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Zellulares Tauziehen: Wie Zellen auf
mechanischen Stress antworten
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The ability of cells to sense and respond to extracellular forces is
critical for cellular and tissue homeostasis. Tension or compression
act on our body ubiquitously and cells respond to such mechanical
cues by producing intracellular forces on their own. In this article,

we briefly highlight the cellular and physical basis driving these pheno-
mena and discuss our recent technical advance to stimulate and
monitor the cellular mechanoresponse on a molecular scale.
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B Das physikalische Wechselwirkungsprin-
zip ist allgegenwartig im Leben, ob beim
Sport, beim Anheben der Kaffeetasse oder
beim Autofahren. Korperliche Anstrengun-
gen — und seien sie noch so klein — erzeugen
eine biomechanische Gegenreaktion. Unser
Korper ist in der Lage, den erforderlichen
Aufwand fiir die zu erbringende Arbeit wahr-
zunehmen und generiert als Antwort eine
Reaktionskraft, die abhdngig von der Inten-
sitdt des physikalischen Stimulus ist. Dieses
Prinzip lasst sich bis zu unseren mikrosko-
pischen Funktionseinheiten, den Zellen, her-
unterskalieren. Das prominenteste Beispiel
hierfiir ist die Kontraktion von Muskelgewe-
ben: Jede makroskopisch ausgefiihrte Kraft-
anstrengung resultiert aus einer hochkom-
plexen Orchestrierung mikroskopischer
Krafte, die von Millionen einzelner Zellen
generiert werden. Zunehmend wird jedoch
auch die zentrale Rolle intrazelluldrer Kréfte
in nichtmuskulédren Zellen, wie Fibroblasten
oder Epithelzellen, erkannt. Fast jeder Zell-
typ unseres Korpers ist dazu fahig, nicht nur
die biochemischen, sondern auch die mecha-
nischen Gegebenheiten der extrazellularen
Umgebung (ECM) wahrzunehmen. Diese
zellulare Mechanorezeption beinhaltet u. a.
auch die Wahrnehmung einwirkender Kraf-
te, wie beispielsweise Zugspannungen und
Kompressionen [1]. Entsprechend einem
Wechselwirkungsprinzip reagiert die Zelle
auf einwirkende Kréfte mit der Anpassung
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eigener Krifte. Intrazellulare Kréafte sind ein
grundlegender Baustein fiir viele entwick-

lungsbiologische und (patho)physiologische
Prozesse [2]. Die Ausbildung stabiler Zellad-
hésionen, die Reorganisation der Zellmor-
phologie wahrend der Zellmigration oder die
Cytokinese sind nur einige Beispiele, die in
hohem MaBe von einem raumzeitlichen Auf-
bau intrazelluldrer Krafte abhdngig sind. Wie
das letztlich im Detail ablauft, weif aller-
dings noch niemand so richtig.

Molekulare Mechanismen der
Mechanorezeption und -transduktion

Die molekularbiologischen Mechanismen der
Rezeption, Konvertierung und Transduktion
extrazelluldrer Krafte sowie die Erzeugung
intrazelluldrer Krifte (Abb. 1) haben groBes
Interesse in der Forschung hervorgerufen.
Die meisten Zellen stehen in permanentem
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A Abb. 1: Mechanotransduktion in nichtmuskulédren Zellen. Extrazelluldre mechanische Impulse,
wie Streckungen oder Kompressionen, werden iiber transmembrane zelluldre Sensoren wahr-
genommen. Die Signaltransduktion umfasst die Konvertierung des Impulses im Cytoplasma und
dessen Weiterleitung bis in den Zellkern. Als Reaktion werden intrazelluldre Kréfte generiert, die
an der biologischen Antwort beteiligt sind. ECM: Extrazelluldre Matrix; YAP/TAZ: transkriptionelle

Ko-Aktivatoren.



386

WISSENSCHAFT - SPECIAL: MOLEKULARE ZELLBIOLOGIE

» Abb. 2: Rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahme einzelner
Mikrostrukturen ohne Hydrogel
(A, B). C, Die kolorierte Zelle ver-
deutlicht die selektive Zelladhasi-
on an den Balken und es ist zu
erkennen, dass zelluldre Krafte die
Wande der Mikrostruktur nach
innen biegen. D, Da das Hydrogel
nicht fiir die elektronenmikrosko-
pische Probenpréparation geeig-
net ist, wird dessen Funktion
schematisch dargestellt.

sensorischem Kontakt mit ihrer Umgebung.
Auf der Zelloberflache fungieren Adhasions-
komplexe wie Fokalkontakte als transmem-
brane Sensoren und vermitteln die mechani-
sche Signalrezeption zwischen Zelle und
ECM [3]. Intrazellulédr sind die Sensoren an
das Aktin-Cytoskelett gekoppelt, wodurch
das Signal weitergeleitet und in eine bioche-
mische Antwort konvertiert wird. Abhangig
von der Intensitdt des mechanischen Stimu-
lus manifestiert sich das Signal auf verschie-
denen Systemebenen. Im Cytoplasma indu-
zieren Zugspannungen die Freilegung von
Proteindoménen an Fokalkontakten, ahnlich
dem Prinzip einer elastischen Feder. Das
ermoglicht die Bindung intrazelluldrer Adap-
torproteine an den Zielmolekiilen sowie die
Steuerung der Aktivitat durch Phosphorylie-
rungen [4]. Im Zellkern manifestiert sich die
Mechanotransduktion auf transkriptioneller
Ebene. Starke Zugspannungen fordern bei-
spielsweise den Transport der transkriptio-
nellen Ko-Aktivatoren YAP/TAZ in den Nuk-
leus und begiinstigen die Expression
bestimmter Gene [5]. Aus ilibergeordneter
biologischer Sicht kann eine solche Signal-
kaskade die Migration, Proliferation oder
Differenzierung einer oder mehrerer Zellen
auslosen. Aus mechanischer Sicht beinhalten
diese Prozesse eine Anpassung der zellula-
ren Kontraktilitit. Die Grundlage hierfir
bilden hochdynamische Interaktionen von
Aktinfilamenten und molekularen Motorpro-
teinen der Myosin-Klasse II. Unter Verbrauch

von ATP konnen diese Proteine Krifte in
Pikonewton(pN)-Bereich aufbauen [6]. Zum
Vergleich: Um ein Gewicht von einem
Gramm {iberhaupt anzuheben, muss etwa
eine Kraft von 10.000.000.000 pN erbracht
werden. Eine Vielzahl an Myosin-II-Proteinen
generiert in der Gesamtheit die Kraft, welche
von einzelnen Zellen aufgebracht werden
kann. Da die Kopfdoménen der Myosine qua-
si permanent mit den Aktinfilamenten asso-
ziiert sind, tibertragen sich die Krafte wie-
derum auf die sensorischen Zelladhédsionen
und es entsteht eine positive Riickkopplung.
So kann prazise abgeleitet werden, ob es bei-
spielsweise energetisch giinstiger ist, die
extrazelluldre Matrix zu remodellieren oder
an eine andere Position zu migrieren.

Die Problematik der experimentellen
Analyse

Dass wir trotz des relativ guten Verstandnis-
ses der molekularen Bausteine immer noch
so wenig liber zelluldre Krafte und die
Mechanotransduktion wissen, hat auch
damit zu tun, dass die Methoden zur Stimu-
lierung, Erfassung und Messung zelluldrer
Krafte auBerst feinfiihlig und prézise arbei-
ten miissen. Die Skala der zelluldren Kon-
traktilitdt bewegt sich, je nach Zelltyp, im
Bereich von Nanonewton (nN) bis Mikro-
newton (uN) [7]. Extrazelluldre Kréfte, die auf
die Zellen einwirken, bewegen sich ebenfalls
auf sehr niedrigen Skalen. Um die Zellen
mechanisch zu stimulieren, muss eine Kraft

aufgebracht werden, welche zwar eine Zell-
antwort auslost, jedoch niedrig genug ist, um
die zelluldre Integritat zu wahren. Typischer-
weise werden Zellen dafiir auf einem elasti-
schen Material kultiviert, das gestreckt oder
komprimiert werden kann. In der Praxis
haben sich Membranen und PDMS-Oberfla-
chen bewahrt, die mit motorisierten oder
Piezo-gesteuerten Elementen deformiert wer-
den [8]. Will man beides kombinieren, also
stimulieren und gleichzeitig die zellularen
Kréfte messen, wird es noch anspruchsvoller.
Ansatze hierfiir umfassen u. a. optische Pin-
zetten und die Rasterkraftmikroskopie
(AFM) [9]. Grundlage dieser Methoden ist,
dass das Messinstrument gleichzeitig als
kraftausiibendes und als sensorisches Ele-
ment fungiert. Bei optischen Pinzetten ver-
wendet man dafiir adhasive Mikrokiigelchen,
die sich im Fokus eines Laserstrahls befin-
den und beim AFM eine als cantilever
bekannte Messnadel. Beide Methoden beste-
chen dadurch, dass sie duBerst sensitiv und
gezielt Krafte auf subzelluldaren Skalen aus-
iben und die zelluldre Reaktion auslesen
konnen. Der Nachteil ist jedoch, dass sie
sequenziell und sehr zeitaufwendig sind,
weshalb in der Regel nur eine Zelle pro
Ansatz analysiert werden kann.

Mini-Streckbéanke fiir Einzelzellen
Wir haben eine Methodik entwickelt, mit

der es moglich ist, die Mechanosensitivitat
von vielen Einzelzellen simultan, mit hoher
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A Abb. 3: Auslenkungen der adhésiven Balken dienen als Referenz fiir die Messreihe. Diese wer-
den entweder durch intrazellulare Krafte ausgeldst (blau) oder durch Stimulation des Hydrogels
(rot). Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen korrespondieren mit dem Ausgangszustand (1)
sowie dem gestreckten Zustand (2) der Zelle und verdeutlichen die Verstarkung der Aktinfasern

durch die mechanische Streckung.

Prdzision und geometrischer Ordnung,
anzuregen und gleichzeitig die zellulare
Kontraktilitit zu messen [10]. Der Ansatz
beruht auf der Kombination eines 3D-Nano-
druckverfahrens mit einem stimulierbaren
Material. Mithilfe des 3D-Nanodrucks ist es
moglich, dreidimensionale Zellsubstrate mit
quasi beliebiger Geometrie auf der Mikro-
meterskala und darunter herzustellen (Abb.
2A, B, [11]). Die ,Drucktinten” sind in die-
sem Fall Fotolacke, die im Fokus eines Fem-
tosekunden-gepulsten Lasers polymerisie-
ren. Indem unterschiedliche Fotolacke mit
hydrophoben oder hydrophilen Eigenschaf-
ten verwendet werden, lassen sich mikro-
strukturierte 3D-Geriiste mit proteinadsor-
bierenden und proteinabweisenden Berei-
chen herstellen. Dadurch kann die Zelladha-
sion rdumlich gesteuert und die geometri-
sche Krafteinwirkung prizise vorhergesagt
werden. Im aktuellen Fall werden drei ver-
schiedene Fotolacke verwendet. Das Grund-
geriist der Mikrostruktur besteht aus vier
Winden mit proteinabweisende Eigenschaf-
ten. An den Spitzen der Wande befinden
sich vier horizontale Balken mit proteinad-
sorbierenden Eigenschaften, welche die
Zelladhésion vermitteln (Abb. 2C). Das sti-
mulierbare Herzstiick der Mikrostruktur
bildet ein Hydrogel, das inmitten der Wande
platziert ist und auf einem Wirt-Gast-Sys-
tem basiert. Die Wirt- und Gast-Molekiile
sind an das Riickgrat des Acrylamid-basier-
ten Hydrogels gebunden und haben eine
starke Bindeaffinitdt zueinander, was zu
einer Quervernetzung der Polymerketten
fiihrt. Wirt-Gast-Interaktionen befinden sich
dabei zundchst im Equilibrium, wobei sich
Bindungen durch Zugabe von kompetitiven,
gelosten Gast-Molekiilen 6ffnen konnen.
Das Hydrogel kann in Folge mehr Wasser
aufnehmen und schwillt innerhalb von

Sekunden an. Das zunehmende Volumen
driickt die Wande der Mikrostruktur ausei-
nander und die adhdrente Zelle wird mecha-
nisch gestreckt (Abb. 2D). Dieser Vorgang
ist komplett reversibel, sodass theoretisch
beliebig viele Zyklen der mechanischen Sti-
mulation durchgefiihrt werden konnen. Der
Aufbau der erwarteten intrazellularen Kraf-
te wird in Zeitrafferaufnahmen verfolgt,
wobei die Bewegung der adhédsiven Balken
als Messskala dient. Kennt man die Feder-
konstante, kann das hookesche Gesetz ange-
wendet werden und die Distanzanderungen
lassen sich in Krifte ibersetzen. Wie sich
in unseren Experimenten zeigte, sind die
Strukturen flexibel genug, um zelluldre
Krifte im Nanonewton-Bereich zu messen.
Auf einer typischen Probe befinden sich bis
zu 300 einzelne Mikrostrukturen auf einem
Deckglas, was bedeutet, dass sich eine Viel-
zahl von Einzelzellen gleichzeitig stimulie-
ren ldsst. Da die Gast-Molekiile zudem in
den gédngigen Zellkulturmedien und Puffern
l16slich sind, konnen die Zellen jederzeit im
gestreckten Zustand fixiert und die moleku-
laren Bestandteile immunhistochemisch
gefarbt werden. Somit ldsst sich eine ein-
gangige, molekularbiologische Analyse an
das Experiment anschliefen.

Mechanische Homoostase: Wie Zellen
auf der Streckbank reagieren

Wir haben dieses System benutzt, um in ers-
ten Experimenten die Mechanosensitivitat
von U20S-Zellen zu testen (Abb. 3). Wie sich
zeigte, generieren diese Zellen bereits im
Ausgangszustand, also allein durch die Zell-
adhdsion, eine ,Initialkraft von ca. 70 nN.
Durch die mechanische Streckung verdoppel-
te sich diese Kraft innerhalb von 30 Minuten
auf ca. 140 nN. Nach diesem Zeitraum hatte
sich die Kontraktilitdt auf ein neues Niveau
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eingependelt. Wird der mechanische Zug
geldst, reduzieren die Zellen ihre Kréfte
bereits nach wenigen Minuten wieder auf das
Ausgangsniveau. Die Zellen sind also in der
Lage, ihre intrazelluldren Krafte in Abhdn-
gigkeit der auBeren Krafte in kiirzester Zeit
zu regulieren - ein Prozess, der in der Lite-
ratur unter dem Begriff ,mechanische
Homoostase“ erwdhnt wird [12]. Wie erken-
nen Zellen, was die ideale Kraftbalance in
bestimmten Situationen ist? Welche Molekii-
le dienen hier als Sensor und welche als Ver-
starker? Bemerkenswert ist, dass bereits das
Fehlen eines einzelnen Proteins, dem nicht-
muskuldren Myosin IIA (NM IIA), ausrei-
chend ist, um die komplette Maschinerie
zum Erliegen zu bringen. Zellen, in denen
kein NM IIA mehr exprimiert wird, besaBen
in unseren Experimenten weder eine mess-
bare Initialkraft, noch zeigten sie eine Reak-
tion auf den mechanischen Stress. Immun-
histochemische Farbungen der gestreckten
Zellen zeigten, dass die Zellen zwar ihre
Flache vergroBern und die Aktinfasern par-
tiell verstarken, die intrazelluliren Krafte
jedoch nicht an die neuen Bedingungen ange-
passt werden konnen. Das ist insofern
bemerkenswert, da NM IIA nicht das einzige
krafterzeugende Motorprotein ist, das in
U20S-Zellen exprimiert wird. Weitere Isofor-
men der NM-II-Proteine sind vorhanden,
scheinen jedoch nicht in der Lage, den Ver-
lust des NM ITA zu kompensieren. Welche
Rolle spielen diese Motorproteine dann und
was passiert, wenn diese abgeschaltet wer-
den? Man weiB bereits, dass die unterschied-
lichen Motorproteine auch unterschiedliche
kinetische Eigenschaften besitzen [13].
Bedenkt man, dass eine Kraft nicht nur auf-
gebaut, sondern auch aufrechterhalten wer-
den muss, ergeben sich hier spannende Fra-
gestellungen, die hoffentlich in der nahen
Zukunft entschliisselt werden konnen.
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