, ...N,, dann die Kraft-
vektorkomponenten in der Bildebene geschatzt:

Ts(r) =~ Ty Hy(r) (8)

Hier ist H,(r) eine standard-bilineare Umrissfunktion ufigh stellt die Kompo-
nenten der Zugkraftvektoren an den Knotemit den Richtungskomponenteh
dar. Jede beliebige Berechnung flifs bei gegebenem Knotennetz erlaubt das
Erstellen eines Kraftvektorprojektionsbildes. Durch d&itzen der Gleichurg 8 in
die Gleichund b wird deutlich, dass jedes Kraftvektorbitthérsagen fiir die De-
formationsmatrix macht:

dpa = da(mp) = Tkﬁ/ / gaﬁ(mp — T’)Hk(’f’)d’f’ld’f’g = AkﬁpaTkﬁ (9)

Dabei istA;s,, Nur abhangig von der Geometrie der Netzknoten, der Defoomst
matrix und den Materialeigenschaften des Substrates.DiktE der Deformations-
matrix sind durclp = 1, 2, ...N,, gegeben. Es wird im Prinzip wieder zurlickgerech-
net, welche Deformationsmatrix man im Experiment hatteehaimiissen, wenn
dem diese errechnete Verteilung der Zugkraftvektorenundg gelegt wird. Um
die Qualitat der Berechnungen zu Uberprifen, kann man pgiaah das errechnete
Bild der Deformationsvektoren mit dem experimentell gem@&men vergleichen.
Um das Ganze aber mathematisch zu Uberprifen und zu olgektiy wurde der
implementierte Chi-Quadrattesty) eingesetzt:
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~ ~

X* = (dpa — dpa)? 0t = (dpa — AkppaTis)’0pe (10)

pa pa

Die experimentellen Verschiebevektoren werden hier dtf;grangegeben, wobei

« die Koordinatenachse angibt updlie Punkte der Deformationsmatrix sind. Der
Fehler vondpa wird durcho,, angegeben. Es wird also jedes Element der experi-
mentellen Deformationsmatrix mit dem zugehdrigen Elenglentzum errechneten
Zugkraftbild gehdrenden Deformationsmatrix verglichen.

Die intrinsische Komplexitat eines solchen Kraftvekttatbs wird bestimmt durch:

7 = [ (0T + 4T ETy + 65T, drrdr, a1

Durch Ersetzen aus Gleichuflg 8 und Integration erhalt man:

©* = CiajpTiaTjs (12)

Ciajp ist dabei nur von der Geometrie des Knotennetzes abhéangig.

Man kann nun die Gleichung€nl10 Und 12 zusammenfassen uhdieaGleichung
von Bayes die Wahrscheinlichkeit fili,5 bestimmen:

Ly(Tys | dpa) = exp[—(x* + Ap?)] (13)

Hier ist A eine positive reelle Zahl, die nach dem Kriterium der maxeandntro-
pie bestimmt werden muss. Die Zugkréafte kdnnen dann furegegene\ Werte
berechnet werden, indem man das Minimum des Ausdrugkes\p? sucht. Die
Werte flry? und ©?, die man durch Einsetzen solcher Kraftvektoren maximaler
Wahrscheinlichkeit in die Gleichungénl10 und 12 erhélt,dmert man dann um in
2 und @2. Fur ansteigende Werte firsteigt auch deg? Wert, hingegen fallt der
Wert von 2. Beginnt man mit\ = 0 und steigert es aut = 1, A\ = 2 und so
weiter, erreicht man moglicherweise einen Punkt an gémicht mehr akzeptier-
bar ist. Gewohnlich nennt man einen Wert fir einen Chi-Qaiadiest nicht mehr
akzeptierbar, weny? > N, + \/ﬁp ist. Das Vektorbild fury* ~ N, + \/ﬁp ist
dann das einfachste Kraftvektorverteilungsbild, das miit experimentellen Daten
vereinbar ist.

Zum Abschluss werden nochmal alle Vektoren des besten Batiess auf statisti-
sche Signifikanz Uberprift. Dazu wird die Bootstrap Metheole Efron and Tibi-
shirani (1986) benutzt. Der Grundgedanke dieser Methdasjdem Bild mit der
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gréRten Wahrscheinlichkeit ein Grundrauschen zuzufliigewnlann neu zu berech-
nen, wieder Rauschen hinzuzufligen und berechnen, uswebieadete Bootstrap
Methode wird im einzelnen beschrieben von Dembo et al. (1996

. 1.82E+04[DYN/CMSQ]
| 2.1B6E-03[CM]

Abbildung 10: Beispiel fur ein Zugkraftvektorbild. Es sind nur Vektoraplpttet, die nach
der Bootstrap Methode als signifikant gelten. Die zugelgbgformationsmatrix ist in der
Abb.[9 zu sehen.

3 Ergebnisse

Bevor die Ergebnisse zu den unter AbscHniit 2.5 beschregbExperimenten pra-
sentiert werden, sind noch ein paar Erkenntnisse zur Methadesprechen.

3.1 Elastizitatseigenschaften der Substrate

Die Messung der Elastizitatseigenschaften der Substratdem Rasterkraftmi-
kroskop (siehé2.3.3 auf Seife]29) ergab reproduzierbame\eren Standard-
abweichung unter 1% liegt. Messungen aus verschiedenerg&hdéihrten z.B.
fur eine Zusammensetzung aus 0,03% BIS-Acrylamid und 8%lawerid zu ei-
nem Elastizitaitsmodul von 2977 N7nmit einer Standardabweichung von 0,4%.
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Substrate mit 0,04% BIS-Acrylamid und 8% Acrylamid lageB.zei 4400 N/m

(SD = 0,48%). Der Zusammenhang der BIS-Acrylamidkonzentration mitElar

stizitéat wird aus Abbildung1 ersichtlich, wo einige Subst mit 8% Acrylamid
und variabler BIS-Acrylamid Konzentration grafisch datg#éssind.

18000 —
16000 —-
14000 —-
12000 —-
10000 —-

8000 —-

6000 —

Elastizitatsmodul [N/m?]

4000 —

2000

-—Y Y ————
0.02 003 004 005 006 007 008 009 010 0.11
Konzentration an BIS-Acrylamid [%]

Abbildung 11: Es wurde der Elastizitatsmodul von Polyacrylamidsubstmamit dem Ra-
sterkraftmikroskop gemessen, die sich nur in der Konztatraron BIS-Acrylamid unter-
schieden. Die Regressionskurve zweiter Ordnung wurdeanitFit Polynomial” Funktion
des Programms Microcal Origin erstellt.

Mit ca. 4000 N/nd haben die fir diese Experimente verwandten Zellsubstiate e
Elastizitaitsmodulin der gleichen GroRenordnung wie Zedlelber, die mit 300 N/i
bis 5000 N/m angegeben werden. Um die GréRBenordnung etwas anschauiche
machen, sei erwahnt, dass ein 4000 Pa Gel einen auf beidearBeehenden 75 kg
schweren Menschen um ca. 25 cm einsinken lassen wirde wiathelie Annahme
gemacht, dass das Gel eine unendliche Dicke hat. Der Etastmodul fur Stahl
liegt bei 100 GPa.

3.2 Phanotypisierung der Osteoblasten

Die fur diese Arbeit verwendeten primaren bovinen Ostesiblawurden nach der
in KapitelZZB auf SeitE24 beschriebenen Methode gewarinemunocytoche-
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misch wurden die Proteine Osteocalcin und ProkollagenlTyginem Grol3teil der
Zellen nachgewiesen. Differenzierte Osteoblasten piiederz fast ausschlieflich
Kollagen Typ-I. Das Protein Osteocalcin wird nur von Knathellen synthetisiert
und ist in ausdifferenzierten Osteoblasten zu finden. Disduen darauf geschlossen
werden, dass sich in den verwendeten Zellkulturen Oststaridefanden.

3.3 Qualitat der Kraftvektorberechnung

In der Abbildund’IP ist eine experimentelle Deformationsiraler theoretischen
Deformationsmatrix des wahrscheinlichsten Kraftveldtoiés gegentibergestellt. Es
wurde mithilfe des optischen Fluss-Algorithmus die expemtelle Deformations-
matrix aus zwei Bildern bestimmt, die nicht exakt aus deichlen Fokusebene
stammen. Dadurch wirkt das geplottete Vektorbild etwasrawscht”. Wird aus
diesem Bild dann im nachsten Schritt das wahrscheinlidieaévektorbild nach
der untefZ.8]5 beschriebenen Methode bestimmt, danrsetiért das untere Bild
der AbbildungIP die theoretische Deformationsmatrix, aliss den berechneten
Kraftvektoren resultieren wirde. Es fallt auf, dass dastéiesche Bild die groRRe-
ren Verschiebevektoren in gleicher Weise darstellt, abehadass das “Grundrau-
schen” im theoretischen Bild nicht mehr auftaucht.

Abbildung[I3 zeigt eine experimentelle Deformationsmxatter eine bessere Bild-
qualitat als in der AbbildungZ12 zugrunde liegt. Das unteitd B2prasentiert wie-
der die theoretischen Deformationen, die aus den beremhi@tiften resultieren
wuirden. Es ist zu erkennen, dass die Bilder sich im Weséetticiicht unterschei-
den. Allerdings ist im oberen Bild der linke untere Bereiairah Deformationen
gekennzeichnet, die im unteren Bild nicht auftauchen. Biesuf eine andere Zelle
zurtckzufuhren, die sich im Anschluss an den Bildaussthaith unten links be-
findet. Wie man aber erkennen kann, war der Abstand der aw2g&#e zur unter-
suchten Zelle ausreichend, da die Vektoren zu keinem Kakiitw der untersuchten
Zelle gefuhrt haben, der einer zentrifugalen Kraft entsipea wirde. Daher gibt es
keinen wahrscheinlichen Vektor auf dem Zellgebiet der &eéormation in dem
linken unteren Bildausschnitt des unteren Bildes der Ahlrig[IB hatte bewirken
kénnen. Aber es ist moglich, dass die zweite Zelle das digbenton der unter-
suchten Zelle deformierte Substrat an dieser Stelle wieidddeines Stiick von der
Zelle wegzieht und sich damit die Krafte der Zellen an di€}etle teilweise neu-
tralisieren. Dadurch wurden die Kraftvektoren an benakbaZellbereichen mit
einem kleineren Betrag und eventuell falschen Richtungganenten berechnet.
Daraus wird deutlich, dass es mit dieser Technik nur mégéigiAussagen Uber die
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Abbildung 12: Auf dem oberen Bild ist eine vom “Optical Flow” Algorithmusstelite
experimentelle Deformationsmatrix. Das untere Bild regandtiert die theoretische Defor-
mationsmatrix gleicher Markerdichte, die das nach der besbenen Methode gewonne-

ne wahrscheinlichste Kraftvektorfeld der experimentelDaten wiedergeben. (Naheres im
Text)
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Gesamtkraft einer Zelle zu machen, wenn es sich um einelesZelle handelt.
Der Sicherheitsabstand zu benachbarten Zellen sollter gialmach Substratelasti-
zitat 15 bis 40:m betragen.

T

o

Abbildung 13: Auf dem oberen Bild ist eine vom "Optical Flow" Algorithmustellte
experimentelle Deformationsmatrix. Das untere Bild resgndtiert die theoretische Defor-
mationsmatrix gleicher Markerdichte, die das nach der hésbenen Methode gewonne-
ne wahrscheinlichste Kraftvektorfeld der experimentelDaten wiedergeben. (Naheres im
Text)

3.4 Muster der Kraftverteilung von POB und Mg63 Zellen

Sowohl Fibroblasten als auch Keratozyten tben die gro3téftaauf ihre Unter-
lage entlang ihrer Longitudinalachse aus (Galbraith arebi) 1997, Oliver et al.,
1999), wobei sich die Bewegungsrichtung um 8@terscheidet. Fibroblasten wan-
dern entlang ihrer Longitudinalachse und Keratozyten it zu dieser Ach-
se. Mit verschiedenen Techniken konnte in unabhéngigeritem gezeigt wer-
den, dass Fibroblasten besonders in der SchwanzregiomasbarKrafte ausiiben
(Galbraith and Sheetz, 1997; Oliver et al., 1999; Lo et &Q(Y. Osteoblasten zei-
gen ein ahnliches Motilitdtsverhalten wie auch Fibroldastber im Vergleich zu
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den MG63 Osteosarkomzellen ist deren Fortbewegungsgesdigieit deutlich
geringer.

— > 3.68E+04[DYN/CMSQA]

| 1.4BE-03[CM]

Abbildung 14: Zugkraftmuster eines priméren bovinen Osteoblasten audneiPoly-
acrylamidsubstrat mit einem Elastizitadtsmodul von 4200\ Die Zelle bewegte sich von
rechts nach links.

Abbildung[I4 zeigt ein typisches Kraftmuster eines primdrevinen Osteoblasten.
Die héchsten Zugkrafte sind am vorderen Zellpol lokalisiBie Zugrichtung der
Krafte ist der Bewegungsrichtung der motilen Zelle entgegerichtet. Ein grolRer
Teil der Kraft wird durch entgegengesetzte Zugrichtungernateren Zellpol ant-
agonisiert. Kurz hinter der Kraftfront am vorderen Pol bééhsich tblicherweise
eine Zone mit niedrigen Zugkraften. Typisch sind auch diatirekleinen Krafte
unter dem Zellkern und in dessen Umgebung. Die gleicherseiyein Merkmale
sind nochmal in AbbildungZ15 dargestellt.

. 7.05E+04[DYN/CMSQ]
| 1.34E-03[CM]

Abbildung 15; Zugkraftmuster eines priméren bovinen Osteoblasten audneiPoly-
acrylamidsubstrat mit einem Elastizitatsmodul von 4200A\/
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Ein reprasentatives Kraftverteilungsmuster einer MG6@@sarkomzelle istin Ab-
bildung[I® zu sehen. Zunachst fallt die flir motilere Zelig@pische Morphologie
auf. Der sehr breite vordere Zellpol weist auch hier die tgiolKraftvektoren auf.
Dem gegenuber liegen auch wieder entgegengesetzte \elaorainteren Zellpol.
Aber auch am Zellkérper weisen kleinere KraftkomponenteRichtung Zellkern.
Die Zone um den Zellkern ist auch hier relativ frei von gra@eKraften. Im Unter-
schied zu den Osteoblasten ist hier aber die Gro3e bzw. destslader Vektoren zu
beachten. Die dargestellten Krafte der Osteoblasten sndin Vielfaches groRer
als die der MG63 Zellen (sielie-B.5). Es ist daher nicht ddr Bass Osteoblasten
nur am vorderen und am hinteren Zellpol Krafte auf die Uatgel ausiiben. Auch
dazwischen sind zellkernwarts gerichtete Krafte zu finden.

1.95E+03[0YN/CMSA ]
1.15E-031CM]

Abbildung 16: Zugkraftmuster einer MG63 Osteosarkomzelle auf einemaPolamidsub-
strat mit einem Elastizitaitsmodul von 4200 R/m

3.5 Statistik zu den Gesamtkraften

Zum Vergleich der durchschnittlichen Gesamtzugkraft dgsehiedenen Zelltypen
wurden 21 primére bovine Osteoblasten und 26 MG63 ZelleSabstraten aus 8%
Acrylamid und 0.03% BIS-Acrylamid untersucht. Die durdhmsittliche Kraft pro
Flache wurde fir Osteoblasten an 161 Einzelmessungen uiMdG&3 Zellen an
181 Einzelmessungen durchgefuhrt. Der Zeitraum zwiscleenEdnzelaufnahmen
lag bei mindestens 5 Minuten.

Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen primarste@blasten und MG63
Zellen festgestellt werden. Der Mittelwert der Durchs¢tskraft pro Zelle betrug
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fur Osteoblasten 660 nN und fur MG63 Zellen nur 47 nN. Mithitfes t-Testes
und einem Ein-Weg Anova Test kann man den statistisch dignifen Unterschied
bestatigen. Dabei erhalt man bei dem t-Test fur p = 2,5008BE- = 0.05). Da es
moglich ist, dass ein Teil der Kraftunterschiede durch litthg Unterschiede in der
ZellgréRe zustande kommen, war es auch noétig, diese Werth diie Zellflache
zu teilen. So kommt man fiir Osteoblasten auf 228 Namd fir MG63 Zellen auf
15 N/n?. Auch hier ist der t-Test mit p = 8,3729E-54 (= 0.05) und auch der
Ein-Weg Anova Test in héchstem Mafl3e signifikant. In der Adimilg[TY ist die
Verteilung der Durchschittswerte nochmal in einem Diagramusammengefasst.

100
80

60

Y Zellen
Y Zellen

40

20

o L p— T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 0 20 40 60 80 100 120 140
X Mittelwert der Kraft [N/m?] X Mittelwert der Kraft [N/m?]

Abbildung 17: Verteilung der durchschnittlichen Zugkraft auf Substnaeit einem Elasti-
zitatsmodul von 3000 N/mLinks: 161 Messungen an 21 primaren bovinen Osteoblasten.
Rechts:181 Messungen an 26 MG63 Zellen.

3.6 GFP-Aktin transfizierte Zellen

Bei den Experimenten mit den GFP-Aktin transfizierten Zelleirde deutlich, dass
die Hauptrichtungen der Zugkraft mit der Langsachse der-@kihbindel tber-

einstimmt. Dies ist am besten an einer Bildersequenz oder Eomputeranimation
der Fluoreszenzbilder zu erkennen. Um es hier darzustsiied in der Abbildung

[I8 einige Aktinfaserbliindel und in einem anderen Bild diiggd Zugkraftvekto-
ren farbig markiert. Es ist aber auch zu erkennen, dass allehsichtbaren Aktin-

filamentbundel auch eine signifikante Kraft auf die Unteglagstben.

Nach Zugabe von LM Cytochalasin D konnte das Depolymerisieren der Aktinfi-
lamente beobachtet werden. Die Zugkrafte der Zelle samkearhalb von 10 bis 15
Minuten auf nicht mehr messbare Werte ab. Dabei &nderte@lschusbreitungsfla-
che der Zellen zunachst nicht. Erst als die Kraft nicht melthaveisbar war, konnte
man den Retraktionsprozess der Zelle beobachten. Wurdéydashalasin wieder
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Abbildung 18: GFP-Aktin transfizierte Zelle. Links sind die Aktinfilaneeatf dem Negativ
des Fluoreszenzbildes zu sehen. In der Mitte sind die edigy@ Filamente nachgezeich-

net. Auf dem rechten Bild (etwas anderer Maf3stab) sind djelzirigen Zugkraftvektoren
teilweise nachgezeichnet.
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gegen normales Nahrmedium ausgetauscht, bevor die Zeftleysn der Unterlage
abgeldst hatte, breitete sie sich wieder aus.

3.7 Zellen unter dem Einfluss elektrischer Felder

3.7.1 Oirientierung auch auf flexiblen Substraten?

Zunachst wurde Uberpruft, ob der im Abschiuff113.3 bestiene Orientierungs-
prozess von Osteoblasten auf Polyacrylamidsubstratem stattfindet, wenn sie
elektrischen Feldern ausgesetzt werden. Es war kein Whiexsim Orientierungs-
prozess zwischen Zellen auf Polyacrylamidsubstraten ueck@éasern zu erken-
nen, mit der Einschrankung, dass der Orientierungspraagg3olyacrylamidsub-
straten etwas langer zu dauern scheint. Ein solcher Qeremigsprozess auf einem
Polyacrylamidsubstrat ist in Abbilduhgl19 dargestellt.

Abbildung 19: Orientierungsprozess eines primaren Osteoblasten auéneirPoly-
acrylamidsubstrat mit einem Elastizitatsmodul von 30007\/

3.7.2 Andert sich die Gesamtzugkraft?

Um zu Uberprifen, ob das elektrische Feld die Gesamtzugkoaf Zellen signi-
fikant verandert, wurden durch Integrieren der Kraftspaigem auf der gesamten
Zellflache die Gesamtkrafte der Zellen untersucht. Die @¢zmagkraft der MG63
Zellen hat sich z.B. nach 5 Minuten unter dem Einfluss von 1&hWém durch-
schnittlich 10% erhdht, das Ganze aber mit einer Standargiabhung von 23%.
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Versuche mit elektrischen Feldern fuhrten zu auswertbBiigern bei 14 priméren
bovinen Osteoblasten und bei 21 MG63 Zellen. Je nach Typ xiesrEnentes (sie-
he[2Z5.4) entstanden dabei zwischen 2 und 30 Bildern in detere5 Minuten.
Nicht auswertbare Bilder wurden nicht mitgezahlt, weilsdienur dann nicht aus-
wertbar waren, wenn sich die Fokusebene zwischen den Bizemebildern so stark
verandert hat, dass ein zuverlassiges Erstellen der Datmmsmatrix nicht moég-
lich war. Legitimiert wird dieses Vorgehen durch die Ergisba aus Abschniff 3.3,
defokussierte Bilder kénnen demnach als nicht gemachtsahga werden. Wenn
man sich die Kraftbilder der ersten 5 Minuten ansieht, tstein fest, dass diese
groRen Unterschiede in der Kraftzunahme nicht durch Ugerlang von Zellbewe-
gungen entstehen. Es hat den Anschein, dass die prozeKtadleunahme stark
von der Zellform und der Orientierung im elektrischen Fedgtimmt wird. Daher
ist es aussagekraftiger, die Kraftverteilungsmuster ddled zu untersuchen, als
Tabellen der Kraftzunahme zu préasentieren.

Die Abbildung[2D zeigt die nach der “Bootstrap” Methode #iganten Kraftvek-
toren einer MG63 Zelle in Ruhe und dann nochmal 30 Sekundé&tersiNach dem
ersten Bild war sofort das elektrische Feld mit 10 V/cm aobeket worden.

—— 3.00E+03[DYN/CMSQ]
—— 1.00E-03[CM]

Abbildung 20: Die Kraftvektoren einer MG63 Zelle auf einem Polyacrylasniostrat
(E = 4317 N/m?, 8% Acrylamid, 0.04% BIS-Acrylamid). Das linke Bild stelitie Kraft-
verteilung der ruhenden Zelle dar. Unmittelbar nach dend Bilirde ein elektrisches Feld
mit 10 V/cm mit der angegebenen Ausrichtung angeschalset réchte Bild ist die gleiche
Zelle 30 s spater.

Intuitiv wird man nicht sagen kénnen, dass diese 30 Sekund&r dem Einfluss
des elektrischen Feldes die Kraftvektoren der Zelle delutlerdndert haben. Genau
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wie aus diesen Bildern, wird aus allen meinen Messungenideudass sich in den
ersten Minuten unter dem Einfluss elektrischer Felder vow/tth die Verteilungs-
muster der Gesamtkraft nicht deutlich erkennbar verandene signifikante Erho-
hung der Gesamtkraft der Zellen nach Einschalten des eleltén Feldes war aber
zu erkennen. Daher ist zur anschaulichen Visualisierumg andere Darstellungs-
methode der Kraftvektoren noétig. Es sei daran erinnerts geder Kraftvektor fir
sich eine Informationseinheit darstellt. Daher ist es tagsch mdglich, jeden Vek-
tor auf Anderungen durch das elektrische Feld zu untersuche

3.7.3 Differenzvektorbilder

Zu diesem Zweck ist es sinnvoll, nur die Anderung zwischem Bliédern vor und
nach Einschalten des elektrischen Feldes zu betrachtegendmmenyfs, sei ein
Kraftvektor der Gesamtkraft nach 30 Sekunden, dann kanndiesen Vektor auch
ausdricken algy + faa30, Wobei f, die Gesamtkraft zum Zeitpunkt O ist und
faoazo = f30 — fo, also der Differenzvektor zwischen den beiden Bildern. Uasel
Information aus den Bildern der Abbilduiigl20 besser zu Visiggen, muss man
nur jeden Vektor auf dem Bild nach 30 Sekunden von dem erdsprelen Vek-
tor zum Zeitpunkt 0 abziehen. Man erhalt nur die Anderungarikaifte zwischen
den beiden Bildern. In dieser Weise ist in Abbildung 21 dasiiteerende Bild aus
Abbildung[20, sowie das entsprechende Bild der gleichefeZelch 60 Sekun-
den dargestellt. Der Mal3stab der Kraftvektoren ist zur ®atiichung des Ergeb-
nisses geandert. Bei diesen Differenzvektorbildern istealingt zu beachten, dass
vom Zellzentrum wegdeutende Vektoren dabei nicht bededtess die Zelle an der
Stelle das Substrat nach aul3en schiebt, sondern nur, @gaassgringliche Kraft
an der Stelle gro3er war als zum dargestellten Zeitpunktdfi sich aber nur zen-
tripetal gerichtete Vektoren, so kann man schon visuetttelen, dass es zu einer
Zunahme der Gesamtkraft gekommen ist.

Da die Kraft einer Zelle sich genauso dynamisch andert wseZg#oskelett, entste-
hen mit dieser Darstellung auch Kraftvektoren, ohne daselgktrische Feld dafir
verantwortlich sein muss. Durch Vergleichen der Daten nointkollexperimenten
kénnen dann aber natlrlich auftretende Zellbewegungen Besuten der Bilder
in Betracht gezogen werden. Um eine signifikante Anderursgkdaftniveaus der
Zellen durch das elektrische Feld statistisch zu unternmauweirden Zellen sowohl
mit als auch ohne elektrisches Feld beobachtet und fur edene Zeitpunkte zwi-
schen 10 und 600 Sekunden nach dem Referenzzeitpunkt deedditvektorbilder
berechnet. Die Zellen hatten eine signifikant hohere Kifééte:nz, wenn sie unter
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—— 2.00E+02[DYN/CMSQ]
——— 1.00E-03[CM]

Abbildung 21: Links: Die Kraftdanderung zwischen dem Bild 1 und dem Bild & Abbil-
dung[20, also nach 30 Sekunden in einem 10 V/cm elektrisaddnfechts: Das entspre-
chende Bild nach 60 Sekunden.

dem Einfluss des elektrischen Feldes waren. Die Abbil@uhzeaft diesen Unter-
schied exemplarisch fir 300 Sekunden nach dem Referepunkit

5000+
4000
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20004
1000
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Abbildung 22: Die Anderung der durchschnittlichen Zugkraft von 15 Zeltererhalb der
ersten 300 Sekunden (A). B zeigt das Selbe fir 15 Zellen08i&&8kunden einem elektri-
schen Feld von 10 V/cm ausgesetzt waren. Die Krafte sindriwt Rihgezeichnet und mit
Fehlerbalken fur den Standardfehler versehen.

3.7.4 Anderungen nach 30 Sekunden

Die AbbildungZ3 zeigt eine typische Anderung des Krafeiduhgsmusters 30 Se-
kunden nach Anschalten des elektrischen Feldes im Velgkeim Zeitpunkt O oh-
ne elektrisches Feld. Zuséatzlich ist die Kraftverteilung-alschfarben dargestellt.
Durch Interpolieren ist fur die Flache eines jeden Bildedetes der Kraftbetrag
(N/m?) dargestellt.
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Abbildung 23: Zellulare Zugkrafte eines Osteoblasten auf einem flexiBlagacrylamid-
substrat (E=4317 N/f) nach 30 sekiindiger Applikation eines 10 V/cm elektrisdrain
des. Kraftvektoren reprasentieren den Unterschied in daftikerteilung in Bezug auf den
Referenzzeitpunkt 0 (Ohne E-Feld). In Falschfarben istkdiftverteilung in Farbstufen
(N/m?) gezeigt. Der mit “+” und “-” gekennzeichnete Vektor zeigedRichtung des elektri-
schen Feldes an, die Langenmarkierung reprasentieptrbQind der Eichvektor entspricht
50 N/nt.

Die grof3ten Unterschiede in der Zugkraft entstehen in déreNker Zellmembran
und die geringsten Unterschiede finden sich in der Mitte ddleZSomit &hnelt
der Unterschied der Kraftverteilung einem Bild der GesaaftkAber der Anstieg
der Kraft taucht nicht an allen Stellen auf, die in der Geaaftdarstellung signi-
fikante Vektoren aufweisen. Auffallig ist, dass das Larpeltlium, wo normaler-
weise der grof3te Teil der zellularen Zugkrafte konzerttrsgrnicht unbedingt auch
einen signifikanten Kraftanstieg aufweist. Die Zonen deaftanstieges scheinen
eher von der Orientierung im elektrischen Feld abzuhangeimon nach 30 Sekun-
den sind in den meisten Fallen Kraftinderungsvektorenkaneen, die parallel zu
den elektrischen Feldlinien orientiert sind. Sie zeigebeill@ach innen, was einen
Kraftanstieg anzeigt und befinden sich im Bereich der Zathimean. Signifikante
Vektoren dieser Art konnten im Durchschnitt 30 Sekunderhriaimschalten des
elektrischen Feldes beobachtet werden, wobei die Staalblaeichung bei 18 Se-
kunden lag. Es wurden dazu 24 Zellen bei 10 V/cm untersuetei Zellen zeigten
keine signifikante Anderung der Kraftvektoren. In 10 Fallemrden die Bilder alle
30 Sekunden, in 14 Fallen alle 10 Sekunden registriert. m2&Fallen, in denen
sich die Vektoren signifikant gedndert hatte, waren ahaliduster wie in Abbil-
dungZB zu erkennen. Charakterisiert sind diese erstenrAngden vor allem durch
ein Ansteigen der zentripetalen Zugkréfte in der Nahe danbfran. Die Richtung
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der Zugkraftanderungen war auffallend haufig im Einklanpder Orientierung der
elektrischen Feldlinien. Um zun&chst die Signifikanz degiB#ussung der Zellen
durch das elektrische Feld zu tiberpriifen, kann man z.B. diAung der Zellaus-
dehnung parallel und senkrecht zu den Feldlinien unteesuchur Veranschauli-
chung der Maximalausdehnungen kann man sich ein Rechtestellen, welches
zum einen parallel zu den Feldlinien ist und zum andern dxeRtion des Zellum-
risses genau einschliel3t. Dabei sei dannzdiRichtung parallel zu den Feldlinien
und diey-Dimension senkrecht dazu. Abbilduhg 24 zeigt dies fur eipetiment
mit 17 Zellen bei 10 V/cm. Diese Zellen verloren in der Zeitvidh 26 .m (46%)
ihrer Ausdehnung entlang der Feldlinien. Senkrecht zu dedliRien kann man
innerhalb der ersten 20 Minuten zunéchst einen Verlust deddhnung von 16%
(4 von 24m) feststellen, dann aber ein Wachstum von 35% (von 20 ayfr2y
in 100 Minuten. Die Reaktion auf das elektrische Feld auBiett somit auf die
y-Dimension in zwei Phasen: erst Retraktion, dann Elongatio

Ausdehnung in x Richtung [um]

Ausdehnung in y Richtung [um]
3
1l o

DL L DL DL L L | INLE L DL DL L DL |
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Zeit [min] Zeit [min]
(a) (b)
Abbildung 24: Die durchschnittliche Ausdehnung in dieDimension (a) und in dig-

Dimension (b) im zeitlichen Verlauf wahrend die Zellen ginE) V/cm elektrischen Feld
ausgesetzt sind.

Das Verhéltnis vorr zu y Dimension lasst eine Aussage Uber die Orientierung der
Zelle zu, fur dieses Experiment in Abbilduhgl 25a dargeistblle grol3e Standard-
abweichung zu Beginn des Experiments bedeutet, dass denZatar elongiert
waren, aber keine bevorzugte Orientierung hatten. Am Eedeekperimentes ist
das Verhaltnis kleiner als Eins und die Standardabweictgig, was bedeutet,
dass die Zellen wieder elongiert sind und eine bevorzugien®erung haben.

Das Gleiche kann man in Abbildufigl25b erkennen, welche digarserhaltnis von
Zellen aus 12 unabhé&ngigen Experimenten vereint. Hier ieatlarchschnittliche
Zelle in dery-Dimension die doppelte Ausdehnung debimension am Ende des
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Abbildung 25: Das Verhaltnis der:-Dimension zur-Dimension fiir das Experiment aus
Abbildundg2# (a) und fur alle Zellen aus 12 unabhangigen Erpenten bei 10 V/cm (b).

dargestellten Zeitraumes. Die Hauptachse der Zellenng&trseht zu den Feldlinien,
wahrend sie vor dem Experiment zufallig verteilt war.

3.7.5 Kontrollversuche

Da es auch denkbar ist, dass das Anlegen eines elektriselssmicht die Zellen,

sondern direkt das Polyacrylamidsubstrat oder die Flzeregpartikel beeinflusst,

wurden auch Berechnungen der gleichen Versuche durchgeléitei aber die Po-

sition der Zellumrisse an eine Stelle des Bildausschngtschoben, an dem im
Phasenkontrastbild keine Zelle zu erkennen war. Die inetiieBall zu beobach-

tenden Krafte sollten im Falle einer direkten Verformung &eibstrates durch das
elektrische Feld, die Homogenitét des Substrates voraasgeauch gleichmaliiig
oder in irgendeiner Beziehung zu den elektrischen Fektiistehen. Auch sollten
sie sich dann Uber langere Zeit bei konstantem elektrisEkr&hnicht verandern.

In den meisten Fallen waren keine signifikanten Kraft- saveééormationsvektoren
zu erkennen. In einigen Fallen waren Vektoren mit diffusihRing zu erkennen,
die sich am besten durch mangelhafte Bildqualitat erkléassen. In den Fallen,
wo der Abstand der simulierten Zellen zu tatsachlichenezeflicht ausreichend
war, konnte man signifikante Vektoren erkennen, die sich dbech die elastische
Verformung nicht nur unter den Zellen, sondern auch in degrerer Umgebung
erklaren lassen. Daher ist davon auszugehen, dass dieanasdbeformierungen
der Polyacrylamidsubstrate durch Anderungen der zet#ulZugspannungen ver-
ursacht sind.
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3.7.6 Der Orientierungsprozess

Die Tatsache, dass Osteoblasten im elektrischen Feld €nentierungsprozess
durchmachen, der zu einer rechtwinkligen Ausrichtung géger den Feldlini-
en fuhrt, ist im AbschnitEZL. 313 schon erlautert worden. Riggkraftmessung mit
flexiblen Substraten erméglicht auch die Darstellung dechrarischen Substrat-
interaktionen einer Zelle wahrend des Orientierungsmsze Ein solcher Orien-
tierungsprozess eines Osteoblasten in einem 10 V/cm Reh Adbbildung[Z6 zu
sehen.

Im Abschnitt[T.3.B auf SeitEl 9 wurde der Orientierungsvoggan verschiedene
Phasen eingeteilt. Die Zugkraftanderungen sind genauBbasen einteilbar. Aber
diese Phasen beginnen schon, bevor im Phasenkontrastigildderung der Zell-
morphologie zu entdecken ist. Wie schon erlautert, bestehierste Phase aus
einem Anstieg der gesamten Kraft, die auf das Substrat rdlger wird. Dieser
Anstieg betragt ca. 5-30% der gesamten Kraft. Diese Phagk iwiden Kraft-
unterschiedbildern durch in Richtung Nucleus weisenddtiektoren gekennzeich-
net. Wie bereits erwéhnt, beginnt diese Phase schon naceKdh@en. Die ersten
Anderungen im Phasenkontrastbild treten erst nach mehhdirsuten auf.

In der zweiten Phase der Ausrichtung weisen die Zellsedierrechtwinklig zu den
Feldlinien stehen immer noch die einwarts gerichteten tiiraérschiedvektoren
auf. Aber die Seiten, die mehr parallel zu den Feldlinienatgen, fallen in ihrem
Kraftniveau unter die Werte des Referenzbildes, welchéshdrweise direkt vor
dem Anschalten des elektrischen Feldes aufgenommen wadiewrch sind sie in
den Kraftdnderungsbildern durch nach auf3en weisende Mektekennzeichnet. In
Abbildung[Z® sind die Merkmale der zweiten Phase nach 5 Mimatu erkennen.
An den Seiten, die in der zweiten Phase ein erniedrigtestiivafiu aufwiesen,
wuchsen spater, in der Elongationsphase der Phasenkbetrhachtung, die neuen
Zellprotrusionen aus.

Das Abfallen der Krafte unter die Werte der Referenzbildemrke 90 Sekunden
bis 10 Minuten nach Stimulationsbeginn an vereinzelterkRumbeobachtet wer-
den. Die zweite Phase, in der die Seiten, die die gleichen@eieing hatten wie

das elektrische Feld, deutlich erniedrigte Kréafte aufemedegann im Durchschnitt
nach 10 Minuten, allerdings mit sehr gro3er Streuung. EAstien zeigten das ty-

pische Kraftmuster nach 120 Sekunden, eine Zelle erst ashiduten.

Die AbbildungZT zeigt ein zweites Beispiel fir den Orientigsprozess, bei dem
auch deutlich wird, dass auch nach 30 Sekunden die Kraftaigesn Zellregionen
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——» 1.00E+02[DYN/CMSQ]
—— 1.00E-03[CM]

Abbildung 26: Anderungen der Zugkréafte wahrend eines Orientierunggsees als Reak-
tion auf ein 10 V/cm elektrisches Feld. Der Osteoblast wianafeeinem kollagenbeschich-
teten Polyacrylamidsubstrat mit einem Elastizitatsmoaui 6000 N/ kultiviert. Auf den
ersten Bildern steigt die Kraft an. Nach 5 Minuten fallen Kigfte an einigen Stellen unter
das Niveau des Referenzbildes. An diesen Stellen wuchéien spue Zellauslaufer aus.
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Abbildung 27: Differenzvektorbild der Interaktionskrafte zwischenl@ehd Substrat wah-
rend eines Orientierungsprozesses als Reaktion auf ein/&f élektrisches Feld. Die
MG63-Zelle wurde auf einem kollagenbeschichteten Pojacridsubstrat mit einem Ela-
stizitaitsmodul von 4000 NAkultiviert. Die mit “+” und “-” versehenen Vektoren zeigen

die Richtung der Feldlinien an. Die Eichmarke représenti#d xm. Der Krafteichvektor
reprasentiert 10 N/ffiir A bis E und 50 N/mfiir F.
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noch zunehmen, wahrend in andere Regionen schon eine AlenagnkKrafte zu
beobachten ist.

3.7.7 Kraftmuster wahrend der Orientierung

Im Folgenden werden die Gesamtzugkrafte wahrend einesii@nengsprozesses
am Beispiel der Zelle aus Abbildufigl19 auf S€ife 57 etwasgemaeschrieben. Es
wird diesmal die Gesamtkraft, also durch Vergleichen nmegi zellfreien Substrat
entstandene Kraftvektoren, analysiert. Da diese Vektibénherweise in Richtung
des Nucleus der Zelle weisen, ist in Abbildung 28 nur der &gtler \ektoren,
kodiert als Falschfarben, dargestellt. Die eingezeid@mélarkierungen befinden
sich dabei im Vergleich zu dem unterliegenden Deckglasruteen Polyacrylamid-
substrat immer an der gleichen Stelle, um so Zellbewegungeteutlichen zu kon-
nen.

Vor dem Einschalten des elektrischen Feldes war die Zetle achon motil und be-
wegte sich gerade im 43inkel zur Bildhorizontalen von links oben nach rechts
unten. Zum Zeitpunkt O min befindet sich die Markieruf) auf der rechten
Seite einer Region mit relativ hohen Zugkraften. Nach 20 4@dVinuten und
andeutungsweise nach 60 Minuten waren die Spannungendieser Markeg A)
immer noch héher als der Durchschnitt der Zelle. Wahrendedi60 Minuten &n-
derte sich aber nicht nur der aul3ere Umriss der Zelle. ZuriBdggfand sich ober-
halb der Markeg A) noch ein Pseudopodium, welches an der Basis auch noch ein
hohes Zugkraftniveau aufwies. Nach 20 Minuten war die Kaaft dem noch vor-
handenen Pseudopodium stark abgesunken und nach wei@rgln@ten hatte
sich der Zellauslaufer zuriickgebildet, womit die Kraftemder Marke(A) an den
Zellrand gelangt war. Inzwischen hatte sich die Kraftzoneeuder Marke auch
nach weiter unten etwas ausgedehnt, dadurch entstandumeeee Zone erhohter
Kraft etwas abseits von der Membran unter dem LamellipodBisizur 80. Minute
hatte sich das kraftlos gewordenen Lamellipodium relagit wurtickgezogen und
bildete eine neue bogenférmige Kraftzone direkt an der i&i€e Zellgrenze. Ein
dort markierter PunktC') blieb wie zuvor(A) bis zur 140. Minute bestehen. Am
vorderen Pol der Zelle war zum Zeitpunkt O der groi3te Teilklaft in einem La-
mellipodium und einem daraus hervorgehenden Pseudopddingentriert. Nach
20 Minuten bildete sich ein kleiner KraftpunkD), der auf einer gedachten, senk-
recht zu den Feldlinien verlaufenden Linie durch das unmsgirihe Pseudopodium
an der Zellspitze etwas weiter oben zu liegen kam. Nach 4@tdmhatte sich das
Lamellipodium rechts von dieser gedachten Linie zuriickgen. Entlang dieser
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Abbildung 28: Orientierungsprozess der Zelle aus Abbilding 19 auf $eiteEs ist die
gesamte Ebenenprojektion der Zugkraft jeweils als intéeger Vektorbetrag fur jedes
Bildelement in Falschfarben kodiert. Die Marken A bis E vegrdm Text erlautert.
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Linie abwarts, und dann einen Bogen auf die linke Bildhdigeliber beschreibend,
befand sich dann eine neumondsichelférmige Kraftzoneadah wieder gleich-
zeitig den vorderen Zellrand beschrieb. Aber es hatte sibbrswieder nucleus-
warts neben dem PunkD) ein neuer Kraftpunkt entwickelt, wie in der Abbildung
auf dem Bild zur 40. Minute zu sehen ist. Schon in der 60.ut&rverlief die
neumondsichelférmige Kraftzone etwa vom Pufi) Uber(E) zu diesem neuen
Kraftpunkt. Das nach 60 Minuten Stimulation rechts untefrdam Bild befindliche
Lamellipodium war nun im Vergleich zu der Kraftzone um demRu E) relativ
schwach und hatte sich weitere 20 Minuten spater zurickdgtbDer Punkt B)
markiert eine Stelle, an der sich zwischen der 60. und de8tute ein neues, bis
dahin aber kraftloses, Lamellipodium ausbildete. Auf ddgénden drei Bildern ist
zu sehen, wie dieser Zellauslaufé?) eine neue Kraftzone entwickelte und damit
zum neuen Vorderpol der Zelle wurde. Von der ersten bis zuivBOute war der
Vorderpol an der mit £') markierten Stelle zu finden, der aber auf den letzten drei
Bildern deutlich an Kraft verliert. Zusammenfassend |&gsgt sagen, dass die Zel-
le nach Anschalten des elektrischen Feldes die Bewegehgsnig andert und sich
senkrecht zu den elektrischen Feldlinien ausrichtet.

4 Diskussion

Bei der Beschéaftigung mit der hier geschilderten TechnikZaggkraftmessung wird
deutlich, bei welcher Fiille von wissenschaftlichen Fragjereur Forschung einge-
setzt werden kann. Zudem ist zu sagen, dass es sich um eatw pakeiswerte
Technik handelt, die ohne groRere Anschaffungen in einddaBalyse- und Zell-
kulturlabor durchgefuhrt werden kann.

4.1 Bestimmung des Elastizitatsmoduls mit dem AFM

Im Rahmen dieser Arbeit wird deutlich, dass ein Rastenki&itoskop in dem hier

verwendeten Aufbau sehr gut zur der Bestimmung von El&&tsaigenschaften
weicher Substrate geeignet ist. Die ReproduzierbarkeiEdgebnisse ist sehr gut.
Die grofite Fehlerquelle bei dieser Methode scheint diebdkaliung der Federkon-
stante der verwendeten Cantilever zu sein. Besonders dii aljkraftmessungen
ist diese Methode von Nutzen, da die bis jetzt benutzten dbkh (sieh&2.3.1 und
2.3:2) mit deutlich groReren Unsicherheiten behaftet.dbids ist vor allem fir

die Verlasslichkeit der absoluten Messwerte der Zugkradstechnik von grofRer
Bedeutung.
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4.2 Unterschiedliches Kraftniveau

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit gemachten vergleicheNteEssungen zwi-
schen Osteoblasten und Osteosarkomzellen ist deutlichrgew, dass es nicht ge-
rechtfertigt ist, MG63 Zellen als “Osteoblast Like Cellgi bezeichnen, wenn es
um die Zugkrafte der Zellen geht. Denn das Kraftniveau vord@@ellen ist deut-
lich geringer als das von Osteoblasten. Es muss daher a@clegbwerden, von
welchem Nutzen die Verwendung von MG63 Zellen bei der Ediousig mecha-
nischer Interaktionen von Osteoblasten oder bei der Wintbrsag von Mechano-
transduktionsmechanismen sein kann.

Weiterhin kann man die Frage stellen, ob das, im Vergleickhemu Osteoblasten,
erstaunlich niedrige Kraftniveau der verwendeten Ost&osazellen eine Rolle in
der Tumormetastasierung spielt. Es ist durchaus denkbas €s dadurch zu ge-
ringeren Zugkréaften zwischen den Zellen in einem Gewebenkbond sich ei-
ne einzelne Zelle leichter vom Gewebeverband I6sen kanrausdiel3e sich eine
interessante Fragestellung fur eine Kohortenstudie vanoFpatienten formulie-
ren, indem man untersucht, ob im Vergleich zu gesundeniZellee Anderung des
durchschnittlichen Kraftniveaus mit der Metastasierindgdigkeit korreliert.

Bemerkenswert ist auch die Dimension der hier gemessengkraite. Wenn man

sich vergegenwartigt, dass eine Zelle in Erdatmosphaee@ewichtskraft von nur

0,05 N/nt hat, selbst aber Krafte von 15 bis 228 N/mufbaut. (Angenommen
wurde eine Zelle die durchschnittlich/sn hoch ist und eine mittlere Dichte von
Wasser hat).

Typischerweise hat eine Zelle ca. 100000 Integrinrezeptdard and Hammer
(1994); Bell et al.|(1984). Bei durchschnittlicher Flachex delle kommt man auf
100 Rezeptoren prom?. Damit wirde mit den Zahlen aus Kapitell3.5 auf SEifie 54
bei einer durchschnittlichen Gesamtkraft fiir Osteoblasten 228 N/m dann ca.
2,28 pN auf jedes einzelne Integrin kommen. Eine Bindungezien einem Inte-
grin und einem extrazellularen Peptid wird laut Gaudet g28103) mit Kraften bis

zu 100 pN belastet.

4.3 Motilitdt von Osteoblasten

Der Mechanismus der Zellmotilitat ist bis heute noch niabitstandig aufgeklart
und wird in der Literatur noch kontrovers diskutiert. Mdagierweise gibt es ver-
schiedene Formen der Zellmaotilitat, da man auch anhand dgkr@ftmusters die
Bewegungsrichtung nicht ohne weiteres voraussagen kaiesaon im Abschnitt



DISKUSSION 71

erwahnt wurde, haben Keratozyten und Fibroblasten ume&8chiedene Fort-
bewegungsrichtungen. Osteoblasten zeigen eher Ubénainshgen mit den Fib-
roblasten.

Wie aus den Versuchen mit GFP-Aktin transfizierten Zelleutltsh wird, ist das
Zytoskelett an den zellularen Zugkraften beteiligt. Da @rentierung der Aktin-
filamente mit der Zugrichtung Ubereinstimmt, liegt die Vetong nahe, dass diese
Filamente einen bedeutenden Anteil der Krafte auf das &thgbertragen. Al-
lerdings wird aus den Ergebnissen auch deutlich, dass dikkafilamente nicht
notwendigerweise eine Kraft ausiiben. D.h. nicht alle Akimente stehen unter
Spannung. Die Cytochalasinexperimente machen aber cleudiass das Zerstoren
der Aktinfilamente dazu fuhrt, dass die Zelle keine Kraftehmeustiben kann. Fur
Keratozyten konnte gezeigt werden, dass die Zugkraftenddktin-Myosin Inter-
aktionen zustande kommen Oliver et al. (1999).

Zusammenfassend sind aber die Versuche mit GFP trangdizi@ellen als Vor-
versuche zu betrachten. Um die Korrelation der dicken A&sierbindel mit der
Richtung und Gré6l3e der zellularen Zugkréfte genau zu wntbes, ist eine gro-
Rere Anzahl an Versuchen notwendig. Um den automatischisctben Fluss-Al-
gorithmus anwenden zu kénnen, wére es nétig, die Frequatereaingebetteten
Fluoreszenzpartikel von den GFP Proteinen abzuschirmen.

Das Beispiel Uber den Orientierungsprozess eines Ostehlan einem elektri-
schen Feld aus Abschrlifi 3.)7.7 deckt Vieles Gber das Magiligrhalten der Osteo-
blasten auf. Im Folgenden werden ich versuchen die gewa@mBaten mit dem
schon bekannten Wissen aus der Forschung zu einem starkfaehden Modell
fur die Maotilitat von Osteoblasten kurz zusammenzufassen:

Um ein neues Lamellipodium oder ein Pseudopodium zu bilsigreinen sich zwei
ahnliche Wege gegeneinander abgrenzen zu lassen. Zumssineimt es zu einer
Auflockerung des Zytoskeletts zu kommen, wodurch die Ubgeinde Kraft auf die
Unterlage zunachst etwas abnimmt. Dadurch entsteht eirehere Stelle im Ge-
fige, durch die das Zytosol durch Kontraktionen in andemularen Regionen
passiv hindurchgequetscht wird. Wie bei einer Herniatidardei dem Ausquet-
schen einer Salbentube. Der so entstandene Zellausléldet tun kleine fokale
Kontakte, auf die dann nach und nach mehr Zug ausgelbt widém Kontakte
zum Zytoskelett gebildet werden. Dies fihrt dann auch wiedeeiner Zunahme
der Steifigkeit des Zytosols. Die andere Mdglichkeit isgsldie Zelle die Kraft auf
die vorderen fokalen Kontakte beibehalt und sich nur oldbrthas Zytoskelett auf-
weicht und das Zytosol Giber diese Grenze hinuberfliel3t. Adslaauliches Beispiel
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sei ein weicher wassergefillter Gummiluftballon genadet, iber den Ful3boden
gleitet. Die Hulle des Ballons lauft endlos, wie die Kettaes Kettenfahrzeuges,
Uber den Boden. Es entsteht eine harmonische Gleitbewggling dass der Kérper
rund sein muss, um zu rollen. Die beiden Mechanismen sahlisiEh keineswegs
aus, da es im Prinzip der gleiche Mechanismus ist. In vivodgan sich Osteo-
blasten nicht auf freien Flachen, wie sie das in der Zellkultin, deshalb ist es
fraglich, ob sie in vivo Uberhaupt einen der beiden Mechmasis zur Fortbewegung
benutzen, oder ob es dort auch eine Mischung verschiedendrelvegungsarten
ist. Nun eine Hypothese zum Rickzug eines ZellauslaufeusctDeinen Anstieg

der Kontraktilitat des Zytoskelettes wird die Zugkraft ali¢ fokalen Kontakte so
lange erhoht, bis diese abreiRen (siehe KapitelK.4.1 aufi@ehsten Seite), mog-
licherweise spielen Enzyme bei dem Abkoppeln der fokalent&kte eine zusatz-
liche Rolle. Dadurch geht die Kraft in dieser Zellregion leeen, aber der Kon-

takt zur Unterlage ist gelost und die Zelle kann den Zellialter in die Richtung

des Zellkorpers ziehen. Die fokalen Kontakte der zweitein®&bernehmen schon
wahrend der Abreil3phase die Aufgabe der Verankerung antr@tibs

4.4 Orientierung im elektrischen Feld

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Daten zeigen, dakpsimare bovine Osteo-
blasten und Mg63 Zellen im elektrischen Feld zwischen 7 uhd/tm in grund-
satzlich gleicher Weise verhalten. Zusammenfassend kesagg werden, dass die
erste feststellbare Reaktion auf ein elektrisches Feldhastieg der zentripetalen
Zugkrafte um 5% bis 30% innerhalb der ersten 30 Sekundebéstdurchschnitt-
liche Hauptvektor dieser ersten Reaktion ist parallel zualektrischen Feldlinien.
Noch bevor erste morphologische Zellveranderungen @&ditat sind, kommt es
nach 2 bis 15 Minuten zu einem Abfall der Zugkrafte an denségién, die parallel
zu den elektrischen Feldlinien orientiert sind. Erst nadiis5L0 Minuten sind erste
Veranderungen der Zellmorphe zu erkennen und mit Absenkerstimulations-
spannung steigt diese Zeit noch an. Sind die Zellen durchlZséhon vor dem
Experiment rechtwinklig zu dem Feld orientiert, findet b@i\l/cm keine Retrakti-
on mehr statt, sondern sie beginnen gleich mit der ElongaBei einer Feldstarke
von weniger als 7 V/cm ist die Retraktion so langsam, das&hliagation schon
wahrend der Retraktion sichtbar wird, wodurch das ganzeial®rientierungspro-
zess erscheint.
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4.4.1 Fokale Kontakte

Zunachst mag es etwas unwahrscheinlich klingen, dass eiteedie Zugkrafte und
damit die Anspannung des Zytoskeletts an Stellen erhdhesnaurz darauf zu ei-
ner zellularen Retraktion kommt. Genau dies war aber in beiAghplikation von
elektrischen Feldern zu erkennen. Dieses Phanomen isaabkrdurch Zugkraft-
messungen auf knitternden Silikonsubstraten fir sich geme#e Keratozyten be-
schrieben worden_(Burton etlel., 1999). Zellen sind Ubeal®lKontakte mit dem
Substrat verbunden. Es ist auch heute noch nicht genaurgestédiese fokalen
Kontakte Uber Enzyme wieder geltst werden. Jaylet al. (1B85¢hrieben, dass
Zellen Uber Myosin Il die Zugkrafte auf fokale Kontakte sadga erhdhen, bis die-
se abrei3en und die Zelle so erst den betreffenden Zell#astEuriickziehen kann.
Ein Anstieg von Calcium und ATP beim aktiven Abrei3en vondigk Kontakten,
und die Tatsache, dass die Zugabe von ATP zu einem Abreif3efokalen Kon-
takten fuhrt, bestétigt diese Theorie (Crowley and Homwi®95%). Es kénnte durch
Applikation elektrischer Felder also auch tUber diesen Ma@mus zu der beobach-
teten Retraktion der Zellachse kommen. Wie schon im Abs$tfBd erwahnt, treten
sowohl bei Fibroblasten als auch bei den in dieser ArbeWweadeten Osteoblasten
sehr hohe Zugkréafte in der Schwanzregion der Zelle auf. Stdsei motilen Zellen
auch die Region, in der die fokalen Kontakte zum Substratltmghen werden
mussen, um ein lAnger werden der Zelle zu verhindern (Leke, 419899). Es konn-
te auch gezeigt werden, dass der Gehalt an intrazellula@oiug kurz vor dem
Abreif3en der fokalen Kontakte besonders hoch ist, und dimstkche Erh6hung
des Calciumspiegels durch lonophor A23187 oder Inosi#®bitriphosphat auch
zu einem schnelleren Zurtickziehen des hinteren Zelltgiles (Lee et al., 1999).

4.4.2 \Verzogerte Calciumantwort

Djamgoz et al. [(2001) konnten erste morphologische Venémdgn schon nach
30 Sekunden in Prostatacarcinomzellen von Ratten nacewemenn man diese
elektrischen Feldern aussetzte, wohingegen die Ostdeblhasi 10 V/cm in dieser
Arbeit erst nach 5 bis 10 Minuten reagierten. Aber der erststidg der zytoske-
lettalen Kontraktilitdt konnte schon in den ersten 10 Seleengemessen werden
und eine Calciumanstieg war nach 85 Sekunden zu beobadighe[[T.31 auf
Seite[T1). Da kein Zusammenhang zwischen dem ersten ZtgkséiEg und intra-
zellularem freiem Calcium feststellbar war, kdnnte mamugen, dass diese erste
Reaktion auf das elektrische Feld calciumunabhéngig ssgibkt auch andere Hin-
weise, dass z.B. gerichtete Lokomotion von Fibroblasteal@ktrischen Feldern
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oder auch Galvanotropismus bei Spinalneuriten von Xencplcsumunabhéangig
sind (Brown and Loew, 1994; Palmer e al., 2000).

Abhangig vom Zelltyp beeinflusst mechanische Dehnung dlgnierisation von
Aktin, und laut|Pender and McCulldch (1991) schon innertd#b ersten 30 Se-
kunden nach Stimulation. Aber die Signalkaskade von demétion zur zellula-
ren Reaktion, also die Mechanotransduktion, ist noch miafgeklart. Verschiedene
Modelle sind fur diesen Prozess publiziert worden. Glogatial. (19917) vertreten
ein Modell von dehnungsaktivierten Calciumkanalen in degnibdran. Mit klei-
nen magnetischen Kugeln, die an der Membran befestigt wmytdeen sie geringe
Krafte auf die Membran aus. Dabei beobachteten sie einehfo@aler Steifig-
keit, einen Anstieg der lokalen Aktinkonzentration undegirtransienten Calcium-
anstieg. Somit soll die lokale Deformation der Membran ddedrhbarten Calci-
umkanale 6ffnen, was dann eine lokale Verstarkung des Kgtetts, hauptsachlich
durch Aktin, bewirkt. Dadurch kommt es zu einer Zunahme deifigkeit an derje-
nigen Stelle, wodurch die Calciumkanale wieder geschiosssrden| Sheetz etlal.
(1998) postulierten einen mit dem Zytoskelett assozimekechanosensor. Ein Me-
chanosensor an dieser Stelle kann auf externe Stimuliesagidie Uber Integrine
auf den Sensor Ubertragen werden und gleichzeitig kbnnatiemer Stelle vom
Zytoskelett generierte Krafte “gemessen” werden. “Fokahdésion Kinase” (FAK)
ist ein Protein, welches sich am Ubergang von Integrinen Zytoskelett befindet.
Auch dies ware als Ort fir einen Mechanosensor geeignetv&rBeren Zellen oh-
ne FAK ihre Fahigkeiten, auf die Steifigkeit des Substragesje mechanische Sti-
muli die Uber das Substrat weitergegeben werden, zu reggigusatzlich weisen
sie auch ein ungeordnetes Bewegungsmuster ohne klaraiRicauf (Wang et al.,
2001). Fur Osteoblasten konnte auch gezeigt werden, dams esier Zunahme
der FAK Aktivitat kommt, wenn Knochen in vivo mechanischnstiliert werden
(Moalli et all,12001). Und eine Studie konnte die fokalen kxte als einen Me-
chanosensor identifizieren (Riveline et al., 2001). Dabaide auch deutlich, dass
fokale Kontakte kleiner werden, wenn die Zellkontrakéitinusgeschaltet wird. Ei-
ne Erhdhung der Kontraktilitat fuhrt zu einem Wachsen lek&bkaler Kontakte.
Erh6ht man die Kraft nur auf einen einzelnen fokalen Kontékihnte auch ein
Wachstum des Kontaktes beobachtet werden (Balabanle®@l.).ZDadurch ist die
Beteiligung von Calciumkanélen an der Mechanotransdoktexh nicht widerlegt.
Denn direktes Ziehen an einzelnen Membranrezeptoren UbeedRrantikorper,
die an magnetischen Kugeln hangen, fihrt auch zu einemegngtin intrazellula-
rem Calciuml(Pommerenke et al., 1996). Hingegen fiel dieséfitm beim Ziehen
an dem Transferrin Rezeptor deutlich geringer aus. Wenrhamesch aktivierba-
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re Calciumkandle gleichmafiig in der Membran verteilt sohitfte so ein Effekt
nicht zu beobachten sein. Es bleibt also noch zu klaren,eBdiciumkanéle wirk-
lich Uber mechanische Reize aktiviert werden und somitweiter Mechanosensor
vorliegt, oder ob Calciumkanale im Zuge der Signalkaskaaévwkechanotransduk-
tion ausgeldst werden. Denn elektrische Felder fihrenreeneiAnstieg von intra-
zellularem Calciumi(Onuma and Hui, 1988; Cooper and Schil@8%). Auch in
unserem Labor konnten ein Anstieg von Calcium nach dem BRaitan eines elek-
trischen Feldes beobachtet werden, aber erstaunlicherwear der Anstieg erst
nach 85 Sekunden zu messen und nicht sofort. Lee et al.| (183@hreiben fur
mechanisch aktivierte Calciumkanale einen sofortigeriGalanstieg. D.h., wenn
mechanisch aktivierte Calciumkanéle durch einen Stimsiidisrt gedffnet werden
ist eher unwahrscheinlich, dass der gleiche Mechanismasiwunseren \Versu-
chen vorliegt. Mechanische Stimulation von Osteoblasigmtfzu solchen verzo-
gerten Calciumantworten. Tenbosch (1999) konnte zeigass @steoblasten, die
mit 50 Zyklen bei 1 Hz mit 400Q;Strain belastet werden, mit einer Calciumerho-
hung 150 Sekunden nach Belastung reagieren.

Unter anderem wird Calcium auch fur die Produktion von Ak¥gosin basieren-

den Zytoskelettkontraktionen bendtigt (Rees et al., 19B@her ist es auch mog-
lich, dass die beobachteten Anderungen des Calciumspieiya Folge einer Sig-
nalkaskade sind, die Gber Stimulationen an Integrinenrsaoint wurden wie z.B.

vorgeschlagen van Sjaastad and Nelson (1997). Denn er@ahtaimspiegel fih-

ren zu strukturellen Umbauvorgéngen am Zytoskelett, wile zon Forscher (1989)
durch Stimulation mit Wachstumshormonen gezeigt werdemia

Um 4% zyklisch mechanisch gestreckte Osteoblasten richtérrechtwinklig zur
Zugrichtung aus.(Neidlinger-Wilke etlal., 2001), dies agrt an die Orientierung
im elektrischen Feld. Der Grund dafir ist moglicherweisel@n geringeren me-
chanischen Belastung zu sehen, der sich die Zelle bei zyldiDehnung aussetzt,
wenn sie die Ausdehnung in Zugrichtung minimiert. Bei kang¢r Dehnung hin-
gegen konnte fur Skelettmuskelzellen eine Ausrichtundaegtder Zugrichtung
beobachtet werdeh (Collinsworth et al., 2000). Auch fur XZHellen und fir 3T3
konnte gezeigt werden, dass sie Protrusionen in Richtumgsdionstanten Deh-
nungsreizes ausbilden und sich dorthin bewegen wenn siflexilflen Silikon-
unterlagen kultiviert werden (Lo etlal., 2000; Karl and BenreHahn/ 1999).
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4.4.3 Durotaxis

Zu einem anderen interessanten Ansatz kommt man, wenn nd@nlktedass Zel-
len auf einem flexiblen Substrat, welches auf der einen Sateher ist als auf der
andern Seite, die Zellen bevorzugt auf der steiferen S&ibdn Lo et al.|(2000).
Zellen wandern also nicht nur, wie schon lange bekanntn#aeg chemischer Gra-
dienten, sondern auch durch physikalische Interaktiomgachen Zelle und dem
Substrat. D.h. sie mussen in der Lage sein, die SteifigksiSddstrates irgendwie
zu testen. Und das nicht nur an einer Stelle, sondern ansehiedlichen Punkten in
der Zelle. Denn es ist eher unwahrscheinlich, dass Zellen&it Gehirn besitzen,
welches sich merken kann, an welcher Stelle ihr das Sulbstsaer gefallen hat. Ei-
ne &hnliche Orientierung von Zellen wie in den hier gematHiggkraftmessungen
bei einer Applikation eines elektrischen Feldes konnteretal. [2000) beobach-
ten, wenn sich eine Zelle auf einem Gradientengel von déest8eite her der wei-
chen Seite néherte. Die Zellen stoppten dabei die Wandemdglas Ausstrecken
von Lamellipodien in Richtung des weicheren Geles. Die &ion wurde aber
am hinteren Ende der Zelle fortgefiihrt und die Zellen bteirtesich auf der steifen
Seite des Substrates entlang der Grenzlinie aus. Wenn neh die Applikati-
on eines elektrischen Feldes dieser Spannungssensaegkinirde, die Zelle so
einen falschen Messwert an bestimmten Seiten der ZellediBubstratsteifigkeit
annimmt, konnte das den Orientierungsprozess der Zellarerk Histologische
Schnitte zeigen, dass nicht nur Fibroblasten in vivo einenilage einnehmen, bei
der die lange Achse der Zelle der mechanischen Hauptbetgsiahtung im Gewe-
be entspricht. Mdglicherweise steckt phylogenetisch im d&rientierungsprozess
diese Anforderung an die Zelle dem Gewebe Stabilitat zumgélMenn namlich in
einem Gewebe die Zelle zusammen mit der extrazellulareniateine Richtung
x gedehnt wirde, hatte das zur Folge, das der DehnungsmesiseiZelle aktiviert
wirde und die Zelle eine Orientierung entlang der Zugricbtu der Kraft durch-
fuhren wirde. Demnach wirde auch eine Zelle, die sich autsdenze zwischen
einer steifen und einer weichen Unterlage befindet, auf ééchven Seite weniger
Spannung oder Gegenkraft des Substrates feststellenamsishit in die Richtung
ausbreiten, die dem Dehnungsmesser mehr Widerstand enigesgtzen hat. Auch
von|Banes et all (1995) wurde so ein mechanischer Belastangsr postuliert, der
eine Spannung im Zytoskelett aufbaut, um besser kleine amsthe Stimuli mes-
sen zu konnen. Dadurch kann die Zelle adaquat reagieresg Rieaktion kann aber
je nach Zelltyp unterschiedlich ausfallen. Das Auftauch@mZugkraftvektoren im
Vergleich zu einer ruhenden Zelle parallel zum Gradienesalektrischen Feldes,
welche zunachst Zentripetal gerichtet sind, konnten diseiae Reaktion auf den
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gestorten Dehnungssensor der Zelle sein. Ein Zunehmerrdteiles Zytoskeletts
fuhrt zu einer Zunahme der subzellularen Steifigkeit detediel diesen Regionen
und zu einer Zunahme des hydrostatischen Druckes des Agtapk. An Stellen
geringerer subzellularer Steifigkeit konnen dann Zelkwfer wie aus einer Sal-
bentube herausgedrickt werden. Der dort von innen auf dim&ebran wirken-

de Druck wirde auch erklaren, warum die Zugkraft an den Seitedenen neue
Auslaufer entstehen zunachst absinkt. Gesttitzt wird diés®rie unter anderem
durch die Beobachtungen die Bereiter-Hahn and | uers (188®jlfe der “Scan-

ning Accoustik Microscope” (SAM) Technik gemacht habere Sellten geringere
subzellulare Steifigkeit an Zellregionen fest, wo sich nPuetrusionen bildeten,
wohingegen Regionen die eine Retraktion vollzogen, eitel&ieifigkeit aufwie-

sen.

4.4.4 Galvanotaxis

Galvanotaxis nennt man das Ph&dnomen, dass bestimmteriilsach im elektri-
schen Feld auf eine der Elektroden zubewegen. Jaffe (1@hl)gals Grundlage
fur Galvanotaxis die Separation von geladenen PartikebtemzZytoplasmamem-
bran durch Elektrophorese vor. Tatsachlich konnte auciAkk@mulation von Re-
zeptoren auf der kathodennahen Seite in diversen Expetémeachgewiesen wer-
den (Poo et all, 197¥9; Fang et al., 1999). Diese Theorie wdigleechtwinkelige
Elongation zu den Feldlinien erklaren, wozu die Zellen ealbstinduzierte Kraft
entlang der Elongationsrichtung aufbringen missen. Wéariraien Integrine die
Tendenz hatten auf einen Pol des elektrischen Feldes zfieadund somit auf
dieser Zellseite zu akkumulieren, dann ware die Zelle auiddaur in der Lage
Integrine auf einer Seite der Zelle miteinander zu verbmnded zwischen ihnen
eine Kraft aufzubauen. Bei dynamischen Zellvorgangensistaaan nur eine Frage
der Zeit, bis alte Kontakte abbrechen und dann die Integvieder dem Drift un-
terliegen. Damit ist dann auch nur eine Elongationsricgtméglich. Obwohl diese
Theorie auf viele der Beobachtungen dieser Arbeit eine Artgibt, liefert sie
keine Erklarung fur den schnellen Kraftanstieg nach denchAalen des Feldes.

4.45 Converse Flexoelektrizitat

Wie Zellen schwache elektrische Felder detektieren, bhgitee schwierige Frage.
Die einfachste Theorie ware, wie schon erwahnt, eine dérilduktion einer Kraft
in der Zelle. Aber die Vektorbilder zeigen zu Beginn nur edmsweisende Vekto-
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ren. Also wirken die Krafte auf gegenliberliegenden Zeksein entgegengesetzte
Richtung.

Ein Effekt, der eine Kraft induzieren kann, wenn das elsktie Feld die Membran
polarisiert, ist die converse Flexoelektrizitat (Petrbak: 11993). Die Lipiddoppel-
schicht einer Zellmembran enthalt geladene Proteine, idie gegenseitig absto-
Ben. Dadurch wird die Spannung der Membran wesentlich fhegsth Wird nun
die Ladung auf einer Seite der Membran verandert, anddrtasich die Spannung
der Membran. Es wirkt dann eine aktive Kraft, die das Glegstight der Ober-
flachenspannungen wieder herstellt und somit die Krimmend/gmbran veran-
dert. Solche flexoelektrischen Effekte konnten mithilfe Batch-Clamp Technik
an HEK293 Zellen tber ein Rasterkraftmikroskop gemessedewve(Zhang et al.,
2001). Aber obwohl diese Krafte nicht nur theoretisch ésish, sondern auch ge-
messen werden konnten, sind sie sicher nicht stark genugljeim dieser Arbeit
gemessenen Kréfte zu bewirken.

Aber die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich diazeliularen Kréfte vor
Zellbewegungen &ndern. Die Kraftanderungsmuster sindradg von der Orien-
tierung des elektrischen Feldes und stehen in Beziehungikiinftigen Zellbe-

wegungen. Es hat den Anschein, dass dies noch geschiebt,diev intrazellulare
Calciumspiegel &ndern. Mdglicherweise liegt den Beohaain nicht nur ein Pro-
zess zugrunde. So konnte das elektrische Feld nur die Retralerursachen und
die Elongation zum Ausgleich der verloren gegangenen dglieeitungsflache die-
nen (Chen, 1979; Dunn and Zicha, 1995), wahrend nun ein reeikéechanismus
die Elongationsrichtung diktiert. Elektrophoretischaifund auch das Durotaxi-
sphanomen sind potentielle Kandidaten fir diese gerielikingation.

Es bleibt die Frage zu diskutieren, ob elektrische Feldse direkte mechanische
Wirkung auf die Zellen austiben, oder ob sie bestimmte Umggdariablen an-
dern, oder Zellbestandteile beeinflussen und dadurch @ki@ren Orientierungs-
prozess bewirken kdnnen. Angenommen, das elektrischeziagtdyt die Zelle zur
Retraktion, dann ist aber noch ist nicht geklart, welchecMaismus zur Verlan-
gerung der rechtwinklig zum elektrischen Feld gericht@eltauslaufer fuhrt. Eine
Maoglichkeit ware ein durch die Retraktion induziertes Augsten, wie vorl_Chen
(1979) fur wandernde Zellen beobachtete. In diesem Fallekésnzu einem uber-
mafigen Ausbreiten der Zellauslaufer in nur eine Richtungden Verlust an Aus-
breitungsflache in der anderen Richtung auf der Unterlageumleichen. Es konnte
aber auch der Fall sein, dass das elektrische Feld eine, Mrfther Art auch im-
mer, von beiden Polen des elektrischen Feldes aus auf de @iediibt, wodurch
ein Druck im Inneren der Zelle aufgebaut wird und dadurch&igsplasma an den
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Seiten an den geringe Kréafte wirken, herausgequetscht Witdden Ergebnissen
der Zugkraftmessung ist auch diese Theorie zu vereinb&#an bleibt immer

noch, wie dann diese Kraft auf die Zelle ausgetbt werdetesdfenn es eine rein
physikalische Kraft auf die Zelle ware, musste sie in jedesnsMch in gleicher
Weise auftreten und dirfte sich auch nach Ausschaltenviexsener Motoren des
Zytoskelettes nicht ausschalten lassen. Wie aber bisbbtveroffentlichte Daten
aus dem EOBM Labor zeigen, findet die Retraktion nicht steg¢n die Zellen

calciumkanalblockierenden Substanzen wie Nifedipin,r@iach oder Lanthanum
ausgesetzt sind. Auch 20 Minuten nach Zugabe von Thapsigiamget keine Re-

traktion statt, was zeigt, dass intrazellulares freiexiOal aus 1R sensitiven in-

trazellularen Calciumspeichern und auch membranstar@daieiumkanale dafir
bendtigt werden. Wie bereits erwahnt, wird fir das Losen fakalen Kontakten

Calcium benétigt.

4.4.6 Technische Hirden

Die Messungen dieser Arbeit wurden mit einer hochaufloseimdegrierenden Ka-
mera gemacht, die die Bilder leider nicht in weniger als 1RuBden aquirieren
konnte. Um den dynamischen Ablauf des Orientierungspsazsgenau zu erfassen,
ist eine hochauflésende intensivierte Kamera notig, digetg verfugbar werden.
Doyle and Lee|(2002) habe kirzlich eine Methode vorgestatit Calciumande-
rungen und Zugkraftmessungen zur gleichen Zeit durchzefiilDiese Methode
ist allerdings weit davon entfernt, eine fur diese Arbegra@ichende Auflosung der
Zugkraftmessungen zu bieten. Dafir werden grol3ere Moddikan an der experi-
mentellen Ausristung nétig sein.

Als Ausblick fur die zuklnftige Forschung bleibt weiterhdre Untersuchung von
Zugkraften in einem dreidimensionalen und somit physigidgeren Beobachtungs-
raum. Dazu kdnnte man z.B. die Zellen in ein Gel mit eingieBGed mit einem
automatisierten Mikroskop Schichtaufnahmen des Sulestnatachen. Die Refe-
renzbilder kdnnen auf gleiche Weise nach dem Abtoten dée Zguiriert werden.
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5 Zusammenfassung

Knochenzellen sind in der Lage, mechanische Stimuli alg Refzunehmen und
darauf zu reagieren. Dieses zeigt sich in UmbauvorgangerKdechenstruktur
bei Anderung der mechanischen Belastung. Wie es allerdimgsadaquaten Deh-
nungsreiz bis zur zellularen Antwort von Osteoblasten koyishnoch Gegenstand
aktueller Forschung. Diese sogenannte Mechanotransasktskade ist ein wich-
tiger Ausgangspunkt fir die Erforschung der Pathophysgielaler Osteoporose.
Auch Teilergebnisse auf diesem Gebiet sind in der Therapbtig, wie z. B. die
Kenntnis der optimalen Amplitude und Frequenz einer meisichen Belastung fur
eine moglichst effektive Knochenbildung in der Fraktuhineg.

Ziel dieser Arbeit war es, als Beitrag zur Aufklarung der Macotransduktionskas-
kade, auf zellularer und subzellularer Ebene die Intevaktrafte von Osteoblasten
mit ihrer Umgebung zu messen und Kraftverteilungsmusté&eachreiben. Zudem
sollte der Einfluss von einem elektrischen Feld auf die Keafeilungsmuster von
Osteoblasten untersucht werden, um das Phanomen zu whtensualass Osteobla-
sten sich in Zellkultur aktiv rechtwinklig zu den elektismn Feldlinien ausrich-
ten, wohingegen sich z.B. Neuronen parallel dazu ausnclis stellte sich her-
aus, dass fur diese Zielsetzung die Technik der ZugkrafteKkopie (Ubersetzt aus
dem Englischen von "Traction Force Microscopy") am besegignet sein wirde.
Die Zugkraftmikroskopie wurde im Rahmen dieser Arbeit ae@ Giegebenheiten
des hiesigen Labors und die zu beantwortenden Fragen assjelia wurden Zel-
len auf flexiblen Polyacrylamidsubstraten kultiviert, sgsd die zu messenden In-
teraktionskrafte zu detektierbaren Deformationen deis8ate fuhrten. Durch das
Analysieren der zellverursachten Substratdeformatiéie®en sich die Ebenenpro-
jektionen der verursachenden zellularen Krafte sowolliceials auch quantitativ
bestimmen. Die Deformationen wurden durch das Vergleiehess Substratbildes
zum jeweiligen Messzeitpunkt mit einem undeformiertendRefizbild ohne Zelle
gemessen. Daraus konnte eine Matrix der Deformationskeakterstellt werden.
Aus dieser wurden die Kraftvektoren berechnet.

Die Anderungen der zellularen Kréfte, die als Reaktion aag dlektrische Feld
auftreten, wurden mithilfe einer leichten Modifikation déugkraftmikroskopie-
Methode analysiert. Dazu wurden Differenzvektorbilderelobnet, welche ledig-
lich die Anderungen der Interaktionskrafte veranschheli; die durch das An-
schalten des elektrischen Feldes entstehen. Dadurch sgfdeauch kleine Kraftan-
derungen visualisieren.
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Bei der Bestimmung der gesamten auf das Substrat Ubergadé&aft konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen priméren bovinen Qststen und Osteosar-
komzellen festgestellt werden. Als Mittelwert der Gesanattkpro Zelle wurden
fur Osteoblasten 660 NN und fir MG63 Zellen nur 47 nN bestiniie Elastizitat
der Polyacrylamidgele konnte mithilfe eines Rasterkrédtoskopes sehr genau ge-
messen werden. Fur Substrate aus 8% Acrylamid und 0.03%ABigBamid ergab
sich z.B. ein Elastizitdtsmodul von 3000 NYm

Primére bovine Osteoblasten und humane Osteosarkomzdiketiem Einfluss ei-
nes elektrischen Gleichstromfeldes ausgesetzt warechlikefien einen Prozess von
Retraktion und Elongation. Dieser endete in einer rechitligen Ausrichtung der
zellularen Langsachse zu den elektrischen Feldlinien.fxriediese Reorientier-
ung bendtigte Zeit war in einem bestimmten Bereich negafivFeldstarke korre-
liert. Erstaunlicherweise reagierten die Osteoblastdresuelektrisches Feld mit
einem Anstieg des intrazellularen freien Calciums nacletigchnittlich 85 Sekun-
den, aber schon nach durchschnittlich 30 Sekunden war einati¥ne der Interak-
tionskrafte mit der Zellumgebung zu beobachten. Erste haggisch feststellbare
Anderungen traten erst nach funf Minuten auf. In den folgendinuten nach dem
Anschalten des elektrischen Feldes sanken die Kraftkoergien tangential zu den
elektrischen Feldlinien unter die Ausgangswerte ab.

Mithilfe der Zugkraftmikroskopie war es mdglich, die Kréfton Osteoblasten ge-
nau zu messen und deren Kraftverteilungsmuster zu bebehreDie durch die
Applikation eines elektrischen Gleichstromfeldes vesialgen dynamischen Ande-
rungen der Interaktionskrafte wurden qualitativ und qitatiw analysiert. Es wur-
de eine Technik in unserem Labor etabliert, die als Grurafég viele aktuelle
Forschungsprojekte dient. Anhand verschiedener Tumbnieh oder durch das
Verwenden von Blocker- oder Aktivatorsubstanzen wird éatikeeinfach sein, die
entscheidenden Molekiile zu identifizieren, welche die nsotEhten Interaktions-
krafte beeinflussen. Davon wirde nicht nur die Osteopooosetiung und Fraktur-
heilungsforschung, sondern auch die Tumorforschung it. Die hier verwen-
dete Technik zur Messung solcher Interaktionskrafte st ierden letzten Jahren
entwickelt worden, vor allem deshalb, weil der nétige Reehdwand fur eine ak-
zeptable ortliche Auflésung der Krafte nicht unerhebli¢ha immer leistungsfa-
higere Mikroprozessoren auf den Markt kommen und auch se&iffegDatenmen-
gen bewaltigbar sind, wird es besonders durch Steigerungeitichen Auflosung
viele neue Erkenntnisse geben.
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