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Zusammenfassung

Die lebende Zelle ist ein hochkomplexes System, das von vielen gekoppelten und
gleichzeitig ablaufenden Vorgidngen im Inneren und durch &ufsere Signale reguliert
wird. Dabei stellen mechanische Krifte und die Geometrie der Umgebung wichtige
Steuerungssignale auf zelluldrer Ebene dar. Signale werden wahrgenommen und ver-
arbeitet, wobei das dynamische Zytoskelett der Zelle eine zentrale Rolle einnimmt.
Es reguliert insbesondere grundlegende Eigenschaften wie die mechanische Stabili-
tdt und Morphologie als auch deren Adaption, wie es in Migrationsprozessen not-
wendig ist. Kleinste Verdnderungen wie die Abweichung des Zytoskeletts von der
gewohnlichen Struktur kénnen somit groften Einfluss auf das Gesamtverhalten einer
Zelle haben. Dies wird besonders offensichtlich bei der Betrachtung von Migrati-
onsphédnomenen oder dem Eindringverhalten von Tumorzellen beim Durchqueren
eines Zellverbands im Rahmen der Metastasierung. Ein vertieftes Verstdndnis iiber
die Auswirkungen physikalischer Signale auf das Zytoskelett und die daraus resultie-
renden Zellreaktionen konnte somit zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze
beitragen. Aus diesem Grund erscheint es wichtig, die Mechanismen der zelluldren
Biomechanik zu verstehen.

In diesem Zusammenhang wurden in dieser Arbeit maligne Pankreas-Tumorzellen
dem Einfluss von mechanischen Kréften und verschiedener Oberflichentopographien
ausgesetzt, um den Einfluss des Keratin-Zytoskeletts auf die morphologische Um-
gestaltung und die Migrationseigenschaften der Zellen zu untersuchen. Durch die
Kombination von materialwissenschaftlicher, biophysikalischer und zellbiologischer
Methoden zusammen mit einem interdisziplindren Ansatz wurde das induzierte Zell-
verhalten quantitativ charakterisiet. Die Untersuchung des Migrationsverhaltens und
die morphologische Reorientierung des Zellkorpers bei periodischer Dehnung zeigen,
dass die Zellen mit einem unverdnderten Keratin-Netzwerk auf die ihnen darge-
legten physikalischen Signale reagieren. Die Beobachtungen zeigen eine gerichtete
Migration entlang topographischer Strukturen oder eine Zellpolarisation senkrecht
zur mechanischen Dehnungsrichtung.

Die Manipulation des Keratinnetzwerks durch die Behandlung der Pankreas Zellen
mit dem Wirkstoff Sphingosylphosphorylcholin fiihrt zu einer Umstrukturierung des
Keratinnetzwerks von der Zellperipherie hin zum Zellkern. Die manipulierten Pan-
kreas Zellen reagieren auf die gleiche physikalische Stimulation mit einem verénder-
ten Zellverhalten. Die Tumorzellen zeigen nun einen hoheren Grad der gerichteten
Migration auf topographischen Substraten und eine schnellere zellmorphologische

Umgestaltung bei den Dehnversuchen.
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Zusammenfassend zeigen die Analysen, dass die rdumliche Ausdehnung und die
Struktur des zelluldren Keratinnetzwerks einen erheblichen Einfluss auf die Migra-
tionseigenschaften entlang von Oberflichentopographien und die Zellreaktionen auf
periodische mechanische Dehnungen hat. Dieser Einfluss kénnte moglichweise mit
einer stabilisierenden Wirkung des Keratins auf das Aktinnetzwerk und die daraus

resultierende Erhaltung der mechanische Zellintegritit erklart werden.



Summary

Living cells are extremely sophisticated systems, in which various linked processes
take place simultaneously. These processes are regulated by many external extrin-
sic signals. Cells in the human body are subjected to mechanical forces or to a
specific geometry of the environment, both are important signals for a cell. In this
context the dynamic cytoskeleton plays a crucial role in many processes like me-
chanical stability, morphology and cell migration. Even the smallest modification
in cells, like variations in the cytoskeleton, can have a deep impact on overall cell
reactions. Modifications of cytoskeleton elements can effect the velocity of migration
or invasion characteristics in metastatic cancer formation. A comprehension of how
single cytoskeleton elements and their potential interactions influence a cells ability
to respond to external signals could may help on development of new treatment me-
thods. Therefore it is important to understand fundamental mechanisms of cellular
biomechanics.

In this context pancreas cells as model system for malignant tumor cells, were sub-
jected to different surface topographies and mechanical forces as physical signals.
Lithographic, biophysical and cell biology methods were used to explore the impact
of the keratin network on migration and morphological alignment in response to
the external physical signals. The quantitative determination of migration proper-
ties and reorganization processes with an unmodified keratin network reveal that
pancreas cells react to these signals. The studies reveal, for example, a directed cell
migration along topographic surface cues and a reorientation of cell alignment per-
pendicular to the direction of periodically applied strain.

Manipulations of the keratin network with the bioactive lipid Sphingosylphospho-
rylcholin induce a reorganization of keratin filaments from the cell periphery to the
perinuclear region of the cell. Modified pancreas cells show an enhanced response to
the same physical signals. The modified pancreas cells react with a higher degree of
directed migration along topographic cues and a quicker reorganization of the cell
morphology in experiments with cyclic tensile strain.

In summary the studies reveal that the structure of cellular keratin network has an
important impact on cell migration properties and cells response to surface topo-
graphy and deformation. This altered behaviour could potentially be explained by

a stabilizing effect of the keratin network on actin and cell integrity.



Kapitel 1
Grundlagen

Lebende Zellen stellen in ihrer Vielfalt und Komplexitéit die Grundbausteine héherer
Organismen dar. Hierbei ist der Aufbau und das Verhalten einer einzelnen Zelle auf
Signale aus ihrer Umwelt, aufgrund von vielen aneinander gekoppelten und gleich-
zeitig ablaufenden Vorgingen im Inneren, sehr komplex. In diesem Zusammenhang
stellen mechanische Krafte wie Kompression, Zug- und Scherkréfte einen wichtige
Signale dar, denen Zellen im Korper stindig unterliegen. Sie sind im menschlichen
Korper allgegenwirtig, wie z.B. beim Dehnen und Zusammenziehen von Herzmuskel-
oder Blutgefiafizellen. Kleinste Verdnderungen an einer Zelle wie insbesondere die
Abweichung von der gewohnlichen Struktur eines Elements des Zytoskeletts konnen
grofsen Einfluss auf das Gesamtverhalten einer Zelle haben. Infolgedessen nimmt das
dynamische Zytoskelett, neben der Signaliibertragung in einer Zelle (Mechanotrans-
duktion), eine besondere Stellung ein.

Das Zytoskelett spielt eine entscheidende Rolle bei grundlegenden Prozessen wie
der mechanischen Stabilitdt, Zellmorphologie und Migration. Verdnderungen an den
viskoelastischen Eigenschaften einer Zelle durch Umstrukturierung innerer Bestand-
teile konnen sich z.B. auf die Migrationsgeschwindigkeit oder das Eindringverhal-
ten beim Durchqueren eines Zellverbands auswirken. Diese Fahigkeiten spielen bei
der Wundheilung von Verletzungen oder der Metastasierung bei Krebsvorfillen eine
wesentliche Rolle. Eine weitere grundlegende Fahigkeit von Zellen stellt die Me-
chanotransduktion dar. Sie beschreibt die Wahrnehmung von mechanischen Reizen
und deren Umwandlung in intrazelluldre Signale. Somit nimmt sie eine Schliissel-
rolle in der Signaliibertragung von aufen ins Zellinnere und umgekehrt ein. Die
Beeintriachtigung der Signaliibertragung mechanischer Kréfte und das daraus resul-
tierende Zellverhalten stehen im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten wie
Krebs, Osteoporose und Asthma. Aus diesen Griinden ist es wichtig, die grundle-

genden Mechanismen der Biomechanik von Zellen zu verstehen. Die ausfiihrliche
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Erforschnung der einzelnen Elemente des Zytoskeletts und deren mogliche Interak-
tion untereinander kdnnten einen grofsen Anteil an der Entwicklung neuer Ansétze
fiir Heilmethoden in der Zukunft haben. In den folgenden Abschnitten werden die

wichtigsten Elemente, die diese Arbeit betreffen, detaillierter vorgestellt.

1.1 Zytoskelett

Die Fahigkeit von Zellen verschiedene Komponenten im Zellinneren zu organisie-
ren, mit ihrer Umgebung mechanisch in Wechselwirkung zu treten und Bewegungen
auszufithren, verdanken eukaryotische Zellen dem Zytoskelett [Goode00| [Etienne04]
[Gardel08] [Cai09] [Geiger01] [Schmoranzer03] [Wehrle03]. Es ist ein kompliziertes
Netzwerk aus unterschiedlichen Proteinfilamenten, die sich durch das gesamte Zy-
toplasma erstrecken. Dieses Netzwerk besteht aus einem Geriist, das hauptséchlich
aus drei Proteinfilamenttypen mit unterschiedlichen Durchmessern zusammengesetzt
ist. Dies sind die Aktinfilamente (d=6-8nm), Intermedidrfilamente (d=10nm) und
Mikrotubuli (d=25nm). Jeder der genannten Typen besteht aus anderen Protein-
untereinheiten und hat charakteristische Eigenschaften. Ihre Funktionen und Eigen-
schaften werden in den drei Unterabschnitten 1.1.1 bis 1.1.3 ndher erlautert.

Im Vergleich zu den Knochen des menschlichen Skeletts besitzt das Zytoskelett ei-
ner Zelle eine sehr dynamische Struktur, in der innere Bestandteile auf- und ab-
gebaut bzw. Strukturen verstirkt oder geschwicht werden konnen [Chancellorl0]
|[Estevez10] [Skwarek09] [Sheetz10] [Kaunas05] [Wei08]. Diese Eigenschaften befihi-
gen Zellen auf Oberflichen zu migrieren und auf mechanische Reize zu reagieren
[Wehrle03| [Suresh07] [Geiger0l]. Das Zytoskelett spielt hierbei eine entscheiden-
de Rolle in der Vermittlung von &ufseren mechanischen Reizen in das Zellinnere
und umgekehrt [Vogel06| |Geiger01]. Verbunden damit sind neben den Reaktionen
einer Zelle auch selbst generierte Zellkrifte und deren Ubertragung auf ihre Umge-
bung (zellmechanische Sensoren, vgl. Abschnitt 1.3.1) [Geiger01] [Cai09] [Gardel08]
[Vogel06]. Das Zytoskelett passt sich sowohl den inneren als auch den duferen Reizen
und Bedingungen durch eine Umstrukturierung innerer Bestandteile an [Sheetz10)|
[Chancellor10| [Bathe08] [Vogel06] [Cannas07]| [Neidlinger01] [Wang01] [Cai09].

In diesem Zusammenhang ist das Zytoskelett in vielen grundlegenden Vorgidngen,
wie z.B. Zellteilung, Migration, Beweglichkeit, mechanische Stabilitit, und Gestal-
tung der Zellmorphologie eingebunden [Fletcher10| [Thery06] [Ingber03] [Goode00]
[Li05]. Obwohl mehrere Zellelemente eine Rolle in den mechanosensitiven Eigen-
schaften einer Zelle und deren Signalwegen spielen, scheint das Aktinnetzwerk die

treibende Kraft fiir diese Vorgénge zu sein, deren Erforschung im Mittelpunkt vieler
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biophysikalischer Arbeiten steht [Sheetz10] [Bathe08| [Li05] [Cai09]. Die Abbildung
1.2 auf Seite 15 zeigt eine schematische Darstellung einer Zelle mit den Zytoskelett-

elementen und den Komponenten der Fokalen Adhé&sion.

1.1.1 Aktin

Das zelluldre Aktinnetzwerk besteht aus globuldren Aktinmonomeren ( G-Aktin), die
je nach Anforderung zu filamentosen Aktinpolymeren (F-Aktin) auf- und abgebaut
werden kénnen |Prasain09| [Suresh07|. Der Aufbau der Aktinfilamente wird iiber
die Hydrolyse von ATP gesteuert und weist eine inhirente Polaritdt mit einem plus-
(barbed) und minus- (pointed) Ende auf. Die Aktinfilamente wachsen in Richtung
Plus-Pol, da die Polymerisierungsrate an diesem Ende hoher ist als am Minus-Pol
[Small78|. Obwohl das Aktin im gesamten Zytoplasma einer Zelle vorkommt, befin-
det sich ein spezieller Anteil des Aktins direkt unterhalb der Plasmamembran, im
sog. Zellkortex. Dieser besteht aus einem Geflecht aus einzelnen Aktinfilamenten,
das die dufere Zelloberfliche unterstiitzt und ihr mechanische Festigkeit verleiht
[Urban10|. Abhéngig von zusétzlichen Proteinen kénnen die Aktinfilamente steife
und bestindige Strukturen ausbilden, indem diese die Polymerisation der Aktinfi-
lamente steuern und Quervernetzungen ausbilden [Reymannl0]. Diese konnen ein
lockeres Netzwerk oder an die Membran gebundene steife Biindel sein. Hierbei kon-
nen sich 10 bis 30 Aktinfilamente in den Lamellipodien iiber aktinbindende Prote-
ine wie z.B. a-Aktinin, Myosin, Filamin und weitere Proteine zu Aktinstressfasern
anlagern [Remidos03| [Sjoblom08| [Brawley09] [Deguchi09]. In diesem Zusammen-
hang fiihrt z.B. Filamin zu einer losen Quervernetzung der Aktinfilamente, wihrend
das a-Aktinin zu einer Anordnung mit einzelnen parallel ausgerichteten Aktinfila-
menten fiihrt, die mit Myosin aneinander gebunden und gestaucht werden kénnen
[Remidos03] [Pellegrin07|. Die Anbindung von Aktinfilamenten iiber Myosin ver-
leiht den Aktinstressfasern eine erhohte Kontraktilitit, indem sich einzelne Fasern
unter Spannung verschieben lassen (Aktomyosin-Kontraktion) [Fouchard11] [Cail0)]
|Pellegrin07]. Die Aktinstressfasern verlaufen oftmals quer durch das gesamte Zyto-
plasma und sorgen fiir die mechanische Stabilitét einer Zelle [Geiger01] [Bischofs08|.
Héufig starten und miinden die Aktinstressfasern an ihren Enden an den Bindungs-
punkten bzw. Verankerungen zwischen der Zelle und ihrer Umgebung, dem so ge-
nannten fokalen Kontakt [Sheetz10] [Yoshigi05] (vgl. Abschnitt 1.2.3 auf Seite 17).
Der Auf- und Abbau von Aktinfilamenten ist eine grundlegende Notwendigkeit,
die insbesondere bei der Zellmigration zum Tragen kommt [Pollard09] [Goldyn09]
[Wehrle03| [Etienne04]. Die Zelle verstirkt hierzu den Bereich des Aktinnetzwerks
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in Migrationsrichtung und schwécht bzw. 16st diese im hinteren Teil, um die notwe-
nigen Spannungen innerhalb der Zelle fiir die Migration zu erzeugen |Bretscher08|
[Galbraith02]. Des Weiteren wurde bereits in vorhergehenden Arbeiten gezeigt, dass
das Aktinnetzwerk fiir die Wahrnehmung von duferen Kréften und deren Signaliiber-
tragung in einem Zusammenhang stehen, indem die Aktinstressfasern Spannungen
auf fokale Adhésionen ausiiben und damit ihre weitere Entwicklung beeinflussen
[Cai09] [Shutova08] [Cai06] [Bershadsky03] [Geiger01].

1.1.2 Intermediarfilament Keratin

Es gibt sechs verschiedene Typen von Intermedirfilamenten, unter denen Keratin
speziell in epithelialen Zellen gebildet wird [Fuchs94|. Die kleinste Einheit der Kera-
tinfilamente besteht aus einem zentralen a-helikalen Proteinstabchen (rod-Domdne),
an dessen Ende sich eine Kopf- (head) oder Schwanz- (fail) Doméne befindet. La-
gern sich zwei dieser Polypeptide zusammen, so entsteht ein Dimer, dessen Form
aufgrund ihrer hydrophobischen Struktur spiralartig (coiled-coil) aufgebaut ist. Die
coiled-coil Dimere formen eine Kette, bei der sich jeweils die head-Doméne an die
tail-Doméne des nichsten Dimers anlagert. Eine zweite auf gleiche Weise aufgebaute
Kette lagert sich an die erste Kette an und bildet mit ihr zusammen das Protofila-
ment. Zwei aneinander gebundene Protofilamente bilden wiederum ein Protofibril.
Vier dieser Protofibrils lagern sich schlieflich zu einem ca. 10nm dicken Keratin-
filament zusammen [Fuchs94]. Die folgende Abbildung 1.1 zeigt eine schematische

Darstellung vom Aufbau des Keratins.

Kopf Stab Schwanz
—r i
Keratin 8

Keratin 18

Keratinfilament

Protofibril (d=10nm)
: (d=4-5nm)
Polarer coiled-coil Dimer @ @

(Lange= 50nm)

Apolarer Protofilament
(d=2-3nm)

Abbildung 1.1: Darstellung vom Aufbau des Keratins nach [Fuchs98].
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Die Struktur der Keratinfilamente innerhalb der Zelle gleicht einem Biindel, das vom
perinuklearen Bereich der Zelle bis hin zur Zellperipherie reicht. Ihr Aufbau besteht
aus obligaten Heteropolymeren, die sich jeweils aus einer als Typ I (K9-K20) und ei-
ner als Typ I (K1-K8) klassifizierten Untergruppe des Keratins bilden [Hatzfeld85].
Die Kombination aus den zwei Gruppen legt die mechanischen Eigenschaften der Fi-
lamente fest [Fuchs98] [Maniotis97] [Yamada02]. Das Filament aus K8 und K18 stellt
die héufigste Kombination aus beiden Typen in epithelialen Zellen dar [Fuchs94].
Obwohl das Keratinnetzwerk aufgrund seiner Steifigkeit und seiner zellstrukturbil-
denden Fahigkeit starr wirken kann, zeigen neuere Forschungsergebnisse, dass es
ein hoch dynamisches Element ist, das unter anderem eine Rolle bei Prozessen wie
Wachstum, Proliferation, Migration und mechanischer Stabilitit spielt [Goldman0§]
[Russell04] [Windoffer99| [Oriolo07] [Magin07] [Helfand03| [Helfand04]. Als Folge
dessen muss das Keratinnetzwerk einem sténdigen Umbau (turn-over) unterliegen,
der schnell moduliert und reorganisiert werden kann. In den letzten Jahren konnte
der hierfiir notwenige hoch dynamische Mechanismus fiir den Auf- und Abbau vom
Keratinnetzwerk teilweise aufgedeckt werden. Es stellte sich heraus, dass die Vorlau-
fer der Keratinfilamente nah am aktinreichen Zellkortex, konzentriert an den fokalen
Adhiésionen, gebildet werden [Windoffer06] |[Bessard08|. Im Anschluss wachsen diese
in den Lamilipodien und werden entlang der Aktinfilamente in das Zellinnere trans-
portiert bis sie schlieflich in das bestehende Keratinnetzwerk eingebunden werden
[K61sch09]. Die Transportgeschwindigkeit nimmt hierbei in Richtung Zellkern ab. In
zellkernndhe angekommen, 16st sich das Keratinfilament nach einiger Zeit wieder auf
[K6lsch10].

1.1.3 Mikrotubuli

Mikrotubuli sind starre Hohlzylinder mit einem Durchmesser von ca. 25nm, die durch
Polymerisation von dimeren Tubulinuntereinheiten gebildet werden. Dabei handelt
es sich um polare Strukturen mit einem schnell wachsenden Plus- und einem lang-
sam wachsenden Minus-Ende, vergleichbar mit den Aktinfilamenten |Alberts|. Die
Mikrotubuli sind innerhalb des Zytoskeletts das steifste Element. Im Zytoplasma
einer Zelle liegt hiufig ein Gleichgewicht zwischen polymerisiertem und depolyme-
risiertem Tubulin vor. Mikrotubuli werden in den Centrosomen gebildet, wobei das
minus-Ende an diese verankert ist. Dariiber hinaus zeigen vorangegangene Arbeiten,
dass Mikrotubuli mechanosensitiv sind. Wirkt lokal eine dufiere Kraft auf die Zelle,
so wachsen die Mikrotubuli aus den Centrosomen in subzellulire Bereiche heraus

[Kaverina02| [Suter98]. In diesem Prozess nimmt die Masse vom geldsten Tubuli
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im Zytoplasma ab und die vom polymeren Tubulin zu [Putnam98|. Eine Reihe von
Proteinen kann zuséatzlich die Mikrotubuli stabilisieren, in dem sie sich an das plus-
Ende und andere Zellbestandteile binden (microtubule associated proteins) [Alberts|
[Goode00)].

Neben anderen Elementen spielen Mikrotubuli eine grundlegende Rolle in der Zell-
migration, Zellteilung und dem Transport von inneren Bestandteilen [Ballestrem00)]
[Schmoranzer03| [Small02] [Wehrle03] [Etienne04] [Ingber95] [Allen85]. Eine Unter-
brechung der Mikrotubuli Dynamik verhindert unter anderem die morphologische

Umstrukturierung einer Zelle unter Scherstromung, obwohl Aktinstressfasern weit-
gehend unbeeinflusst bleiben [Malek96] [Hu02].

Zellkortex

Mikrotubuli

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung einer Zelle auf einem Substrat mit den Zytoskelett-
elementen, Zellkortex, Nukleus und weiteren Elementen der Fokalen Adhésion.

1.2 Zelladhasion

Eine grundlegende Eigenschaft und Vorraussetzung fiir Zellmigration ist die Anhaf-
tung von Zellen an eine Oberfliche. Die Interaktion der Zelle mit ihrer Umgebung
nimmt eine zentrale Rolle in vielen verschiedenen Prozessen wie z.B. morphologi-
sche Stabilitdt, Migration, Mobilitdt, Wundheilung oder Metastasierung bei Krebs
ein [Li05] [Hynes09] [Ingber08] [Wang2001]. In den folgenden drei Unterabschnitten

sollen die beteiligten Komponenten vorgestellt und kurz erldutert werden.

1.2.1 Extra-Zellulare-Matrix

Der Bereich zwischen einer Zelle und ihrer Umgebung besteht aus einem Geflecht

aus Makromolekiilen verschiedener Proteine und Polysacchariden, die unter dem Be-
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griff Extra-Zellulare-Matrix (EZM) zusammengefasst werden. Dariiber hinaus stellen
Zellen lokal Proteine her und sondern diese in die EZM ab, in der sie einer standi-
gen Umgestaltung unterliegen [Alberts| [Hynes90|. Die faserartigen Proteine in der
EZM lassen sich in zwei Hauptgruppen unterteilen. Die erste Gruppe bestimmt die
biophysikalischen Eigenschaften und die Struktur der EZM, wie z.B. Kollagen und
Elastin. Das Kollagen sorgt in vivo fiir die Zugfestigkeit und das Elastin fiir die Be-
lastbarkeit des Gewebes. Die zweite Gruppe stellen die Adhésionsproteine wie z.B.
Fibronektin oder Laminin dar. Diese Proteine ermdoglichen in vitro und in vivo die
Anhaftung von Zellen an kiinstliche Substratoberflichen, indem sie héufig als Bin-
deglied zwischen den Oberflachenrezeptoren einer Zelle (Integrine, vgl. Abschnitt
1.2.2) und der EZM-Umgebung wirken. Fibronektin ist ein Glykolprotein Dimer,
das in allen Wirbeltieren vorkommt [Hynes87]. Ihre Struktur besteht aus zwei iden-
tischen Untereinheiten, die iiber Disulfidbriicken an einem Ende verkniipft sind. Die
Untereinheiten beinhalten verschiedene Doménen, die spezifische Bindungsstellen
fiir Makro- und Zelladhésionsmolekiile in der EZM aufweisen. In diesem Zusam-
menhang bindet sich das Fibronektin an kiinstliche PDMS-Substratoberflachen und
beinhaltet zusétzlich spezifische Bindungsstellen (RGD-Motiv) fiir die Integrine von
Zellen und kann somit die Anhaftung der Zelle an die EZM vermitteln [Ruoslahti87].

1.2.2 Integrine

Integrine bezeichnen eine grofe Gruppe von Zelloberflichenrezeptoren, die eine wich-
tige Rolle bei der Gestaltung und bei physiologischen Funktionen von Organen spie-
len. Infolgedessen sind sie an vielen Prozessen wie Zytoskelettreorganisation, Adha-
sion, Migration, Profileration und Zelltod beteiligt [Hood02] [Stupack02].

Sie sind nicht kovalent gebundene Heterodimere, die aus a- und S-Untereinheiten
bestehen [Hynes87|. Derzeit sind 18 verschiedene a- und 8 S-Untereinheiten be-
kannt, die in mindestens 24 verschiedenen Heterodimeren auftreten. Die Kombina-
tion der beiden Untereinheiten bestimmt die Spezifitdt des gebildeten Integrins fiir
einen EZM-Liganden wie z.B. ay 3 Integrin an das RGD-Motiv beim Fibronektin
[Ruoslahti87].

Dariiber hinaus nehmen Integrine eine grundlegende Rolle in der Signaltransduktion
der Zelle von aufen nach innen und umgekehrt ein [Hynes02|. In diesem Zusammen-
hang binden sich die Integrine in der zytosolischen Doméne der S-Untereinheit an
intrazelluldre Ankerproteine, wie Talin, a-Aktinin und Filamin. Diese kénnen sich
direkt oder erneut iiber Ankerproteine wie Vinkulin an das Aktinzytoskelett bin-

den und aufgrund dessen Krafte von aufen nach innen und umgekehrt vermitteln
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[Puklin-Faucher09].

Zellen konnen zusitzlich die Aktivitat der Integrine iiber ihre Affinitdt zu den spe-
zifischen Rezeptoren regulieren. Dies erfolgt {iber die Aktivierung der Integrine. In
der inaktiven Phase sind die Bindungsstellen der Integrine durch die angewinkelten
Kopf- und Endstiicke des Proteins raumlich geschiitzt und konnen nicht durch die
Rezeptoren erreicht werden. In der aktiven Phase dndert sich die angewinkelte Form
des Proteins derart, dass die Bindungsstellen zuginglich fiir die Rezeptoren werden
[Carman03].

1.2.3 Fokale Adhasion

Fokale Adhésionen (FA) sind Proteinkomplexe bestehend aus vielen Molekiilen, die
eine regulierende Funktion haben [Geiger01] [Geiger09]. Sie ermdglichen die Anhaf-
tung von Zellen an ihre extrazelluldre Matrix (EZM) und werden iiber ein Zusam-
menspiel vom Zytoskelett und spezifischen Adhésionsstrukturen realisiert [Zamir01].
Die Funktion dieser Komplexe besteht darin, mittels transmembraner Proteine (vgl.
Integrine in Abschnitt 1.2.2) einen Kontakt zwischen dem Zellinneren und der EZM
aufzubauen [Geiger01|. Die transmembranen Integrinmolekiile sind im inneren Teil
der Zelle iiber den Fokalen Komplex Plaque an das Aktin-Zytoskelett gekoppelt
[Berrier07] [Humphries07]. Diese Kopplung erfolgt jedoch nicht direkt, sondern durch
einen groken Proteinkomplex bestehend aus bis zu 100 Proteinen [Puklin-Faucher09].
Die Verbindung vom Aktin-Zytoskelett mit der extrazellularen Matrix iiber FA er-
moglicht es der Zelle, sowohl &duflere mechanische Reize in das Zellinnere zu leiten
und darauf zu reagieren, als auch selbst Zellkrafte zu generieren und diese auf die
extrazellulire Matrix zu iibertragen [FramelO| |Geiger09] [Rapel0|. In diesem Zu-
sammenhang werden Fokale Adhésionen oft in Verbindung mit Mechano-Sensoren
(vgl. Abschnitt 1.3.1) gebracht [Geiger02| [Katsumi04| [Galbraith02] [Vogel06]. Die
Lebensdauer, Grofe und Form der FA wird mafgeblich iiber wirkende Krifte auf
die FA bestimmt, unabhingig davon ob es sich um gedufierte Krifte des Zytoske-
letts oder um Aufere Kréfte handelt [YoshigiO5] [Mould04] [Nicolas04|. Diese Eigen-
schaften sind auf die FA und Integrine wirkenden Kréfte zuriick zu fiihren, die eine
vermehrte Integrin-Aktivierung zur Folge hat und damit die Fokale Adhé&sion durch
einen anwachsenden Plaque verstirkt [Katsumi04] [Tamada04].

Dariiber hinaus spielen Mikrotubuli neben dem Aktinnetzwerk ebenfalls eine wichti-
ge Rolle in der Entwicklung einer FA, indem sie ihre Dynamik, Form und Stabilitat
beeinflussen [Small02] [Kaverina02].
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1.3 Zell-Mechanik

Lebende Zellen sind in der Regel in einer mechanischen Umgebung eingebettet, die
sich stdndig verdndern kann. Ein géngiges Beispiel stellt der Puls in den Blutgefifsen
dar, bei der die Zellen einer stindigen Kompression und Dehnung in den Adern und
Venen ausgesetzt sind. Sie miissen daher in der Lage sein, sich an diese mechanischen
Verinderungen anzupassen [Campbelll0]. Daher spielen die mechanischen Eigen-
schaften und Wechselwirkungen von Zellkomponenten sowie innere Spannungen des
Zytoskeletts eine grundlegende Rolle in zahlreichen physiologischen Prozessen wie
z.B. Adhésion, mechanische Stabilitét und vor allem in der Zellmigration [Wehrle03]
[Chen97| [Schoumacher10]. In den folgenden Unterabschnitten werden einige Punkte

zu diesem Thema, die mit dieser Arbeit eng verbunden sind, vorgestellt.

1.3.1 Zellmechanische Sensoren

Die Wahrnehmung der Umgebung einer Zelle und deren Verdnderungen sind zusam-
men mit einer entsprechenden Reaktion auf diese eine iiberlebenswichtige Fahig-
keit [Geiger02] [KatsumiO4] [Vogel06]. Die Signaliibertragung iiber Fokale Adhésion
versorgt eine Zelle dariiber hinaus mit wichtigen Informationen {iber die mecha-
nischen Eigenschaften ihrer unmittelbaren Umgebung wie z.B. die topographische
Beschaffenheit oder Steifigkeit, und ermoglicht es der Zelle sich darauf einzustellen
[Bershadsky06] [Pelham97| [Bischofs03|. Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit
ist in diesem Zusammenhang die Zellreaktion der Panc-1 Zellen auf eine topogra-
phisch verdnderte Umgebung, die z.B. die Migrationseigenschaften beeinflussen (vgl.
Abschnitt 1.3.2). Infolgedessen ist die zellulire mechanische Wahrnehmung ein sehr
komplexer Prozess, der bis heute nicht vollstindig verstanden ist. Wirkt ein mecha-
nischer Reiz auf die FA einer Zelle, so wird eine Kaskade von Proteinreaktionen und
die Aktin-Myosin Maschinerie in Gang gesetzt, die zusammen letztendlich zu einer
Zellreaktion fithren [Mizutani2009] [Wang06| [Leel0]. In diesem Prozess wirken eine
ganze Reihe von Proteinen und Mechanismen zusammen und treten dariiber hinaus
gegenseitig in Wechselwirkung, wodurch einzelne Zusammenhdnge nahezu unméglich
festzustellen sind [Schwartz09| [Puklin-Faucher09] [Geiger01]. Infolgedessen gestaltet
es sich als sehr schwierig eine klare Definition von zellmechanischen Sensoren eindeu-
tig zu definieren. Der Sachverhalt deutet eher auf ein Zusammenspiel verschiedener
Elemente hin, die in ihrer Gesamtheit als zellmechanische Sensoren wirken. Hierzu
wurden in der Vergangenheit eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt, um die
mechanosensitiven Eigenschaften von Zellen zu untersuchen [Ingber2003] [Wang06|

[Alenghat02|. Einige der bekanntesten Beispiele fiir die zellmechanischen Sensorele-
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mente sind neben anderen z.B. Dehnungsaktivierte Ionenkanéle, Integrin vermittelte
Fokale Adhésion und das Zytoskelettsystem |[HayakawaO8] |Geiger09] [Matthews06|
[Schoumacher10].

1.3.2 Zell-Migration

Migration ist eine essentielle Fahigkeit von Zellen, die sowohl in physiologischen als
auch bei phatologischen Prozessen im menschlichen Korper eine wichtige Funktion
einnimmt. Sie spielt neben anderen Zellfunktionen eine Schliisselrolle bei Embryoge-
nese, Wundheilung und Metastasierung bei Krebs [Keller02] [Wang2001]| [Ingber08|.
Im Allgemeinen unterliegen Zellen wihrend der Migration physikalischen und chemi-
schen Signalen, die zusammen den Migrationsmechanismus dirigieren [Fouchard11]
[Hood02| [Wang2001|. Bekannte Vertreter der physikalischen Signale sind Durota-
zis und Contact-Guidance. Durotaxis beschreibt in diesem Zusammenhang die Be-
einflussung der Migrationsrichtung durch die Verdnderung der Oberflichensteifig-
keit, bei den Zellen bevorzugt in Richtung der steiferen Bereiche der Oberflache
migrieren [Lo00| [Pelham97] [Wang2001]. Bei der Contact-Guidance wird die Migra-
tionsrichtung durch eine verdnderte Oberflichengeometrie beeinflusst, die je nach
Beschaffenheit der Topographie eine bevorzugte Migrationsrichtung vorgeben kann
[Loesberg06] [Doyle09]. So konnen mikro- oder nanostruktuierte Oberflichen die Mi-
grationsrichtung beeinflussen, wie sie in dieser Arbeit beobachtet wurden |Teixeira03|
[Frey06] [Saez07] [Hamilton10]. Als chemische Signale dienen meist attraktive Lock-
stoffe, die die Migration der Zellen entlang eines Gradienten hin zum Lockstoff lenken
[Haastert10]. Der Migrationsprozess wird hierbei hauptsichlich durch die Umstruk-
turierung des Zytoskeletts zusammen mit der Bildung und Auflésung von Fokalen
Adhésionen gesteuert [Wehrle03| [Etienne04] [Ballestrem00]. Sie ldsst sich in vier
Teilschritte gliedern [Ridley03] [Bretscher08]:

(a) Bildung der Vorldufer am fiithrenden Zellrand (Protrusion)
(b) Adhésion an die Extra-Zellulare-Matrix

(c) Verlagerung vom Schwerpunkt der Zelle in Migrationsrichtung
(d) Losen und Abzug des hinteren Zellkorpers

In diesem Zusammenhang ist das Aktinzytoskelett die treibende Kraft fiir den vor-
deren Bereich der Zellperipherie, der die Bildung und Forderung der Vorlaufer
bestimmt [Clainche08] [Wehrle03| [Li05]. Nach der Ausbildung der Vorlaufer set-
zen die Fokalen Adhédsionen mittels der Integrine ein [Puklin-Faucher09| [Geiger01]
[Geiger09]. Sie dienen als Ankerpunkte fiir die darauf folgenden Zugkrifte, die vom
Aktinnetzwerk gedufert werden [Pellegrin07]. Im dritten Schritt wird mittels des
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Aktinnetzwerks der Zellkorper verlagert. Im letzten Teilschritt werden die Fokalen
Adhésionen im hinteren Bereich der Zelle geltst, bei der iiberwiegend Mikrotubuli
wirken [Ballestrem00] [Ridley03] [Doyle09].

1.3.3 Morphologische Zellreorganization durch Krifte

Ein interessantes Teilgebiet der Zellforschung stellt die morphologische Umstruk-
turierung einer Zelle aufgrund von wirkenden Kréften dar [Wang01] [Chancellor10].
Diese treten in vivo z.B. bei Kompression, Dehnung und Scherkraften in den Blutge-
fifen auf [Malek96] [Suciu97]. Auf Zellen wirkende Krifte spielen sowohl bei physio-
logischen als auch bei phatologischen Prozessen wie z.B. Embryogenese, Zellteilung
und Wundheilung eine wichtige Rolle [Ingber2003-1] [Alenghat02]. In diesem Zusam-
menhang dienen die wirkenden Krafte haufig als Signale auf Zellen, indem sie z.B.
die Zellmorphologie, Migrationsrichtung, Fokale Adhésionen oder innere Bestand-
teile wie das Aktinnetzwerk beeinflussen und bestimmte Zellreaktionen hervorrufen
[Hayakawa(0| [Leel0] [Rapel0] [Goldyn09].

Eine weit verbreitete Methode um mechanische Kréfte kiinstlich von auflen auf Zel-
len wirken zu lassen, stellen Dehnungsversuche dar (vgl. Abschnitt 2.3.2 auf Seite
44). In diesen konnen adhéirente Zellen auf elastische Substrate, wie z.B. aus PDMS,
gedehnt bzw. gestaucht werden und dadurch Krifte auf die Zellen ausiiben [Jung].
Besonderes Interesse erfiahrt die Morphologie der Zelle und die Umstrukturierung
innerer Bestandteile wie des Aktinnetzwerks.

Im Folgenden sollen kurz die allgemeinen Erkenntnisse vorgestellt werden.

Morphologie Die meisten adhirenten Zellen reagieren bei zyklischer uniaxialer
Spannung des Substrates mit einer Minimierung der Adhé#sionsfliche in Zu-
grichtung |Cannas07| |[Jung| [Jung08|. In diesem Zusammenhang zeigen vor-
angegangene Arbeiten, dass der Grad der Ausrichtung bei den meisten Zel-
len von der Amplitude der Dehnung abhiingt [Neidlinger01] [Jung08]. Ahnlich
verhilt es sich mit der Dauer der zellmorphologischen Umstrukturierung senk-
recht zur Zugrichtung. Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der
benotigten Zeit zur Neuausrichtung der Zelle und der steigenden Amplitude
beim Ziehen des Substrates nach Uberschreiten einer Schwelle [Jung] [Jung08].
In der Vergangenheit wurde neben der Amplitudenabhéngigkeit auch die Ra-
te der Dehnung pro Zeiteinheit ndher untersucht, um deren Wirkung auf die
Umstrukturierung der Zellmorphologie zu bestimmen. Die Raten reichen von
0.0001Hz bis 20Hz. In den meisten Experimenten wurde iiberwiegend eine

Frequenz von ca. 1Hz verwendet, dhnlich dem physiologischen Ruhepuls von
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Menschen. Einige Arbeiten berichten dariiber hinaus, dass eine kritische Deh-
nungsfrequenz f. {iberschritten werden muss, bevor die morphologische Um-
strukturierung einer Zelle als Reaktion auf eine uniaxiale zyklische Dehnung
einsetzt [Wei08| [Jung08]. Im Gegensatz dazu berichten andere Arbeiten, dass
die Umstrukturierung der Zelle nicht abhingig von der Rate des Ziehens ist,
sondern von der Amplitude der Dehnung abhéngt [Wang01] [Cannas07]. Die
Resultate der genannten Arbeiten fithren zu widerspriichlichen Ergebnissen
und unterscheiden sich im Verhalten der Zellen. Dies wird im Allgemeinen der
unterschiedlichen Reaktionsfihigkeit und den verwendeten Frequenzen zuge-
schrieben, die je nach verwendeter Zelllinie durch ihre unterschiedlichen Ei-

genschaften abweichen kann.

Innere Bestandteile Abgesehen von den morphologischen Verinderungen, kon-
nen wirkende Kréfte auf eine Zelle dariiber hinaus auch zellinnere Bestandtei-
le wie z.B. das Aktinnetzwerk beeinflussen [Pollard09| [Pellegrin07]| [Suciu97]
[Wehrle03]. Es gibt zahlreiche Untersuchungen beziiglich der Umstrukturie-
rung des Aktinnetzwerks unter uniaxialer zyklischer Dehnung. In allen Arbei-
ten zeigte sich, dass die anfinglich zuféllig orientierten Akinstressfasern, sich
senkrecht zur Zugrichtung umstrukturieren [Yoshigi05| [Cannas07]| [Dartsch89]
[Wang01] [Kaunas05]. Arbeiten von Hayakawa et al. berichten, dass die Um-
strukturierung der Aktinstressfasern senkrecht zur Zugrichtung bereits nach 15
Minuten zu erkennen ist, wihrend die morphologische Ausrichtung der Zelle
zwei bis drei Stunden betrigt [Hayakawa00|. Zusétzliche Untersuchungen mit
aktinaufbau-hemmenden Stoffen wie Cytochalasin B und D zeigen, dass der
Umstrukturierungsprozess ausbleibt. Infolgedessen muss das Aktinnetzwerk
eine entscheidende Rolle bei der morphologischen Umstrukturierung spielen
[Hornberger05] [Langevin05|. Die Ergebnisse legen die Schlussfolgerung nahe,
dass aufgrund der Zeitverzogerung zwischen der Aktinumstrukturierung und
Zellmorphologie zusatzliche Mechanismen wie z.B. Fokalen Adhésionen wirk-
sam sein konnten. So ist beispielsweise bekannt, das Fokale Adhésionen unter
Krafteinwirkung anwachsen [Bershadsky03| [Balaban01]. Dabei steht die wir-
kende Kraft auf die FA in einem linearen Zusammenhang mit ihrer lateralen
Groke [Kong08|. Zusitzlich zeigen andere Arbeiten eine Ausrichtung der FA
senkrecht zur Zugrichtung unter uniaxialer zyklischer Dehnung des Substra-
tes, dhnlich wie die Umgestaltung der Zellmorphologie [Yoshigi05] [Kaunas05]
[Kong08].
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Neu entwickelte Methoden erméglichen inzwischen nicht nur Kréfte auf Zellen wir-
ken zu lassen, sondern auch die geduferten Krifte von Zellen zu messen [Kaunas05|
[Leel0]. Hierzu dienen z.B. mikrostruktuierte Oberflichen wie die Sdulen Substrate
(vgl. Abschnitt 2.1.3 auf Seite 37) [Sniadecki07] [Tan03]. Sie ermdoglichen iiber die
Auslenkungen der Saulenspitzen die geduferten Krafte von Zellen nach aufen zu
messen [Roure05] [Cesa07].

Zusammenfassend lisst sich die weit verbreitete allgemeine Hypothese aufstellen,
dass unter uniaxialer zyklischer Spannungen stehende Zellen, ihre Morphologie und
andere Elemente wie das Aktinnetzwerk und Fokale Adhésionen senkrecht zur Zu-
grichtung ausrichten und anpassen, um Spannungen innerhalb der Zelle zu minimie-

ren und Stérungen der inneren Bestandteile zu mindern [Jung08| [Yoshigi03].

1.3.4 SPC-Effekt auf das Keratin-Zytoskelett

Sphingosylphosphorylcholin (SPC) ist ein natiirlicher biologisch aktiver Lipid, der
bei Frauen mit Eierstockkrebs in einem erhdhtem Maf vorkommt. Es ist an einer
Vielzahl von biologischen Prozessen wie z.B. Wundheilung, Zellmigration und Zell-
wachstum beteiligt [Wakita98|] [Boguslawski00| [Seufferlein95]. Dariiber hinaus wird
ihm eine wichtige Funktion in der Krebsbiologie, speziell bei der Metastasierung,
nachgesagt [Boguslawski00] [Pynel0]. In diesem Zusammenhang untersuchte Beil et
al. die Wirkung von SPC auf das Keratinnetzwerk [Beil03]. Es zeigte sich, dass die
SPC-Behandlung, einhergehend mit einer Verdnderung der viskoelastischen Eigen-
schaften der Zelle, zu einer Umstrukturierung des Keratinnnetzwerks im Zytoplasma
fiihrt. Hierbei wird das anfingliche Keratinnetzwerk, das normalerweise maschenar-
tig gebiindelt vom perinuklearen Bereich der Zelle bis hin zur Zellperipherie reicht,
umstrukturiert [Windoffer06| |Hatzfeld85|. Die Ursache der Umstrukturierung wird
der einhergehenden SPC induzierten Phosphorylierung an der Stelle Ser52 am K18
Polymer zugeschrieben [Omary98|. Experimente mit phosphorylierungshemmenden
Mitteln zeigten ein Ausbleiben der Umstrukturierung [Toivola97]. Nach etwa 15 Min.
der Zugabe vom SPC startet die Umstrukturierung der Keratinfilamente von der an-
fanglich bis zur Zellperipherie ausgeweiteten Form in eine perinukleare, ringartige
Struktur [Beil03]. Die Umstrukturierung erreicht nach etwa 45 Min. ihren Hohe-
punkt. In diesem Zustand ist der grofste Teil des Keratins um den Nukleus herum
konzentriert [Beil03] [Kolsch10] [K6lsch09].

Die Auswirkungen auf das Zytoskelett und dem damit verbundenem Zellverhalten,
wie Zellmorphologie, Migration und Orientierung der einzelnen Elemente wie Aktin,

Keratin und deren Interaktion war die Zielsetzung dieser Doktorarbeit.
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1.4 Physikalische Zellmodelle

Biologisches Gewebe und besonders Zellen sind hochkomplexe Systeme, die neben
anderen Komponenten hauptsichlich aus einem polymerbasiertem Material aufge-
baut sind. Thr Verhalten und ihre Reaktion auf Signale von aufen werden grof-
tenteils von den Verdnderungen der unmittelbaren Umgebung (EZM) beeinflusst
[Geiger02] [Geiger09]. Einfache physikalische Modelle kénnen das Verhalten einer
Zelle als Reaktion auf ein Signal von aufen beschreiben und wiedergeben. In den
letzten Jahrzehnten wurden einige Modelle fiir das Zellverhalten entwickelt, die jede
fiir sich zwar gewisse Aspekte und Reaktionen von Zellen richtig vorhersagen und im
Einklang mit gemessenen Werten stehen, jedoch erscheint ein vereinigtes Gesamt-
model fiir eine Zelle im Moment nicht erreichbar [Kasza07| [Trepat07]| [Ingber2008|
[Schwarz06]. In den folgenden Unterabschnitten werden hierzu einige Modelle zur

Charakterisierung von Zellen und ihren Eigenschaften vorgestellt.

1.4.1 Viskoelastische Materialien

Eine charakteristische Eigenschaft eines Materials ist das Verhalten auf eine ange-
legte mechanische Spannung oder Dehnung. In der Regel hingt die Verdnderung
von der Rate bzw. der Dauer der angelegten Belastung ab. Diese Abhéngigkeit kann
zur Unterscheidung herangezogen werden, ob es sich beim Material, um einen elas-
tischen Festkorper oder eine viskose Fliissigkeit handelt. In diesem Zusammenhang
werden Zellen als viskoelastische Materialien bezeichnet, da sie Charakteristika bei-
der Zustinde aufweisen |Kasza07]. Die Deformation eines Materials als Reaktion
auf eine mechanische Belastung kann iiber das Hookesche Gesetz in Gleichung 1.1
beschrieben werden. Die Gleichung 1.1 beschreibt das elastische Verhalten von Fest-
koérpern, deren elastische Verformung proportional zur einwirkenden Belastung ist.

Dieses Verhalten ist z. B. typisch fiir Metalle bei kleinen Belastungen.

do de

g = Ey € bZW. E = Ey a <11)

Hierbei beschreibt o die angelegte Spannung zur resultierenden Dehnungsrate de/dt
mit £, als das Elastizitdtsmodul. Wird das Elastizitdtsmodul E durch die Viskositét
7 ersetzt, so erhdlt man das viskose Verhalten von Fliissigkeiten. Die Gleichung 1.1
beruht auf einer linearen Annéhrung des Spannungs- o;; und Dehnungstensors ¢;;,
bei der sie einem zwei Komponenten System als elastische Feder mit dem Elasti-
zitdtsmodul E und einem Dampfungsglied mit der Viskositit n entspricht. Es gibt

eine Reihe von Verkniipfungen fiir Gleichung 1.1 in mehreren Modellen, die zur Be-
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schreibung von viskoelastischem Verhalten biologischer Materialien dienen [Fung93|
[Thoumine99]. Zwei einfache Systeme aus den Verkniipfungsmdoglichkeiten stellt das
Maxwell- und Kelvin-Model dar.

Das Maxwell-Model beschreibt vorrangig newtonsche Fliissigkeiten und Stréomun-
gen. Die Verkniipfung beider Komponenten besteht aus einer in Reihe geschalteten
Feder und einem Dampfungsglied. Auf diese Weise summieren sich die Elemente der

Dehnung im System unter einer gleichméafigen Spannung o zu:

o =01 =0, und €E=¢€ + € (1.2)

Setzt man die Gleichung 1.1 in die differenzierte Gleichung 1.2 ein, so ergibt sich fiir
das Maxwell-Model folgende Gleichung:

de 1 do o

B T 1.3

i FE dt (13)
Im Falle der gleichmékigen Dehnung € = ¢y kann die Gleichung 1.3 leicht integriert
werden und sagt einen exponentiellen Abfall der Spannung des Materials mit der

charakteristischen Relaxationszeit 7o = n/E vorher:

o =0y e ™ (1.4)

Das Kelvin-Model besteht aus denselben Elementen wie das Maxwell-Model, jedoch
mit dem Unterschied, dass die Elemente parallel statt in Reihe geschaltet sind. Diese
Anordnung der Feder und des Dampfungsglieds fiihrt zu einer gleichférmigen Deh-
nung statt einer Spannung wie beim Maxwell-Model. Die Gesamtspannung l&sst sich
dhnlich wie Gleichung 1.2 mit € = ¢; = €5 und 0 = 01 + 09 aufsummieren. Die einzel-
nen Teilspannungen konnen iiber die entsprechende Gleichung 1.1 erhalten werden.
Setzt man diese in o und € ein, so kann das Kelvin-Model wie folgt beschrieben

werden:

d

A (1.5)

dt n n
Unter einer gleichméfigen Spannung o = oy hat die Differentialgleichung 1.5 mit
¢ = J(t) o eine einfache Losung. Hierbei stellt J(t) eine Art Kriechfunktion dar (creep
compliance function). Im Einzelnen sieht die Gleichung mit der charakteristischen

Relaxationszeit 7o = n/FE wie folgt aus:

e = — (1 — e /™) (1.6)
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Die Funktion J(t) beschreibt den Verlauf der Materialdehnung wéihrend einer ange-
legten gleichméfigen Spannung. Die erzielte Dehnung des viskoelastischen Korpers
wird aber durch das Dampfungsglied mit der Viskositdt 7 zeitlich verzogert. Im Ge-
gensatz dazu beschreibt die Relaxationsfunktion die Verdnderungen einer Druck-
oder Zugspannung wahrend einer gleichméfigen Dehnung.

Aufgrund der komplexen Struktur von Zellen und ihren viskoelastischen Eigenschaf-
ten kann sie nicht durch ein einziges Maxwell- oder Kelvin-Modell beschrieben wer-
den. Daher geht man zu verallgemeinerten Modellen mit verketteten Verkniipfungen
dieser Modelle iiber. Obwohl in den letzten Jahren neue Ansitze entwickelt und
gepriift wurden, konnten sich nur wenige Modelle auf dieser Basis fiir vereinfachte
Situationen etablieren. So wird beispielsweise das Kelvin-Model zur Beschreibung
fiir Experimente mit beidseitig adhdrenten Zellen an zwei gegeniiberliegenden Ober-

flichen verwendet, wie z.B. bei der single cell force spectroscopy [Schmitz08| [Beil03].

1.4.2 Two-string-Model

Die Wechselwirkung zwischen einer Zelle und ihrer unmittelbaren Umgebung (EZM)
iiber Fokale Adhésionen ist eine Schliisselfahigkeit, die an verschiedenen physio-
logischen Prozessen beteiligt ist [Li05] [Ingber08] [Wang2001|. Das Verhalten von
adhérenten Zellen wird mafgeblich von den chemischen, topographischen und me-
chanischen Eigenschaften der Oberfliche, an dem sie anhaften, bestimmt [Curtis98]
[CurtisO1]. In diesem Zusammenhang dienen die Fokalen Adhésionen als mecha-
nische Sensoren (vgl. Abschnitt 1.2.3 auf Seite 17 und Abschnitt 1.3.1 auf Seite
18) |Geiger02] [Katsumi0O4|. Folglich wird angenommen, dass die Ausbildung einer
Fokalen Adhision der erste Schritt der mechanischen Signaliibertragung darstellt
[Vogel06]. Im Verlauf dieses Prozesses dufsert die Zelle Krifte auf ihre EZM aus und
reagiert auf die elastischen Eigenschaften der Umgebung dhnlich zur erzielten Aus-
lenkung einer Feder durch eine wirkende Kraft. In diesem Zusammenhang wurde in
den letzten Jahren ein Model fiir die prinzipielle biomolekulare Bindung der Zelle
an die EZM entwickelt, die die intrazelluliren Krifte und extrazellulire Elastizi-
tat verkniipft und als das two-spring model von Schwarz U. et al. bezeichnet wird
[Seifert00] [Schwarz06]. Dieses Model beschreibt die Wechselwirkung der Zelle mit
ihrer Umgebung, bei der intrazelluldre Krifte und elastische Eigenschaften der EZM
durch harmonische Federn verkérpert werden, die in Reihe geschaltet sind. Die ef-

fektive Federkonstante K des gesamten Systems wird durch die Reihenschaltung der
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Federn in der Gleichung 1.7 beschrieben:

11,1 0
Die effektive Federkonstante K wird hauptsichlich durch die Feder mit der kleine-
ren Federkonstanten bestimmt. Die aufgrund von intrazellularen Kréiften erzeugten
Spannungen in der Zelle werden hauptsichlich iiber die Verschiebung der moleku-
laren Motoren wie z.B. Myosinll gesteuert und konnen daher iiber eine linearisierte

Kraft-Geschwindigkeits-Relation v(F') dargestellt werden [Chancellor10]:

v(F) = 1y (1 - FES) (1.8)
Hierbei beschreibt v(F') die molekulare Motorgeschwindigkeit und Fg die maximale
Stellkraft. Wahrend der Kraftwirkung steht die Feder unter Spannung und kann
die Energie im statischen Fall nach W = F?/2K speichern. Folglich muss weniger
Arbeit fiir ein gewisses Grad an Kraft investiert werden, je steifer die Umgebung ist.
Im dynamischen Fall gilt dW/dF = F/K. Die aufgewendete Energie der Zelle auf
ihr Zytoskelett lasst sich dadurch mittels Gleichung 1.8 zu folgender Gleichung 1.9

bestimmen:

aw F dF

- = _ T — F . ylF 1.

it ~ K dt V(F) (1.9)
Integration von Gleichung 1.9 fiihrt zur folgenden Gleichung mit der charakteristi-
schen Zeit t, = Fs /oK. :

F(t) = Fs (1 — e"/™) (1.10)

Letztendlich steht die mittlere Lebensdauer T der Bindung in einem reziproken

Verhéltnis zu deren Auflésungsrate k,pp |Bell78]:

1 1
T = = — ¢ T/F (1.11)
koff ko

Gesetzt den Fall einer steifen Umgebung, einhergend mit einem hohen Wert fiir K
und unter der Annahme einer gleichméfigen Elastizitit K; der beteiligten intra-
zelluldren Strukturen, ldsst sich unter Verwendung der Gleichungen 1.10 und 1.11
schlussfolgern, dass die charakteristische Zeit fiir die Kraftiibertragung kleiner ist
als die mittlere Lebensdauer der Bindung (¢, < T') [Bell78| [Schwarz06]. In diesem
Fall misst die Zelle die konstante Belastung mit der maximalen Stellkraft Fg. Sind

die Verhéltnisse der Umgebung weicher und damit K kleiner, so ist die Belastung
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naherungsweise linear zu ihrer Rate Fg/t). In diesem Fall ist die charakteristische
Zeit grofker als die mittlere Lebensdauer der Bindung (¢, > T'). Dies hat zur Folge,
dass die Bindung mit der Dissoziationsrate ky zerfillt bevor die Wirkung der Kraft
relevant wird.

Zusammenfassend beschreibt dieses Model die Wechselwirkung einer Zelle mit ihrer
EZM mittels der Fokalen Adhésionen, die Kréafte iibertragen kénnen. Zur Ausbil-
dung einer FA ist ein gewisser Grad von Kriften ndtig, um relevante Signalwege
zu aktivieren. Nur wenn lokal eine Mindeststeifigkeit vorhanden ist, kénnen genug
Krifte gedufsert werden, um eine FA auszubilden. Verschiedene Experimente mit
Steifigkeitsgradienten der Substratoberfliche zeigen in diesem Zusammenhang z.B.
eine bevorzugte Polarisation und Migrationsrichtung der Zellen hin zu steiferen Be-
reichen der Substratoberflichen ( Durotazis) [Lo00]| [Saez07] [Pelham97] [Wang2001].

1.4.3 Tensegrity-Model

Jede adhérente eukaryotische Zelle iibt Krifte auf ihre Umgebung aus. Dariiber hin-
aus unterliegen angesiedelte Zellen im Herzen, Lunge oder Darm einer stindigen
periodischen Kraft z.B. in Form von Dehnung. Als Reaktion auf eine solche Kraft
konnen Zellen ihr Zytoskelett versteifen, Zugkrifte erhhen und sich den Gegeben-
heiten durch Umstrukturierung innerer Bestandteile wie das Aktinnetzwerk anpas-
sen [YoshigiO5| [Chancellor10] [Wang01|. Das Tensegrity-Model beschreibt in die-
sem Zusammenhang den Aufbau einer Zelle als Ganzes und deren interne Elemente
zur Stabilisierung der Morphologie [Ingber95] [Ingber03] [Ingber2003| [Ingber2008|.
Hierbei ist Tensegrity ein englisches Kofferwort, das aus tension (Zugspannung) und
integrity (Integritit) zusammengesetzt ist.

Ausgangspunkt von diesem Model ist, dass die ganze Zelle als ein vorgespanntes Ge-
riist betrachtet wird. In diesem Zusammenhang werden Zugkrifte von Aktin- und
Intermedidrfilamenten des Zytoskeletts ausgeiibt und durch Strukturen wie Foka-
le Adhésionen und Mikrotubuli als Druckstibe ausgeglichen, die der Kompression
entgegenwirken |Ingber03]. Dariiber hinaus koénnen, je nach Struktur oder Grofe,
einzelne Filamente gleichzeitig zwei Funktionen wie Druck oder Zugspannung aus-
iiben. Ein Beispiel hierfiir sind z.B. steife Aktinfilamentbiindel, die Druckspannun-
gen in den Filopodien ausiiben konnen. Die Zugspannungen fiir die Stabilisierung
der Zelle werden hauptséchlich iiber die zusammenziehbare Aktinmyosin Maschi-
nerie erzeugt [Cail0] [Mizutani2009]. Einen weiteren Beitrag zur Vorspannung der
Zelle entstammt der Zelldeformation aus einer FA und den erzeugten Kréften bei

der Filamentpolymerisierung. Zusétzlich kénnen Intermedidrfilamente entlang ihrer
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Struktur Aktinfasern, Mikrotubuli und die Oberfliche des Nukleus an vielen Stellen
miteinander verbinden [Fuchs94| [Fuchs98] [Goldman08|. Sie erhohen auf diese Weise
die mechanische Festigkeit der Zelle, durch ihre Fahigkeit als verkniipfende Seile zu
wirken [Goldman08| [Helfand04| [Helfand03]. Dariiber hinaus ist das Zytoskelett an
der Zellperipherie mit einem hoch elastischen Kortikalnetzwerk direkt unterhalb der
Zellmembran verbunden. Dies ermdglicht ihr {iber die FA einen direkten Kontakt
nach aufen herzustellen und die FA als Sensor zu benutzen (vgl. Abschnitt 1.3.1 auf
Seite 18). Auf diese Weise konnen z.B. lokale Verdnderungen der EZM oder Defor-
mierungen der Zellmorphologie einen unterschiedlichen Grad von Kréften erzeugen,
was eine verdnderte intrazellulire Biochemie und Mechanik zur Folge hat. Diese
Verdnderungen konnen unterschiedliche Signale als Reaktion hervorrufen, die das
Schicksal der Zelle wie z.B. das Zellwachstum, die Differenzierung und den Zelltod
beeinflussen [Chen97].

Eine einzigartige Eigenschaft, die die Tensegrity Architektur und lebende Zellen
ebenso gemeinsam haben, ist ihre strukturelle Hierarchie, die Systeme in Systemen
verschachtelt. So kann beispielsweise der Nukleus einer Zelle in eine andere nukeleus-
freie Zelle eingesetzt werden, in der sie nach einem Verbinden an ihre neue Umgebung
ihrer Funktion weiter nachgehen kann und folglich nicht an die Ursprungszelle ge-
bunden ist [Ingber03].

Eine héufig verwendete Verbildlichung des Tensegrity-Models stellt ein geoditisches
Zelt dar. Bei diesem Vergleich entsprechen die Verankerungen im Boden den Fo-
kalen Adh#sionen, das Zelt selber der Zellmembran und die Seile und Stangen den
Zytoskelettelementen wie Aktin- und Intermediérfilamenten, die die Zelle aufspan-
nen. Wirkt eine Kraft auf eine Zelle oder dufsert diese Kraft nach aufen, so wird eine
Kaskade von Signalen ausgelost und das Geriist passt sich den neuen Gegebenhei-
ten an, indem die zellinneren Bestandteile umorganisiert werden, bis sie ein neues
Gleichgewicht zwischen den Druck- und Zugspannungen erreichen. Die Vorteile einer
solchen Tensegrity-Architektur der Zelle mit isometrischen Spannungen sind die ho-
he Stabilitét, das elastische Dehnvermogen und die Moglichkeit einer umgehenden
Reaktion auf externe mechanische Belastungen (vgl. Abschnitt 1.3.3 auf Seite20)
[Ingber03].

Obwohl das Tensegrity-Model eine ganze Reihe von Reaktionen passend beschreiben
kann und der Vergleich mit dem Zelt gut im Einklang mit den phinomenologischen
Beobachtungen steht, gibt es auch andere Mdoglichkeiten die Gegebenheiten zu er-
klaren [Heidemann00|. Ein weiteres Problem von diesem Model ist die vor kurzem
entdeckte Beobachtung, dass Zellen kurzfristig nach einer Kraftwirkung ihre Steifig-

keit erniedrigen und sich verfliissigen, was im Widerspruch zum Versteifungsprozess
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beim Tensegrity-Model steht |Trepat07]. Obwohl diese Beobachtung zu einem ande-
ren Modell fithrte (vgl. Abschnitt 1.4.4), gibt es Arbeiten, die die unterschiedliche
Beobachtung niher untersuchen |Krishnan09| [Chenl0|. Zum bisherigen Zeitpunkt
ist es noch unklar, welcher der beiden Prozesse unter welchen Bedingungen sich

durchsetzt und welche Faktoren dafiir verantwortlich sind [Krishnan09].

1.4.4 Fluidization-Model

In der Vergangenheit glaubte man, dass die Reaktion einer Zelle auf eine einwirkende
Dehnung immer sehr dhnlich ist. Eine ausgiebig untersuchte Reaktion auf eine Deh-
nung stellt die Versteifung der Zelle dar (reinforcement) [YoshigiO5] [Chancellor10]
[Hayakawa00] [Wang01] [Bershadsky06]. Bei angesiedelten Zellen in Organen wie
Herzmuskel-, Darm- oder Lungenzellen, die einer stdndigen Dehnung unterliegen,
konnte jedoch dieser Versteifungsprozess zur Selbstzerstorung fiihren. Es ist daher
eine biologische Notwendigkeit einen entgegenwirkenden Prozess zu unterhalten, der
fiir ein Gleichgewicht sorgt. Das Fluidization-Model kénnte diesen entgegenwirken-
den Prozess beschreiben. Im Gegensatz zum Tensegrity-Model aus Abschnitt 1.4.3
auf Seite 27 beschreibt das Fluidization-Model eine neu entdeckte andere Reakti-
on der Zelle auf eine von aufsen wirkende Kraft bzw. Dehnung [Trepat07] [Chen10)]
[Krishnan09]. Trepat et al. konnte zeigen, dass der Quotient aus der aktuellen und
der anfianglichen Steifigkeit (G' = Guktuen/Go) kurz nach dem Einwirken einer Deh-
nung auf eine Zelle, diese aufweicht und beginnt sich zu verfliissigen. Die Steifigkeit
der Zelle nimmt in diesem Prozess kurzfristig stark ab und erreicht langsam nach we-
nigen Minuten den Ursprungszustand wieder [Trepat07]. Ahnlich verhilt es sich mit
dem Phasenwinkel § = tan™!(G”/G"), der kurz nach Beendigung der Dehnung stark
ansteigt und dann langsam wieder zu seinem Ursprungswert zuriick féllt |Trepat07].
Hierbei gilt fiir hooksche Festkérper § = 0 und newtonsche Fliissigkeiten 6 = 7/2.
Fiir lebende Zellen gilt 0.15 < 6 < 0.50, wonach sie eher den festkérperdhnlichen
Stoffen zuzuordnen sind.

Die Verfliissigung und die verminderte Steifigkeit der Zelle werden in diesem Mo-
del grofstenteils der Unterbrechung der Aktin-Myosin Vernetzung zugeschrieben
[Gavara08] [Krishnan09]. Obwohl schon linger bekannt war, dass die Reaktion ei-
ner Zelle auf eine Dehnung die Depolymerisierung von F-Aktinfilamenten zur Fol-
ge hat, wurde sie aufgrund ihrer zu klein gehaltenen Rate ausgeschlossen, um das
Fluidization-Model zu erkldren [Pender91|. Jiingste Untersuchungen mit Fluores-
zenzmikroskopie beziiglich des F-Aktins in Zellen zeigen jedoch, dass die Verfliis-

sigung genau diesem Prozess der Depolymerisierung zugeschrieben werden kann
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[Chen10]. Vorldufige Ergebnisse von Chen et al. zeigen, dass der Gehalt an F-Aktin
einer Zelle vor und sofort nach der Dehnung sich innerhalb kiirzester Zeit beinahe
halbiert [Chenl0]. Der Grund fiir diese rapide Abnahme ist jedoch zurzeit noch un-
klar. Es wird angenommen, dass nach der Verfliissigung die Zelle ein neues Gleichge-
wicht fiir ihr Aktinnetzwerk aufbaut abhéngig von den Verdnderungen einhergehend
mit der Aktin-Myosin Maschinerie, die wieder zur alten Steifigkeit fithrt [Sheetz10]
[Chancellor10] [Fouchard11].



Kapitel 2

Material und Methoden

Das folgende Kapitel ist in drei Abschnitte untergliedert. Der Erste befasst sich mit
den verwendeten Materialien und Techniken dieser Arbeit (Materialwissenschaftli-
cher Teil). Der zweite Abschnitt beinhaltet die verwendeten biologischen Methoden
und Materialien. Im dritten und letzten Abschnitt werden die biophysikalischen Me-

thoden der Experimente vorgestellt.

2.1 Materialwissenschaftlicher Teil

Zur Durchfithrung der Experimente wurden in dieser Arbeit Substrate mit drei
unterschiedlichen Oberflichen aus demselben Material produziert und verwendet.
Ein Teil der Experimente verwendete Substrate mit einer unstrukturierten flachen
Oberflache (Polydimethylsiloxan-(PDMS)-Substrate). Die Oberflichen der restlichen
Substrate waren entweder mit rillenartigen (Rillen-Substrate) oder siulenartigen
Strukturen (Sdulen-Substrate) im Mikrometer-Bereich ausgestattet. Eine schema-
tische Darstellung ihrer Herstellung wird in Abbildung 2.1 auf Seite 32 illustriert.

Die Substrate mit der flachen Oberfliche wurden durch eine einfache PDMS Ab-
formung aus einer Maske erhalten. Die Herstellung der topographisch mikrostruk-
turierten Oberflachen gestaltete sich aufwendiger. Ausgangspunkt fiir die Rillen-
und Sdulen-Substrate stellt die aus Photolack mikrostrukturierte Oberfliche mittels
Litographie auf einem Si-Wafer dar. Im Falle der Rillen-Substrate wurde die vor-
strukturierte Oberfliche mittels thermischer Aufdampfung von Chrom weiter ver-
arbeitet. Nach der Cr-Aufdampfung wurde der Photolack vom Si-Wafer gelést und
stellte eine Maske fiir eine letzte Abformung mittels PDMS dar (vgl. Abbildung
2.1). Zur Herstellung der Sdulen-Substrate wurden die zuvor mit Lithographie er-
zeugten Mikrostrukturen weiter mit dem lonenétzer bearbeitet. Hierbei wurde die

mikrostruktuierte Oberfliche vom Si-Wafer solange geétzt bis sich durch die unter-

31
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schiedliche Abtragrate zwischen Photolack und Silizium ein definiertes Aspektver-
haltnis zwischen der Oberfliche vom Photolack und vom Silizium eingestellt hatte.
Im Anschluss wurde der geédtzte Si-Wafer einer Abformung aus einem Polyurethan-
gel unterzogen und ausgehirtet. Die neu erhaltene Maske aus Polyurethan diente
als Vorlage fiir eine letzte PDMS Abformung, die letztendlich das verwendeten End-

substrat fiir die Saulenstrukturen lieferte.

Photolithographie
Uv-Licint
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l Lésen des $1818 Lacks

Cr-beschichtete
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Abbildung 2.1: Herstellungsschema der verwendeten Substrate. Die Substrate mit der flachen
Oberfliche werden durch eine PDMS Abformung aus einer Maske hergestellt (vgl. Abschnitt 2.4 auf
Seite 39), wihrend die Sdulen und Rillen-Substrate zusétzlichen Prozessen unterzogen werden (vgl.
Abschnitt 2.1.3 und Abschnitt 2.1.4). Die hergestellten Rillen-Substrate besafien einmal eine Breite
und Liicke zwischen den Rillen von 2um und einmal 4pm (a=d=2,4um). Die Hohe der Rillen betrug
h=200nm und h=350nm. Die Sdulen-Substrate hatten einen Durchmesser von d=4um mit einer
Hohe von ca. h=8.7um. Der Abstand zwischen den quadratisch angeordneten Sdulen-Mittelpunkten
betrug a=10pm.

Die folgende Tabelle 2.1 enthélt die Werte fiir die Dimensionierung der hergestellten

Saulen und Rillen-Substrate.
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Struktur Durchmesser [ym]| Abtand [pm] Hohe [pm]

Saulen 4 10 8.7
Struktur Breite [pm] Abtand [pm] Ho6he [pm]
Rillen 2 2 0.2
Rillen 4 4 0.2
Rillen 2 2 0.35
Rillen 4 4 0.35

Tabelle 2.1: Darstellung der Dimensionierung der verwendeten Sdulen und Rillen-Substrate.

Eine detaillierte Erklarung zur Herstellung der verwendeten Substrate wird in den

folgenden Unterabschnitten 2.1.1 bis 2.1.5 beschrieben und vorgestellt.

2.1.1 Photolithographie

Zur Herstellung einer Maske fiir die Abformung der Rillen- und Saulenstrukturen im
Mikrometer-Bereich wurde die Photolithographie eingesetzt. Das Prinzip der Photo-
lithographie beruht auf den lichtempfindlichen Photolacken. Im Allgemeinen beste-
hen Photolacke aus Polymeren, deren Loslichkeit sich durch eine geeignete Belich-
tung verdndert. Man unterscheidet zwischen Positiv- und Negativlacken. Der Unter-
schied besteht in der verschiedenen Loslichkeit der belichteten Bereiche des Lacks.
Bei Positvlacken wird durch Belichtung das Polymernetzwerk im Lack geschwécht,
was zu einer erhohten Loslichkeit fiihrt. Im Gegensatz dazu wird bei Negativlacken
durch Belichtung eine Polymerisation in Gang gesetzt, die die Loslichkeit ernied-
rigt. Dieser Unterschied wirkt sich spiter im Entwicklungsprozess auf die erzeugten
Strukturen aus. Man erhélt beim Positivlack eine Struktur, die identisch ist mit
dem Muster der Cr-Photomaske. Im Falle des Negativlacks entspricht die Struktur
dem invertierten Muster der Cr-Photomaske. Zur Herstellung der Substrate fiir die-
se Arbeit wurde der Positivlack S1818 der Firma Dow Chemical (Michigan USA)
verwendet [S1818|.

Der Photolithographieprozess fiir den S1818 Lack ldsst sich in fiinf Teilprozesse un-

terteilen und wird im Folgenden detaillierter beschrieben:

Vorbehandlung Fiir einen guten Kontakt zwischen dem Photolack und dem Si-

Wafer ohne Einschliisse miissen die Si-Wafer mdéglichst rein und wasserfrei sein.
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Zu diesem Zweck wurde der Si-Wafer (3 Zoll, 100 Orientierung, p-type, Siegert
Consulting, Aachen Deutschland) als erstes 2 Stunden in eine Carosche Losung
gelegt. Die Carosche Losung besteht aus einer 30%igen Wasserstoffperoxidlo-
sung und konzentrierter Schwefelsdure im Volumenverhéltnis 1:3. Im Anschluss
wurde der Wafer vor der Beschichtung mit dem Photolack erst in Aceton und
danach in eine Isopropanol-Losung jeweils drei Minuten lang gelegt, um grobe
Verunreinigungen an der Oberfliche zu beseitigen. Danach wurde der Wafer
mit Reinstwasser umspiilt. Zum Schluss wurde der Si-Wafer 10 Minuten auf
eine 200°C heifse Kontaktheizplatte (Prazitherm von LHG Laborgeridte GmbH,
Deutschland) gelegt, um das an der Oberfliche befindliche Wasser in die Gas-

phase zu bringen.

Beschichtung Im zweiten Schritt wurde der Si-Wafer mittig in einem Spincoater
(WS-400B-6NPP-Lite, Laurell Technologies Corp., USA) eingesetzt und Ver-
unreinigungen mit der Stickstoff-Pistole entfernt. Danach wurden 3ml vom
51818 Lack aufgebracht. In einem zweistufigen Prozess wurde der Lack erst
grob auf den Wafer verteilt und im zweiten Schritt auf die gewiinschte Schicht-
dicke eingestellt. In der ersten Stufe drehte sich der Spincoater hierzu 5 Se-
kunden mit 500 Umdrehungen/Minute und in der zweiten Stufe wurde 30
Sekunden lang eine Drehzahl von 3000 U/min eingestellt, um die gewiinschte
Schichtdicke zu erhalten. Unter den genannten Bedingungen stellte sich eine

Schichtdicke von ca. 1.8um ein.

Wirmebehandlung Nach der Belackung vom Si-Wafer wurden die enthaltenen
Losungsmittel durch Erhitzen auf einer 115°C warmen Kontaktheizplatte eine
Minute lang aus dem Lack in die Gasphase gebracht. Durch die Verdunstung
der Losungsmittel wurde der Photolack verdichtet und damit stabiler. Dies
fiihrte zu einem besseren Kontakt zwischen dem Photolack und dem Si-Wafer
und eine Wulstbildung am Rand des Wafers blieb aus. Im Anschluss wurde

der Si-Wafer fiinf Stunden bei Raumtemperatur gelagert.

Belichtung Im néchsten Schritt erfolgte die Belichtung durch eine mikrostruktu-
rierte Chrom-Photomaske (ML&C, Jena Deutschland) vom belackten Si-Wafer
mit dem manuellen Mask-Aligner MJB4 (Siiss-Microtech, Deutschland). Beim
Belichten wurde ein Filter (LIF350) verwendet, der nur Wellenléingen oberhalb
von 350nm durchlisst, um durch Wellenldngen kleiner als 350nm entstehen-
de Reaktionen im Lack zu unterdriicken. Die Belichtung vom Lack, mit einer
Dauer von zwei Sekunden, erfolgte iiber einer 350W Hg-Dampflampe am Mask-

Aligner mit einer Wellenlénge von 365nm. Fiir einen gleichmékigen Kontakt
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zwischen Chrommaske und Si-Wafer wurde im Hard-Contact Modus ein An-
pressdruck (WEC) von 1.7bar eingestellt. Die Bindungen im S1818 Photolack
werden in den belichteten Bereichen geschwicht und kénnen im anschliefenden

Schritt abgetragen werden.

Entwickeln Im letzten Schritt wurden die belichteten Bereiche vom Photolack in
der Entwicklerlosung MF-319 Microposit Developer (MicroChem, USA) 30 bis
max. 40 Sekunden herausgelost. Anschliefsend wurde der Si-Wafer mit Reinst-
wasser gespiilt, um Riickstdnde des Entwicklers zu beseitigen. Danach wurde
der Wafer mit der Stickstoffpistole trocken geblasen. Der Si-Wafer liegt am

Schluss in den gelésten Bereichen des Photolacks frei.

Nach der Photolithographie erhilt man abhéngig von der Wahl der Chrom-
Photomaske eine vorstrukturierte Oberfliche im Mikrometer-Bereich fiir die Rillen-
oder Sdulen-Substrate. Eine detaillierte Dimensionierung der erzeugten Strukturen
ist in der Tabelle 2.1 auf Seite 33 hinterlegt.

2.1.2 Reaktives Ionenatzen

Die Erzeugung von Strukturen mittels reiner Photolithographie mit grofen Aspekt-
verhéltnissen zwischen Hohe und Durchmesser, wie beispielsweise bei Saulenstruktu-
ren im Mikrometer-Bereich, gestaltet sich durch den grofen Oberflichenkontakt und
den damit verbundenen Adhésions- und Reibungskriften sehr oft als schwierig. Um
dennoch hohe Aspektverhéltnisse zu erzielen, kann eine Kombination aus Photolitho-
graphie und Trockenétzprozessen wie die Anisotrope Tonenétzer Technik (RIE, engl.:
Reactive Ion Etching)eingesetzt werden, um diese Probleme bei der reinen Photoli-
thographie zu umgehen. Die mittels Photolithographie hergestellten Strukturen im
Mikrometer-Bereich dienen als Maske fiir den Atzprozess. Die entscheidenden Fak-
toren bei dieser Technik sind zum einen eine hohe Selektivitiat (Verhiltnis zwischen
Wafer- und Lackabtrag beim Atzprozess) und zum anderen eine hohe Anisotropie
des Atzprozesses. Bei diesem Verfahren werden sowohl chemische als auch physika-
lische Atzprozesse ausgenutzt [Zengerle07|, |Letzkus03).

Beim chemischen Abtrag reagiert das hier verwendete Atzgas Schwefelhexafluorid
(SFg) mit der Substratoberfliche vom Si-Wafer unter Bildung von gasférmigen Pro-
dukten, die durch Vakuumpumpen abtransportiert werden. Dieser Vorgang ist je-
doch weitgehend richtungsunabhéingig und damit unzureichend fiir einen anisotropen
Atzprozess, da die mittels Photolithographie erzeugten Strukturen aus Photolack im
gleichen Mafe abgetragen werden wie das zu dtzende Silizium. Durch die grofe An-

zahl von unterschiedlichen Atzgasen kann jedoch eine sehr hohe Selektivitit zwischen
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dem Lack und dem Silizium erzielt werden.

Beim physikalischen Abtrag wird ein Tonenplasma durch eine hochfrequente Wech-
selspannung (ICP-Generator) erzeugt [Gabriel05]. Die ionisierten Gasteilchen im
Plasma werden durch eine zweite Wechselspannung (RF-Generator) zur Probe hin
beschleunigt. Aufgrund der Geometrie ist die Fldchenladung der Probe grof und die
der Kammer klein. Dadurch werden Ionen stark zur Probe hin, jedoch nur schwach
Richtung Kammer beschleunigt. Daraus ergibt sich ein Nettofluss der lonen in Rich-
tung der Probe. Beim Aufprall werden durch Impulsiibertrag Oberflichenatome aus
der Probe herausgeschlagen (Sputter-Effekt). Dieser Vorgang ermoglicht im Ver-
gleich zum chemischen Abtrag einen anisotropen Atzprozess.

Die Kombination beider Abtrag-Prozesse reicht jedoch fiir eine hohe Anisotropie
und hohe Aspektverhéiltnisse nicht aus und muss durch einen Passivierungsschritt
erginzt werden (Bosch-Prozess) [Bosch|. Hierzu wurde die Oberfliche unter Verwen-
dung des Passivierungsgases Trifluormethan (HCF3) mit einer diinnen Schutzschicht
versehen, die hauptséchlich durch physikalisches Atzen entfernt werden kann und na-
hezu innert gegeniiber dem chemischen Abtrag ist. Dies ermdglicht einen wirksamen
Schutz der Seitenwénde beim chemischen Abtrag. Erst diese Eigenschaft ermoglicht
eine sehr hohe Anisotropie beim Atzprozess mit senkrechten Seitenwiinden und ho-
hen Aspektverhéltnissen.

Fiir die Herstellung der Siulen-Substrate diente beim anisotropen Atzprozess der
Ionendtzer Plasmalab80 Plus (Oxford Instruments, England). Nach dem Einbau der
zu dtzenden Maske aus der Photolithographie wurde die Probe fiir eine hohere Se-
lektivitit beim Atzprozess auf -20°C gekiihlt [Kroner07]. Der Atzprozess bestand
aus 4 Teilschritten, die zusammen einen Zyklus darstellen. Nach jedem Atz- oder
Passivierungsprozess erfolgte ein Abpumpen der Kammer, damit entstandene Ab-
fallprodukte abtransportiert werden konnten, um das Plasma nicht negativ zu be-
einflussen. Die Teilschritte und Parameter fiir den gesamten Atzprozess sind in der
folgenden Tabelle 2.2 dargestellt.

Schritt t[s] | p[mTorr] | SFs[sccm] | CHF;3[sccm] | Prp[W] | Piop[W]
Atzen 5 40 15 18 30 300
Pumpen 7 40 0 0 0 0
Passivieren | 8 70 0 50 30 100
Pumpen 7 40 0 0 0 0

Tabelle 2.2: Darstellung der einzelnen Teilschritte und Parameter in chronologischer Reihen-
folge beim Atzprozess fiir einen Zyklus. Hierbei beschreibt t die Dauer vom Teilschritt in Sekunden
und p den Arbeitsdruck in der Gaskammer. SFg (Atzen) und CHF3 (Passivierung) kennzeich-
nen den Gasfluss der verwendeten Arbeitsgase. Prr und P;cp geben die Leistung vom RF- und
ICP-Generator an.
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Hierbei diente ein Gemisch von Schwefelhexafluorid (SFg) und Trifluormethan
(HCF3) im Verhiltnis 5:6 als Atzgas. Beim Passivierungsprozess wurde lediglich
Trifluormethan zur Bildung der Schutzschicht in die Kammer eingeleitet.

Unter den beschriebenen Bedingungen wurde beim Atzen der Wafer ein Abtrag von
ca. 60nm pro Durchlauf erreicht. Die gewiinschte Atztiefe wurde durch die Anzahl
der Durchldufe eingestellt. Die Hohe der Sdulenstrukturen ergab sich am Ende aus
der Atztiefe und der verbliebenen Photolackschichtdicke. Fiir diese Arbeit wurden
die belackten Si-Wafer 150 Zyklen unterzogen, um eine Atztiefe von ca. 8.7um zu

erreichen.

2.1.3 Saulen-Substrate

Zur Herstellung der Sdulen-Substrate im Mikrometer-Bereich wurde anfangs die
Photolithographie eingesetzt (vgl. Abschnitt 2.1.1 auf Seite 33) [Chen05| [Kajzar08|
[Kuo09]. Auf der hierfiir genutzten Chrom-Photomaske befanden sich unterschiedli-
che 1em? grofe Felder von quadratisch angeordneten Punkten aus Chrom, die sich im
Durchmesser und Abstand voneinander unterschieden. Das ausgewéhlte Feld fiir die
Saulenstrukturen mit einem Durchmesser von d=4pm und einem Mittelpunktab-
stand von a=10pum wurde aus dem vorstrukturierten Si-Wafer heraus geschnitten
und am nédchsten Tag einem Trockenétzprozess unterzogen, wie sie in Abschnitt
2.1.2 auf Seite 35 erklart ist. Der geétzte Si-Wafer wurde im néchsten Schritt einer
Abformung aus Polyurethangel unterzogen. Das verwendete Polyurethangel besteht
aus den folgenden Polymer-Komponenten, die in Gewichtsprozent angegeben sind
[Choi04]:

Einem Diacrylat Prepolymer EBECRYL284 von Cytec Surface Specialties Deutsch-
land(66%), M3160 von MIWON Korea(30%), Irgacurel84 und Darocurl173 von der
Firma Ciba Secialty Chemicals Schweiz(je 1.5%) und Rad2200N von der Firma TE-
GO Chemie Service Deutschland (1%).

Nach der Polyurethanabformung wurde die Probe 30 Minuten bei Raumtempera-
tur gelagert, um Lufteinschliisse zu entfernen. Anschlieftend wurde die Probe in
eine Petri-Schale gelegt und danach in eine Ultraviolettstrahlungskammer (UVA-
Cubel00, Honle UV Technology, Deutschland) gegeben und eine Minute mit einer
UVA Lampe bestrahlt. Die pordse und harte Abformung wurde nach der UVA Be-
strahlung eine Stunde im Ofen bei 65°C gelagert. Anschliefend wurde die Polyu-
rethananformung vom Si-Wafer abgelost und in die Mitte der normalen Maske fiir
die Abformung der PDMS-Substrate angebracht. Eine letzte PDMS Abformung lie-

ferte am Schluss die Sdulen-Substrate im Mikrometer-Bereich. Eine schematische



38 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Darstellung vom Prozess ist in der Abbildung 2.1 auf Seite 32 illustriert. Die Di-
mensionierung der Sdulenstrukturen ist in der Tabelle 2.1 enthalten. Die folgende

Abbildung 2.2 zeigt die verwendeten Komponenten der Sidulen-Substrate.

Abbildung 2.2: Aufnahme vom mi-
krostrukturierten Si-Wafer mit den ver-
schiedenen Saulenstrukturen (links), de-
ren Kammer fiir die PDMS Abformung
mit mittig angebrachter Polyurethan-

Abformung (mitte) und der erzeugten
PDMS Abformung (rechts).

2.1.4 Rillen-Substrate

Die Herstellung der Rillen-Substrate beginnt dhnlich wie bei den Séulen-Substraten
mit der Mikrostrukturierung der Oberfliche von einem Si-Wafer mittels Photoli-
tographie (siche Abschnitt 2.1.1 auf Seite 33 ). Auf der hierzu genutzten Chrom-
Photomaske befanden sich verschiedene 1cm? grofe Felder mit rillenartigen Struk-
turen, wie sie in der Abbildung 2.1 auf Seite 32 schematisch dargestellt sind. Die
verwendeten Rillenstrukturen besafen entweder eine Breite und einen Abstand zwi-
schen den Rillen von 2um oder 4 pm. Die Dimensionierung der Strukturen fiir die
verwendeten Rillen-Substrate in dieser Arbeit sind in der Tabelle 2.1 auf Seite 2.1
detaillierter dargestellt. Die mittels Photolithographie erzeugten Rillenstrukturen
auf dem Si-Wafer wurden durch eine thermische Aufdampfung von Chrom an der
PVD Anlage der ZWE Diinnschichtlabor (MPI, Stuttgart) bearbeitet. Hierbei wur-
den zwei unterschiedliche Schichtdicken von ca. 200nm und 350nm Chrom thermisch
aufgedampft, die die Hohe der Rillen im spiteren Verlauf vorgibt. Im Anschluss wur-
den die Chrom beschichteten Wafer zwei Stunden bei 65°C im Ofen temperiert, um
Spannungen in der Chrom-Schicht auszutreiben. Im Anschluss wurden die Si-Wafer
in eine Glasschale mit dem Lackentferner S1818G2 Removal von MicroChem USA
gegeben und eine Minute im Ultraschallbad behandelt. Hierbei 16sten sich die Be-
reiche vom Positivlack mit der Chrombeschichtung vom Si-Wafer ab. Zwischen den
gelosten Bereichen befand sich weiterhin die aufgedampfte Cr-Schicht, wihrend der
Rest nun frei lag. Die auf diese Weise erhaltene Cr-Si-Maske diente, &hnlich wie bei
den Saulenstrukturen, als Vorlage fiir eine PDMS Abformung, die letztendlich die
verwendeten Rillen-Substrate lieferten. In der Abbildung 2.3 auf Seite 39 sind die

verwendeten Komponenten der Rillen-Substrate abgebildet.
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2.1.5 Polydimethylsiloxan-Substrate

Als Werkstoff fiir die Substrate diente ein Silikon basierter Elastomer mit der Be-
zeichnung Polydimethylsiloxan (PDMS) Sylgard 184 der Firma Dow Corning USA
[PDMS]. Der Vorteil von PDMS-Substraten besteht darin, dass sie in ihrer fliissigen
Phase auf eine vorstrukturierte Form im Mikrometer-Bereich abgeformt und an-
schliefend ausgehértet werden konnen. Die PDMS-Substrate sind zudem ungiftig,
biologisch innert und vor allem optisch transparent fiir die Mikroskopie [Wipff09|
[Pakstis10]. Das verwendete PDMS ist ein Zweikomponentensystem bestehend aus
einem Vernetzer und einem Prepolymer. Werden beide Komponenten gemischt und
erhitzt, reagiert das Prepolymer mit dem Vernetzer. Dabei werden Vernetzungen
zwischen den Polydimethylsiloxanketten des Prepolymers gebildet. Das Mischungs-
verhéltniss und die Temperatur zum Aushérten im Ofen haben einen wesentlichen
Einfluss auf die elastischen Eigenschaften des Materials. Sdmtliche PDMS Abfor-
mungen dieser Arbeit wurden mit einem Mischungsverhiltnis des Prepolymers zum
Kreuzvernetzer von 10:1 gemischt [Khanafer09]. Beim Durchmischen der Kompo-
nenten entstanden Luftblischen im PDMS, die durch eine 20 miniitige Lagerung in
einem Exikator entweichen konnten. Danach wurde das fliilssige PDMS in die Maske
der Abformung eingeleitet. Anschliefend wurde die Abformung im Ofen bei einer
Temperatur von 65°C liber 24 Stunden gelagert und zum Schluss aus der Form abge-
zogen. Die PDMS-Substrate, die nach diesem Verfahren hergestellt wurden, hatten
einen Elastizitdtsmodul von ca. 2MPa |Aydin09| [Walter10|. In der folgenden Abbil-
dung 2.4 sind die Komponenten fiir die PDMS Substrate dargestellt.

Abbildung 2.3: Aufnahme der Kammer Abbildung 2.4: Darstellung der Komponen-

fiir die PDMS Abformung der Rillenstrukturen ten fiir die PDMS-Substrate mit flacher Ober-

mit angebrachtem Si-Wafer (links) und dessen flache. Links die Kammer fiir die Abformung

PDMS Abformung (rechts). des fliissigen PDMS und rechts das abgezogene
PDMS-Substrat.
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2.2 Biologischer Teil

Im diesem Abschnitt werden die verwendeten biologischen Materialien und Metho-

den vorgestellt.

2.2.1 Zelllinie und Zellkultur

Die Wahl der Zelllinie fiir die Untersuchung der Zytoskelett-Elemente fiel auf die
Panc-1 Zellen [Lieber75|. Es handelt sich hierbei um Epithelkrebszellen aus der
Bauchspeicheldriise. Diese Zelllinie war durch die Kertainumstrukturierung bei SPC
Zugabe (vgl. Abschnitt 1.3.4 auf Seite 22) geradezu priadestiniert fiir die durchge-
fithrten Experimente [Beil03| [Busch08]. Diese Zelllinie erlaubte eine gezielte Mani-
pulation am Keratin des Zytoskeletts und die Untersuchung deren Auswirkung auf
das Zellverhalten.

Die Panc-1 Zellen wurden von der Firma ECACC (European Collection of Cell
Cultures #87092802, England) bezogen und in einem Inkubator in 75cm? grofen
Zellkulturflaschen (ZKF) bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Fir die Kultivierung
wurde Zellkulturmedium bestehend aus Dulbecco “s modified Eagle medium 11960
von der Firma Gibco Deutschland verwendet, dem 10% f6tales Kélber Serum (FKS)
der Firma PAA Laboratories Deutschland, 1% Penicillin/Streptavidin (Gibco) und
1% L-Glutamin (Gibco) beigesetzt wurden. Das Medium wurde alle zwei bis drei
Tage gegen Neues ausgetauscht und beim Erreichen einer Oberflichenbedeckung
von ca. 60-70% wurden die Zellen umgesetzt. Hierzu wurde das Medium abgesaugt
und mit einer 37°C vorgewdrmten PBS-Losung gespiilt. Im Anschluss wurden 4ml
einer 2.5%igen Trypsin-EDTA Losung hinzugegeben, um die Zellen von der Ober-
fliche der ZKF zu losen. Nach drei Minuten befanden sich die meisten Zellen in
der Losung und wurden nach Zugabe von 5ml des Mediums zusammen in ein 15ml
Flacon-Rohrchen umgesetzt und anschliefsend 5 Minuten bei 750 Umdrehungen /Min
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand im Flacon-Réhrchen abgesaugt und das
Pelett in 6ml neues Medium resuspendiert. Zum Schluss wurde die resuspendierte

Losung mit einer Verdiinnung von 1:10 und 1:20 in eine neue ZKF ausgesiht.

2.2.2 Probenpraperation

Die Probenpréperation begann mit der Reinigung der PDMS-Substrate, indem diese
je 5 Minuten erst in eine 70%ige Ethanol-Losung und danach in eine PBS-Losung
gegeben wurden. Im Folgenden wurde die Substratoberfliche zwei Stunden lang mit
humanem Fibronectin der Firma Calbiochem (#341635 Deutschland) beschichtet.
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Die Konzentration des aufgetragenen Fibronektins betrug 50ug/ml. Im Anschluss
wurde das Substrat zweimal mit PBS gespiilt. Die Panc-1 Zellen wurden zum Schluss
mit einer Konzentration von 80 Zellen/mm? auf die PDMS-Substrate ausgesiht und
iiber Nacht im Inkubator gelagert. Eine Stunde bevor das Experiment startete, wur-
de das Kulturmedium gegen das Experimentmedium ausgetauscht. Der Unterschied
zwischen den Medien liegt in der FKS Konzentration, deren Anteil im Experiment-
medium statt 10% bei 5% lag. Die Experimente unter Verwendung des Wirkstoffs
SPC, erhiltlich bei Calbiochem (Darmstadt, Deutschland), wurde dem Experiment-
medium des PDMS-Substrates mit einer Konzentration von 10uM hinzugegeben.
Das PDMS-Substrat wurde nach dem Austausch des Mediums und eventueller SPC-
Hinzugabe in die Dehnungsvorrichtung eingebaut und vorgespannt, um Unebenhei-
ten zu glatten. Die Probe wurde zum Schluss fiir eine Stunde in der Klimakammer
gelagert bevor das Experiment startete. Dies diente einerseits den Zellen zum Er-
reichen eines neuen Gleichgewichts und andererseits der vollstindigen Wirkung des
SPC Wirkstoffs [Busch08] [Beil03] (vergleiche Abschnitt 1.3.4 auf Seite 22).

2.2.3 Immuncytochemische Farbung

Bei der Betrachtung und Untersuchung innerer Bestandteile von Zellen, wie z.B.
den Zytoskelett-Elementen, bedient man sich sehr hiufig der immuncytochemischen
Féarbung und der Fluoreszenzmikroskopie (vgl. Abschnitt 2.3.1 auf Seite 42). Sie fin-
det hdufig Anwendung in der Biologie und wird benutzt, um Proteine zu markieren.
Das Prinzip dieser Technik beruht auf dem Einsatz von Antikdrpern. Dabei bindet
sich ein erster Antikorper spezifisch an das gewiinschte Protein, wie z.B. an das
Keratin. Im folgenden Schritt wird ein zweiter fluorochrom-markierter Antikérper
verwendet, der sich spezifisch an den ersten Antikérper bindet und damit indirekt
das gewiinschte Protein kennzeichnet.

Die immuncytochemische Féarbung des Keratins fiir diese Arbeit begann mit dem Ab-
saugen des Mediums und anschlieffendem Spiilen der Zellen mit einer vorgewadrmten
PBS-Losung (37°C). Im Anschluss wurden die Zellen mit einer ebenfalls vorgewérm-
ten 4%igen Paraformaldehydlosung (Roth Karlsruhe, Deutschland) in PBS 10 Mi-
nuten lang fixiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit einer PBS-Losung gespiilt
und 8 Minuten lang mit 0.5% TritonX-100 in PBS behandelt. Nach zweimaligem
Waschen mit einer PBS-Losung wurden die Zellen drei Stunden bei Zimmertempe-
ratur mit 0.2% Fischgelantine (Sigma) in PBS geblockt, um unspezifische Bindungen
zu verhindern. Als néchstes wurde der erste Antikorper (siehe Tabelle 2.3) auf die

Zellen gegeben und 4 Stunden bei Zimmertemperatur gelagert. Danach wurde die
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Probe erneut dreimal mit einer PBS-Losung gespiilt und es erfolgte eine einstiindige
Behandlung mit dem zweiten Antikérper (siche Tabelle 2.3). Bei einer Mehrfachfir-
bung von z.B. Keratin und Aktin gleichzeitig, wurde der Farbstoff fiir das Aktin mit
dem zweiten Antikérper zusammen hinzugegeben. In der folgenden Tabelle 2.3 sind

die verwendeten Farbstoffe und Antikorper fiir diese Arbeit dargestellt.

Spezies Spezifitat Verdiinnung Herkunft
Primére Antikérper
Maus (monoklonal) Pan-Zytokeratin(KL1) 1:200 Immunotech

Sekundére Antikorper

IgG Alexa 488/568 Maus 1:250 Invitrogen
Farbstoffe

Phalloidin 488/568 F-Aktin 1:50 Invitrogen
Hochst 33342 DNA (Zellkern) 1:1000 BioMol

Tabelle 2.3: Angaben fiir verwendete Antikoérper und Farbstoffe fiir die durchgefiihrten immun-
cytochemischen Farbungen mit der entsprechenden Verdiinnung.

2.3 Biophysikalischer Teil

In diesem Abschnitt werden der Aufbau mit den verwendeten Gerdten und die Me-

thoden der Analysen vorgestellt.

2.3.1 Mikroskopie

In der Regel dient die Lichtmikroskopie als addquate Methode zur Untersuchung von
lebenden Zellen, insbesondere der Migration und Zellmorphologie. Hierbei hangt die
Detailtreue einer Aufnahme zum einen von der Auflésung (Rayleigh- Kriterium) und
zum anderen vom Kontrast des Bildes ab. Durch Ausbleiben von Lichtabsorption
und sehr kleinen Unterschieden im Lichtbrechungsindex unterliegen biologische Ob-
jekte wie Zellen hdufig Kontrastarmut. Zur Erhohung des Kontrastes wird daher
iiberwiegend auf zwei unterschiedliche Methoden zuriickgegriffen.

Das Phasenkontrast-Verfahren von Frits Zernike nutzt den Phasenunterschied des
Lichts beim Durchlaufen eines Objektes aus. Der Phasenunterschied entsteht, wenn
das Licht durch ein optisch dichteres Material (hoherer Brechungsindex) durch-
lauft als seine Umgebung. Hierbei nutzt diese Technik die Interferenz zwischen dem
Hintergrund- und Objektlicht aus, bei der sich beide fast vollstindig schwichen. Da-

durch erscheint nun das Objekt bei der Aufnahme dunkel vor hellem Hintergrund.
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Dies wird als positiver Phasenkontrast bezeichnet. Der Vorteil dieser Methode im
Vergleich zu anderen liegt in einem hdheren Kontrast bei der Bildaufnahme, oh-
ne jedoch das Auflésungsvermogen des Mikroskops wesentlich zu verringern. Fiir
die Phasenkontrastaufnahmen wurde das Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit un-
terschiedlichen Objektiven (A-Plan 5x/0.12 PhO, A-Plan 10x/0.25 Phl, EC-Plan-
Neofluar 20x/0.50 Ph2 und LD A-Plan 40x/0.50 Ph2) und die AxioCam MR CCD
Kamera der Firma Zeiss verwendet. Als Lichtquelle diente die Halogen-Metalldampf-
Lampe X-Cite, 120 W DC (EXFO Europe, England). An dem Mikroskop wurde eine
Klimakammer der Firma EMBL (Heidelberg, Deutschland) angebracht, die fiir kon-
stante korperdhnliche Bedingungen von 37°C und einer CO, Konzentration von 5%
sorgte.

Eine weitere héufig verwendete Methode stellt die Fluoreszenzmikroskopie dar. Ein-
zelne Objekte oder Bestandteile einer Zelle werden hierbei mit spezifischen Farbstof-
fen (Fluorochrome) angefiirbt. Die Fluorochrome absorbieren die Bestrahlung einer
spezifischen Wellenldnge );, und gehen in einen angeregten Zustand iiber. Beim
Abfall in den Grundzustand emittiert das Fluorochrome eine Strahlung A, die im
Vergleich zur Absorption eine niedrigere Energie und damit gréfere Wellenléinge auf-
weist. Die Energiediffernz entsteht durch Impulserhaltung beim Riickstof und wird
in Wéarme- bzw. Schwingungsenergie umgewandelt. Dieser Effekt wird als die Stokes-
Verschiebung Ag bezeichnet (Ag=M\;,-Aout). Das Anregungs- und Emissionslicht kann
aufgrund dieser Verschiebung iiber einen Strahlteiler im selben Strahlengang optisch
getrennt werden und ermoglicht eine kontrastreiche Bildaufnahme. Die Fluoreszenz-
aufnahmen wurden an einem Axio Observer Z1 Durchlichtmikroskop und am Imager
Z1 Aufrechtmikroskop mit unterschiedlichen Objektiven (LD Plan-Neofluar 20x/0.40
Ph2 Korr., LD Plan-Neofluar 40x/0.60 Korr. und LD Plan-Neofluar 63x/0.75 Korr.)
der Firma Zeiss mit einer Klimakammer von ENBL durchgefiihrt. Die Colibri Fluo-
reszenzlampe (LED-Modul 365nm, 470nm, 505nm und 590nm) und die dazugehéri-
gen Filter (60HE, 62HE von Zeiss) wurden ebenfalls verwendet.

Fiir Messungen und Analysen im Nanometer-Bereich wie beispielsweise zur Charak-
terisierung von Substratoberflichen wurden zusitzlich Aufnahmen mit dem Elek-
tronenmikroskop (Ultra-55-Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop Gemini, Zeiss,
Deutschland) und Weiklichtinterferometer (Zygo,N.V.5000, Middlefield,CT) durch-
gefiihrt.
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2.3.2 Dehnungsvorrichtung

Einen wesentlichen Teil dieser Arbeit stellen Experimente dar, bei denen die flachen
PDMS-Substrate periodisch gedehnt wurden. Sie bedienten sich einer Dehnungsvor-
richtung, die in einer vorangegangen Arbeit entwickelt wurde und in dieser Arbeit
als Dehnungsezperiment bezeichnet wird [Jung08| |[Jung|. Die Dehnungsvorrichtung
besteht aus einem DC-Schrittmotor der Firma Faulhaber (Schoneich, Deutschland),
der das eingespannte PDMS-Substrat periodisch entlang einer Achse dehnen kann
(s. Abbildung 2.5). Die verstellbaren Halterungen seitlich des PDMS-Substrates er-
moglichen diese vorzuspannen, um Verzerrungen beim Einbau der Probe aufzuldsen.
Die Motoren und Funktionen des Mikroskops wurden iiber ein integrierbares selbst
entwickeltes Program (Visual Basic for Applications, Microsoft) in der AxioVision
Software gesteuert. Die verwendeten Frequenzen fiir die Dehnungsexperimente wa-
ren 0.05Hz, 0.1Hz, 0.2Hz, 0.5Hz, 1.0Hz und 2Hz bei einer konstanten Amplitude
von 8%. Fiir jede Einstellung wurden immer drei unabhéngige Experimente mit ei-
ner Dauer von 8 Stunden durchgefiihrt. Die folgende Abbildung 2.5 zeigt den Aufbau

der Zugvorrichtung.

Abbildung 2.5: Dehnungsvor-
richtung filir das zyklische Deh-
nen der PDMS-Substrate [Jung].
Die griinen Kreise markieren die
Schrittmotoren, die orangen Punk-
te die verstellbaren Halterungen und
der gelbe Punkt die Position vom
PDMS-Substrat.

2.3.3 Analyse der Zellmorphologie

Die mittels Phasenkontrastmikroskopie aufgenommenen Zeitrafferaufnahmen
wurden zur Analyse der Zellmorphologie mit der ImagelJ Software analysiert
[Rasband08|. Bei der Analyse wurden Verinderungen der Zellmorphologie un-
tersucht, wie z.B. Orientierung der Zellen oder Zelladdsionsfliche. Dabei wurden
immer Mittelwerte von mehreren Zellen aus je drei unabhédngigen Experimenten fiir
jede Einstellung (Frequenz, SPC Zugabe) betrachtet. Die verwendeten Grofen und

Parameter werden im Folgenden vorgestellt:
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Orientierungsparameter S. Die Umrisse der Zelle aus den Zeitrafferaufnahmen
wurden manuell fiir jede Zelle einzeln mittels der ImageJ Software markiert.
Danach wurde an jeden Umriss der Zelle eine Ellipse angepasst. Als néchstes wurde
der Winkel ¢ zwischen der Ellipsenhauptachse und der Zugrichtung bestimmt.
Bei Kontrollversuchen diente die X-Richtungsachse der Aufnahmen als Referenz.
Der Mittelwert der Vorzugsorientierung von Zellen als Reaktion auf die zyklische
Dehnung der Substrate wurde durch den nicht-polaren Orientierungsparameter S in
der Gleichung 2.1 quantifiziert |Jung08| [Kemkemer06|. Die Winkelverteilungsfunk-
tion f(¢) und der Orientierungswinkel ¢ sind durch die Fokker-Planck Gleichung
gegeben [Gruler00].

S = (cos(2p)) = / F(@)cos(2p)dy (2.1)

Der Vorteil dieser Charakterisierungsgrofe liegt in ihrer Faltung der Ausrichtungs-
winkel mit der Cos-Funktion. Dies erlaubt aufgrund der Spiegelsymmetrie an den
Achsen (f(v) = f(—=¢)undf(xz) = f(—z)) symmetrische Orientierungen, wie z.B.
die Ausrichtungswinkel der Zelle bezogen auf die X-Achse als Zugrichtung von 85°
und 95° oder 10° und 170° aufzusummieren, da die Zellen nicht zwischen rechts und
links unterscheiden kénnen |[Kemkemer99|. In diesem Zusammenhang wurde der
Orientierungsparameter S; fiir jede einzelne Zelle bestimmt. Danach wurde fiir jeden
Zeitpunkt der Mittelwert aller Orientierungen S der Zellen bestimmt (S = %ZSH
mit n untersuchten Zellen). Liegt eine zufillige Verteilung der Orientierung von
Zellen vor, so erhélt man fiir den Mittelwert des Orientierungsparameters den Wert
0 (S = 0). Eine parallele Ausrichtung aller Zellen zur Zugrichtung fithrt zu S = 1

und eine senkrechte Orientierung zu S = —1.

Charakteristische Zeit 7. Die charakteristische Zeit 7 wurde verwendet,
um die Dynamik einer Zelle bei der Reaktion auf eine zyklisch wirkende Kraft
von aufen zu beschreiben [Goldyn09] [Jung|. Folglich charakterisiert sie die
morphologische Umstrukturierung der Zellen. In diesem Zusammenhang beschreibt
die charakteristische Zeit 7 die Dauer, die die Zellen bendétigen, um von einer
anfanglichen Orientierung (cos(2¢)), ca. 63% (1/e) einer maximalen Vorzugsori-
entierung (cos(2¢)) ., ZU erreichen [Kemkemer99|. Zu diesem Zweck wurde der
zeitliche Verlauf vom Mittelwert des Orientierungsparameters S (siehe Gleichung
2.1) graphisch aufgetragen. Als néchstes wurde die Funktion aus der Gleichung 2.2

an den zeitlichen Verlauf von S mittels der Software Origin 6.0 angepasst, um die
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charakteristische Zeit 7 zu bestimmen.

S(t) = (cos(2¢)) (t) = (c0s(2¢)) praq +[{c08(20)) g — (€05(20)) pp0q) €xP(—1/T) (2:2)

Hierbei stellt (cos(2¢)), den Mittelwert der Orientierung der Zellen am Anfang
dar. Die im spéteren Verlauf erreichte Vorzugsorientierung der Zellen wird durch
(c0s5(2¢)) 174, beschrieben. Eine schnelle Umstrukturierung der Morphologie fiihrt
zu einem schnellen Abfall der Kurve aus Gleichung 2.2. Dies spiegelt sich in einem
kleinen Wert fiir die charakteristische Zeit 7 wieder. Fiir jedes Experiment wurde
die charakteristische Zeit 7 bestimmt anschliefend der iiber die Anzahl der Zellen

gewichtete Mittelwert fiir jede Einstellung (Frequenz, SPC Zugabe) gebildet.

Zelladhisionsfliche A. Die Bestimmung der Zelladhésionsfliche erfolgte
iiber die manuelle Markierung der Zellumrisse aus den Phasenkontrastaufnahmen
mittels ImageJ. Die eingeschlossene Fliche der Umrisse stellte die Adéasionsflache
A dar. Die Zelladhésionsfliche A wurde bei der Datenanalyse (Microsoft Exel) auf
ihren Anfangswert t=0 normiert und ihr zeitlicher Verlauf aus den Phasenkontrast-
aufnahmen untersucht. Die beschriebene Normierung erlaubte die Streuungen der
Adhésionsflichen, die von Zelle zu Zelle stark abweichen konnten, miteinander zu
vergleichen. Dariiber hinaus erméglichte sie die Wirkung von unterschiedlichen Dro-
gen auf die Zelladasionsfliche zu untersuchen, die unabhéngig von der Anfangsgrofse

der Zellen war.

2.3.4 Analyse der Zellmigration

Die Zellmigration wurde mittels der Aufnahmen aus der Phasenkontrastmikrosko-
pie zu verschiedenen Zeitpunkten ¢;, dhnlich wie in Abschnitt 2.3.3, mit dem Bild-
verarbeitungsprogram ImageJ untersucht. Hierbei wurde im Falle der Dehnungsex-
perimente ein Manual Tracking Plug-In verwendet, um den Mittelpunkt der Zelle
wahrend der Zeitrafferaufnahmen zu verfolgen und deren Koordinaten zum jewei-
ligen Zeitpunkt zu erhalten [Cordel05]. Im Anschluss wurde bei der Datenanalyse
mittels Microsoft Exel die Geschwindigkeit und Richtung der Zellmigration zwi-
schen den Aufnahmen anhand der Koordinaten und den Zeitabstinden ¢; ermittelt
[WalmodO01] [Gruler94]. Zuséitzlich wurde fiir die Analyse der Zellmigration auf Rillen
und Saulen-Substraten das Chemotaxis and Migration Tool 1.01 (Integrated BioDia-
gnostic, Martinsried, Deutschland) fiir ImageJ verwendet [Ibidi]. Diese Anwendung

weist unter anderem der Zellmigration einen Wert zu, der die Richtungsabhingigkeit
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beschreibt und wird anhand der Gleichung 2.3 berechnet.

euklidischer Abstand
akkumulierter Abstand

Richtungsabhéngigkeit = (2.3)

Der euklidische Abstand beschreibt in diesem Zusammenhang die Differenz zwischen
Start- und Endposition der Zellmigration, wohingegen der akkumulierte Abstand die
aufsummierte Gesamtstrecke aus den einzelnen Migrationsschritten entspricht. Er-
halt man fiir die Richtungsabhéangigkeit einen Wert nah bei eins, so weist das auf
eine gerichtete Migration hin, wogegen ein Wert nah bei Null auf eine ungerichtete
beliebige Migration hin deutet. Gesetzt den Fall, dass die Start- und Endposition
identisch ist, ergibt sich fiir die Richtungsabhénigkeit D=0. Dariiber hinaus erhilt
man aus der Anwendung die einzelnen Werte fiir die Laufwege (um) und Geschwin-
digkeiten (um/min) der Zellmigration zwischen den einzelnen Bildern, welche sich
als Winkelverteilung der Zellmigration graphisch in Form von einem Rose-Diagramm
darstellen lassen.

Im Verlauf der Analysen der gerichteten Zellmigration ergab sich ein Parameter aus
der Analogie zum chemotaktischen Index [Gavin00] [Biela09]. Dieser projiziert die
Migration auf zwei senkrechte Achsen. In diesem Fall auf die X- und Y-Achse der Auf-
nahmen. Die X-Achse entsprach im Falle der Dehnungsexperimente der Zugrichtung.
Im Falle der Experimente mit den Rillen-Substraten verliefen die Rillen entlang der
Y-Achse. In den Kontrollexperimenten entspricht die X-Achse immer der frei wihl-
baren Achse. Die projizierten Bewegungen entlang der Achsen wurden anhand der
Gleichung 2.4 fiir jeden Migrationsschritt einer Zelle bestimmt und das Verhé&ltnis
(M,/M,); berechnet. Danach wurde der Mittelwert fiir das Verhiltnis einer Zelle
bestimmt (M, /M, = L¥(M, /M, ), mit n Migrationsschritten). Im Anschluss wurde
der Mittelwert fiir alle untersuchte Zellen gebildet (M, /M, = %Emn mit n

untersuchten Zellen).

Mx:\/x%—l—m%—l—...—i—x% My:\/y%—l—y%—l—...—i—yﬁ (2.4)

In diesem Zusammenhang beschreiben z; und y; die Bewegung bzw. die Distanz
entlang der Achsen zwischen den einzelnen Bildern, wobei n die Anzahl der Gesamt-
bilder angibt. Ergibt sich fiir das Verhéltnis ein Wert nah bei eins (M,/M,=1), so
liegt eine zuféllige ungerichtete Migration der Zelle vor. Ein Verhéltnis von kleiner als
eins (M, /M, <1) entspricht hierbei einer bevorzugten Migration entlang der Y-Achse
und grofer eins (M, /M, >1) einer bevorzugten Migration entlang der X-Achse.
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2.3.5 Analyse der Orientierung von Aktin und Keratin

Im Verlauf der Experimente wurde unter anderem die Orientierung der Aktin-
und Keratinnetzwerke des Zytoskeletts mittels immuncytochemischen Farbungen
(Stainings) und elektronenmikroskopischen Aufnahmen untersucht (vgl. Abschnitt
2.2.3). Fiir den Fall der immuncytochemischen Farbungen wurden Fluoreszenz-
bilder des entsprechenden Zytoskelett-Elements aufgenommen und anschliefsend
mit einem selbstgeschriebenen Makro fiir ImageJ verarbeitet. Im Falle der Elek-
tronenmikroskopaufnahmen wurden die Panc-1 Zellen nach Beil et al. prapariert
und ihre Aufnahmen ebenfalls mit demselben Makro fiir ImageJ analysiert |Beil03|
[Walter10]. Die verwendeten Makros sind in Abschnitt 4.1.1 auf Seite 100 und 4.1.2
auf Seite 108 im Anhang hinterlegt. Im Folgenden werden die Arbeitsprozesse der
Makros erklart:

Einzel-Ausrichtungsmakro EAM. Dieses Makro analysiert die Orientierung des
zu untersuchenden Aktin- oder Keratinnetzwerks. Das Makro unterteilte zunéchst
das Einkanalfluoreszenzbild des betreffenden Netzwerks in viele kleine Teilgebiete
(32x32 Pixel). Anschliefend wurden die enthaltenen Strukturen in den Teilgebieten
mittels schneller Fourier-Transformation analysiert analog zu [Kemkemer00]. Auf
diese Weise wurde die Ausrichtung und der dazugehorige Winkel ¢ der Filamente in
den Teilgebieten bestimmt und graphisch abgebildet (sieche Abbildung 3.50 auf Seite
93). Hierbei beschreibt ¥ den Winkel zwischen der X-Achse vom Originalbild und
der Ausrichtung vom Filament. In diesem Zusammenhang stellte die X-Achse bei
den Dehnungsexperimenten die Zugrichtung und im Fall der Kontrollexperimente
die frei withlbare Achse dar. Der Mittelwert S = (cos(2¢)) iiber alle Ausrichtungen
der Filamente in den Teilgebieten ergab die durchschnittliche Orientierung des
Netzwerks einer Zelle dhnlich zum Orientierungsparameter S in Abschnitt 2.3.3
auf Seite 44. Die dargestellten Ergebnisse wurden aus dem Mittelwert aus allen
untersuchten Zellen gebildet (S = 1X5,), wobei n die Anzahl der untersuchten
Zellen darstellt.

Doppel-Ausrichtungsmakro DAM. Dieses Makro analysiert die Orientierung
zweier Netzwerke (Aktin und Keratin). Im Gegensatz zum EAM, bei dem nur ein
Kanal beim Fluoreszenzbild vorliegt, verwendet das DAM ein Fluoreszenzbild mit
2 Kaniélen fiir die zwei Netzwerke. Das DAM arbeitet analog zum EAM, indem
das Fluoreszenzbild vom ersten Netzwerk auf Strukturen analysiert wird. Bei ei-
ner positiven Messung der Strukturen im Teilgebiet wird das zweite Netzwerk an

derselben Position betrachtet und ebenfalls auf Strukturen analysiert. Wenn bei-
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de Messungen positiv waren, wurden die ermittelten Ausrichtungswinkel ¥ 454, und
Vkeratin bestimmt und anschliefend mittels Autokorrelationsanaylse der Microsoft
Exel Software untersucht. Die lokalen Bereiche mit positiver Messung fiir Aktin und
Keratin waren im Vergleich zur Gesamtfliche der Zelle haufig kleiner (~ 30%) und
die Bestimmung der Analyseparameter wurden fiir die jeweiligen Netzwerke einzeln
angepasst. Durch die Analyse erhielt man fiir jede Zelle einen Korrelationsfaktor r.
Die gezeigten Resultate fiir den durchschnittlichen Korrelationsfaktor 7 errechneten
sich aus dem Mittelwert von mehreren Zellen. Liegt der Betrag des Korrelations-
faktors 7 nah bei 1 (|F| = 1), so deutet das auf eine hohe Korrelation hin und die
Ausrichtung vom Aktin- und Keratinfilament ist identisch. Ein Korrelationsfaktors
7 nah bei 0 deutet auf eine zufillig voneinander unterschiedliche Ausrichtung hin
(Il = 0).



Kapitel 3
Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse dieser Arbeit vorgestellt. Den Anfang bilden
die Charakterisierungen der verwendeten Rillen- und Saulen-Substrate, gefolgt von
den Ergebnissen zur Orientierung und Migration der Panc-1 Zellen unter zyklischer
Dehnung. Anschliefend werden die Resultate zur Migration auf den verschiedenen
Substraten vorgestellt. Den Abschluss bilden die Ergebnisse der morphologischen

Verdnderungen der Panc-1 Zellen auf verschiedene Drogen.

3.1 Charakterisierungen der Substrate

Im Verlauf dieser Arbeit wurden drei verschiedene Substrattypen fiir die Analy-
sen der Migrationseigenschaften von Panc-1 Zellen mit und ohne den SPC-Effekt
verwendet. Diese umfassen die PDMS-, Rillen- und Sdulen-Substrate. Die PDMS-
Substrate mit der flachen Oberfliche werden haufig fiir Zellexperimente verwendet
und sind fiir diese Arbeit analog zu anderen Arbeiten verarbeitet und verwendet
worden [Jung| [Goldyn09].

3.1.1 Charakterisierung der Saulen-Substrate

Die Verfahrensweise zur Herstellung der Sdulen-Substrate ist in Abschnitt 2.1.3 auf
Seite 37 hinterlegt. In diesem Abschnitt sind lediglich die vermessenen Dimensionie-
rungen der verwendeten Substrate dargestellt. Zu diesem Zweck wurden perspekti-
vische Bilder mit dem Elektronenmikroskop aufgenommen. Zusétzlich wurden die
Substrate mit dem Weiflichtinterferometer (Zygo,N.V.5000, Middlefield,CT) und
der entsprechenden Software (Metropro 7.10) untersucht. Die Analysen lieferten Auf-
nahmen iiber die Topographie der untersuchten Rillen- und Sdulen-Abformungen aus

PDMS. Die folgenden Aufnahmen zeigen exemplarische Messungen fiir die verwende-
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ten Sdulen-Substrate aus PDMS einmal aus einer Vogelperspektive in Abbildungen

3.1 und einmal aus einer perspektivischen Sichtweise in Abbildung 3.2.

Abbildung 3.1: Zweidimensionale Visuali-
sierung der verwendeten Sdulenstrukturen mit
dem Weifilichtinterferometer aus der Vogelper-
spektive. Die Hohe der Saulen betrigt ca. 8.7um
mit einer Breite von 4um und einem Abstand der
Mittelpunkte zwischen den Sdulen von 10um.
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Abbildung 3.2: Dreidimensionale Visuali-
sierung der verwendeten Sdulenstrukturen mit
dem Weiflichtinterferometer aus einer perspekti-
vischen Sichtweise. Die Hohe der Sdulen betréigt
ca. 8.7um mit einer Breite von 4um und einem
Abstand der Mittelpunkte zwischen den Saulen

von 10um.

In den Aufnahmen wurden mehrere Linienprofile ausgewertet und gemittelt. Die
Standardabweichung des Mittelwerts der gemessenen Hohe von H=8,7um liegt un-
terhalb von 50nm und ist im Vergleich zur Gesamthéhe H vernachldssigbar klein.
Analog wurde die Standardabweichung fiir die Breite B=4,02 + 0.04 pum und der
Mittelpunktabstand der Sdulen zueinander von A= 10,03 + 0.05 um bestimmt.
Zur Bestatigung der Charakterisierung mittels dem Weiflichtinterferometer wur-
den zusétzlich Aufnahmen mit dem Elektronenmikroskop durchgefiihrt. Die folgen-
den Abbildungen zeigen die Sdulenstrukturen aus einer perspektivischen Sichtweise
(Abb. 3.3) und anhand einer Einzelnahaufnahme von einzelnen Saulen (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.3: Perspektivische Aufnahme Abbildung 3.4: GroRaufnahme der PDMS-
der PDMS-Saulenstrukturen mit dem Elektro- S&ulenstrukturen mit dem Elektronenmikro-
nenmikroskop. skop.
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Beide Verfahren zeigen bei der Dimensionierung dieselben Werte fiir die hergestellten
Saulen-Substrate, die zugleich mit den Abstdnden und Breiten der verwendeten Aus-
gangsmaske bei der Photolithographie iibereinstimmen (vgl. Abschnitt 2.1 auf Seite
31). Infolgedessen ist die Herstellung von uniformen gleichméfigen Siulen-Substrate

gewahrleistet und ausreichend charakterisiert.

3.1.2 Charakterisierung der Rillen-Substrate

Das Verfahren zur Herstellung der Rillen-Substrate ist im Abschnitt 2.1.4 auf Seite
38 erklart. Die Geometrie und Grofenverhéltnisse der erzeugten Strukturen wurden
analog zur Charakterisierung der Sdulen-Substrate mit dem Elektronenmikroskop
und dem Weislichtinterferometer untersucht. In den folgenden Abbildungen 3.5 und
3.6 sind die Visualisierungen mit dem Weiklichtinterferometer fiir die Rillenstruktu-
ren mit 4um Durchmesser und einem Abstand der Rillen von 6um zueinander mit

einer Hohe von ca. 350nm exemplarisch dargestellt. Auf die Aufnahmen mit dem
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Elektronenmikroskop wird verzichtet.
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Abbildung 3.5: Zweidimensionale Visuali-
sierung der verwendeten Rillenstrukturen mit
dem Weiflichtinterferometer aus der Vogelper-
spektive. Die Hohe der Rillen betrigt ca. 350nm
mit einer Breite von 4pum und einem Abstand
zwischen den Rillen von 4pm.

Abbildung 3.6: Dreidimensionale Visuali-
sierung der verwendeten Rillenstrukturen mit
dem Weiflichtinterferometer. Die Rillenhthe be-
trégt ca. 350nm mit einer Breite und einem Ab-
stand zwischen den Rillen von 4um. Die Skala
der X-Achse muss durch den Faktor zwei hal-

biert werden, da ein anderes Objektiv verwendet
wurde als in der Software eingestellt war.

In den Aufnahmen wurden wie bei der Charakterisierung der Sdulen-Substrate meh-
rere Linienprofile ausgewertet und gemittelt. Die Standardabweichung fiir die Ril-
lenhohe liegt bei ca. H=351 4+ 5nm. Analog wurde die Breite zu B=4,01 + 0.03
pum und der Abstand zwischen den Rillen zu A=6,02 + 0.04 um bestimmt. Die
ermittelten Werte fiir die Rillenstrukturen stehen in Einklang mit den Werten fiir
die Ausgangsmasken. Aufgrund dessen ist die uniforme und gleichméfige Form der

Rillen-Substrate gewahrleistet und ausreichend charakterisiert.



3.2. REAKTION VON PANC-1 AUF PHYSIKALISCHE SIGNALE 53

3.2 Reaktion von Panc-1 auf physikalische Signale

Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit beruht neben der Umstrukturierung des Ke-
ratinnetzwerks durch den SPC-Effekt (vgl. Abschnitt 1.3.4 auf Seite 22) auf der me-
chanischen Reaktionsféhigkeit der Panc-1 Zellen [Beil03]. Diese wurde durch Dehn-
versuche (vgl. Abschnitt 2.3.2 auf Seite 44) und Aufnahmen der Zellmigration auf
mikrostrukturierten Oberflichen untersucht, um aufzukldren ob Panc-1 Zellen auf
aukere Krifte oder topographische Oberflichen wie bei den Rillen-Substraten rea-
gieren.

Die folgenden Aufnahmen 3.7 und 3.8 zeigen die zufillige Polarisation der Zellmor-
phologie von Panc-1 Zellen bei einem Kontrollexperiment (links) und die Ausrich-
tung wihrend des Dehnversuchs auf einem flachen PDMS-Substrat. Die Zugrichtung
entspricht hierbei der X-Achse. Die Zellen aus Aufnahme 3.8 unterlagen beim Dehn-
versuch einer SPC-Behandlung und wurden mit einer Amplitude von 8% und einer

Frequenz von 2Hz gedehnt.

Abbildung 3.7: Aufnahme der morphologi- Abbildung 3.8: Aufnahme der morphologi-
schen Orientierung von Panc-1 Zellen zum Zeit- schen Orientierung von Panc-1 Zellen zum Zeit-
punkt t=0 vor dem Dehnversuch. Die eingezeich- punkt t=511 Minuten nach dem Dehnversuch.
nete Skala entspricht 150um. Die eingezeichnete Skala entspricht 150um.

Beim Vergleich der Aufnahmen 3.7 und 3.8 erkennt man wie die zufillige Verteilung
der Orientierungen der Zellen sich im Verlauf des Dehnversuchs in eine senkrecht zur
Zugrichtung ausgepréigte Form verlagern. Folglich fiihren die mechanischen Signale
bei den Dehnungsexperimenten zu einer Reaktion der Panc-1 Zellen in Form einer
morphologischen Umstrukturierung senkrecht zur Zugrichtung.

Zusitzlich zu den Dehnversuchen wurde die Zellmigration auf Rillen-Substraten un-
tersucht. Die folgenden Abbildungen 3.9 bis 3.11 zeigen exemplarisch den Unter-
schied der Migrationsbewegung auf flachen PDMS-Substraten (links) und auf Ril-

lenstrukturen mit unterschiedlichen Héhen (H=200nm, 350nm).
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Abbildung 3.9: Aufnahme der Migrations- Abbildung 3.10: Aufnahme der Migrati-
wege von Panc-1 Zellen aus 14 Stunden auf ei- onswege von Panc-1 Zellen aus 14 Stunden auf
nem flachen PDMS-Substrat. Die eingezeichnete einem 200nm hohen Rillen-Substrat. Die Breite
Skala entspricht 150um. und Abstand der Rillen betriagt 4um.

Abbildung 3.11: Aufnahme der Migrationswege von Panc-1 Zellen aus 14 Stunden auf einem
350nm hohen Rillen-Substrat. Die Breite und Abstand der Rillen betrigt 4um. Die eingezeichnete
Skala entspricht 150um.

Beim Vergleich der Abbildungen 3.9 bis 3.11 erkennt man, wie aus der zufilligen
Verteilung der Migrationsrichtungen von Panc-1 Zellen in der Kontrolle sich mit
zunehmender Rillenhdhe H eine gerichtete Bewegung entlang der Rillenstrukturen
entwickelt.

Die Beobachtungen aus der Ausrichtung der Zellen bei Dehnversuchen und dem
Migrationsverhalten zeigen die grundsétzliche mechanische Reaktionsfihigkeit von
Panc-1 Zellen auf, und schaffen infolgedessen die Grundvorraussetzung fiir die an-
schliefsenden Analysen der Umstrukturierung der Zellmorphologie und der Migrati-

onseigenschaften der Panc-1 Zellen.
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3.3 Zellorientierung

Mechanische Kréfte spielen eine entscheidende Rolle zur Erhaltung der Integritit
und Funktionalitdt einer Zelle [Janmey07]. Die Experimente mit zyklischer Deh-
nung von Substraten stellen ein etabliertes Verfahren dar, um mechanischen Kréifte
nachzuahmen. In der Regel fiihren solche Experimente hiufig zu einer Polarisierung
und Umstrukturierung der Zellmorphologie in eine bestimmte Richtung [Jung08|
[Hayakawa00] [Wang01]|. In diesem Zusammenhang wurden in vorangegangen Ar-
beiten verschiedene Grofen wie der Orientierungsparameter S und die charakteris-
tische Zeit 7 eingefiihrt und verwendet, um diese morphologische Umstrukturierung
zu beschreiben. Sie werden in diesem Abschnitt herangezogen, um den Einfluss der
Keratinumstrukturierung durch den SPC Effekt auf die morphologische Neuausrich-
tung und ihre bendtigte Dauer bei den Dehnversuchen zu untersuchen. Die genaue

Berechnung der verwendeten Gréfen ist in Abschnitt 2.3.3 auf Seite 44 hinterlegt.

3.3.1 Orientierung auf flachen PDMS-Substraten

In diesem Unterabschnitt werden die Ergebnisse aus Kontrollversuchen vorgestellt.
Hierfiir wurden die Panc-1 Zellen auf flache PDMS-Substrate ausgesit und iiber ein
Zeitraum von acht Stunden Phasenkontrastbilder in regelmifbigen Zeitabstdnden
aufgenommen. Aus den Aufnahmen wurde der Mittelwert fiir den Orientierungspa-
rameter S der Panc-1 Zellen bestimmt. Sie dienen als Referenz fiir die Ergebnisse
aus dem folgenden Abschnitt 3.3.2. Die zwei Abbildungen 3.12 und 3.13 auf Seite
56 zeigen die Verteilungen fiir den Mittelwert vom Orientierungsparameter S fiir die
Kontrollexperimente jeweils mit und ohne SPC-Behandlung. Hierzu wurde fiir jedes
Experiment zu jedem Zeitpunkt t; der Phasenkontrastaufnahmen die Orientierung
aller gemessenen Zellen bestimmt. Anschlieflend wurde der Mittelwert S; aus n Zel-
len zum Zeitpunkt t; gebildet. Die Abbildungen 3.12 und 3.13 auf Seite 56 zeigen
die Verteilung fiir S; jeweils mit und ohne SPC-Behandlung.

Beim Vergleich der Verteilungen aus den Abbildungen 3.12 und 3.13 auf Seite 56
erkennt man keinen Unterschied in der Orientierung der Panc-1 Zellen zu den jewei-
ligen Zeitpunkten t;. In beiden Fillen wurde der Orientierungsparamter S aus dem
Mittelwert aus allen Werten fiir S; mit dem Standardfehler zu Sxone.=Skont.sPc =
0.00 £ 0.02 bestimmt.
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Abbildung 3.12: Die Abbildung zeigt die Abbildung 3.13: Die Abbildung zeigt die
Verteilung fiir den Orientierungsparamter S; aus Verteilung fiir den Orientierungsparamter S;
den Kontrollversuchen ohne SPC-Behandlung aus den Kontrollversuchen mit SPC-Behandlung
(n=120 aus vier Experimenten mit 69 Zellen und (n=114 aus vier Experimenten mit 31 Zellen und
bis zu 38 Zeitpunkten). bis zu 38 Zeitpunkten).

3.3.2 Orientierung bei Dehnversuchen

Um die Wirkung vom SPC Effekt auf die Umstrukturierung der Zellmorphologie zu
untersuchen, wurden Panc-1 Zellen auf flache PDMS-Substrate ausgeséit und jeweils
mit und ohne SPC-Behandlung acht Stunden lang mit verschiedenen Frequenzen
zwischen 0.05Hz und 2.0Hz zyklisch gedehnt. Zur Charakterisierung der Zellorien-
tierung wurde der Orientierungsparameter S verwendet. Dieser wurde wie in Unter-
abschnitt 3.3.1 beschrieben bestimmt. Bei jedem Experiment wurde die Orientierung
zum jeweiligen Zeitpunkt t; aller gemessenen Zellen bestimmt. Anschlieffend wurde
der Mittelwert S; aus n Zellen zum Zeitpunkt t; gebildet. Zur Charakterisierung der
verschiedenen Einstellungen (Frequenz, SPC-Behandlung) wurde der Mittelwert aus
den Werten fiir S; gebildet. In der Tabelle 3.1 auf Seite 57 sind die Mittelwerte des
Orientierungsparameters S fiir die verwendeten Frequenzen dargestellt.

Bei Betrachtung der Werte aus Tabelle 3.1 erkennt man eine Abnahme vom Ori-
entierungsparameter S bei steigender Frequenz f. Folglich ist die Orientierung der
Zellmorphologie im Mittel mit steigender Frequenz f hdufiger senkrecht zur Zugrich-
tung ausgerichtet. Dieser Verlauf wird durch die SPC-Behandlung der Panc-1 Zellen
weiter verstarkt. Liegen die Werte fiir kleine Frequenzen noch dicht beieinander,
unterscheiden sich die Werte ab einer Frequenz von 0.2Hz zum ersten Mal. Ab die-
ser Schwelle sind die Orientierungsparameter fiir SPC-behandelte Zellen niedriger
als ohne SPC-Behandlung. Infolgedessen scheint die Umstrukturierung des Keratin-

netzwerks durch SPC die Ausrichtung der Zellmorphologie zu verstirken.
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Frequenz f [Hz] S ohne SPC n S mit SPC n
0.00 0.00 £ 0.02 69 0.00 = 0.02 31
0.05 -0.12 £ 0.02 74 -0.13 £ 0.02 60
0.10 -0.18 = 0.02 42 -0.21 £ 0.02 52
0.20* -0.25 £ 0.02 53 -0.32 £ 0.02 46
0.50% -0.38 £+ 0.02 72 -0.46 £ 0.02 46
1.00* -0.50 = 0.02 45 -0.60 £ 0.02 47
2.00* -0.60 £+ 0.02 63 -0.68 £ 0.02 69

Tabelle 3.1: Die Tabelle zeigt die verschiedenen Orientierungsparameter S mit Standardfehler
Sg und n untersuchten Zellen fiir die Ausrichtung der Panc-1 Zellen mit und ohne SPC-Behandlung
fiir die verschiedenen Frequenzen der Dehnung an. (*= signifikant unterschiedlich zwischen mit und
ohne SPC-Behandlung nach T-Test mit p<0.05).

Tragt man die Werte fiir S logarithmisch iiber die Frequenz f graphisch auf, ergibt
sich die folgende Abbildung 3.14.

0,0 | 4
m S ohne SPC-Behandlung
S mit SPC-Behandlung
014 o 4
&
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Abbildung 3.14: Darstellung des Orientierungsparameters S fiir die verschiedenen Frequenzen
der Dehnung jeweils mit und ohne SPC-Behandlung aus der Tabelle 3.1.
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Man erkennt anhand der Abbildung 3.14 eine Verschiebung fiir den Orientierungs-
parameter S, hin zu kleineren Werten fiir den Orientierungsparameter bei gleichen
Frequenzen. Wird eine exponentielle Funktion wie in Gleichung 3.1 an die Werte

angeglichen, ergeben sich zwei unterschiedliche Exponenten fe.

S(f) = Ae ¥ + B (3.1)

Thr Wert und die Varianz wurde ohne SPC-Behandlung zu f.(Kontrolle) = 0.54 +
0.02 1 und mit SPC-Behandlung zu f.(KontrolleSPC) = 0.63 £ 0.02 1 bestimmt.
Der Unterschied deutet darauf hin, dass die SPC-Behandlung den Ausrichtungsgrad
fiir die angewandte Frequenz erhoht. Betrachtet man z.B. den Wert fiir S=-0.60, so
wird dieser ohne SPC-Behandlung bei einer Frequenz von 2.0Hz erreicht, jedoch mit
SPC-Behandlung schon bei 1.0Hz.

Zusammenfassend deuten die Daten auf eine erhhte Anzahl von senkrecht zur Zu-
grichtung orientierten SPC-behandelten Panc-1 Zellen hin. Der Ausrichtungsgrad

scheint durch die Keratinumstrukturierung verstirkt zu werden.

3.3.3 Zeitliche Dauer der Neuausrichtung

In diesem Unterabbschnitt werden die Ergebnisse zur Dynamik der morphologi-
schen Umstrukturierung vorgestellt. Hierfiir wird die charakteristische Zeit 7 her-
angezogen, die den Prozess der morphologischen Umgestaltung charakterisiert. Sie
beschreibt die Dauer von einer anfinglich zufélligen Ausrichtung der Zellen (S=0)
zu einer neuen Vorzugsrichtung (S#0) mit einem exponentiellen Verlauf (vgl. Ab-
schnitt 2.3.3 auf Seite 44). Zu diesem Zweck wurde die zeitlichen Entwicklung des
Orientierungsparameters S bei einem Dehnversuch {iber die Zeit t aufgetragen und
anhand der Gleichung 2.2 auf Seite 46 mittels der Origin-Software angeglichen. Die
Abbildung 3.15 auf Seite 59 zeigt exemplarisch, wie die charakteristische Zeit 7 aus
einem Experiment bestimmt wurde.

Um die Genauigkeit der charakteristischen Zeit 7 nicht zu verfilschen, wurden die
Werte des Orientierungsparameters S, die im Vergleich zum allgemeinen Verlauf
mehr als 100% aufgrund von Zellteilung und dhnlichen Effekten abwichen als Aus-
reifser ausgeschlossen. Fiir jede Einstellung (Frequenz, SPC-Behandlung) wurden
mindestens drei Experimente durchgefiihrt und anschliefsend der Mittelwert fiir die
charakteristische Zeit 7 gebildet. Die auf diese Weise ermittelten Werte fiir die Dehn-
versuche sind in der folgenden Tabelle 3.2 dargestellt. Die Werte fiir die charakteris-
tische Zeit 7 mit Frequenzen unterhalb von 0.2Hz konnten aufgrund ihrer Schwan-

kungen nur mit sehr grofen Fehlern an die Funktion aus Gleichung 2.2 auf Seite 46
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Abbildung 3.15: Darstellung der zeitlichen Entwicklung vom Orientierungsparameter S bei
einem Dehnversuch mit SPC-Behandlung bei 8% Amplitude und einer Frequenz von 2,0Hz. Die
rote Linie ist die Angleichungskurve aus Gleichung 2.2 auf Seite 46, die mittels Origin angepasst
wurde. In diesem Fall betrdgt die charakteristische Zeit 7=0.43+0.07 h.

angeglichen werden und werden fiir die weitere Betrachtung ausgeschlossen. In der
folgenden Tabelle 3.2 sind die Werte der charakteristische Zeit 7 fiir die verschiede-

nen Frequenzen der Dehnung dargestellt.

Frequenz f [Hz] 7 [h] ohne SPC n 7 [h] mit SPC n
0.20* 1.47 £+ 0.06 34 0.91 = 0.03 46
0.50% 1.35 £ 0.8 28 0.85 + 0.06 46
1.00* 1.08 £ 0.04 35 0.75 £ 0.05 47
2.00 0.40 £ 0.06 63 0.40 + 0.06 69

Tabelle 3.2: Die Tabelle zeigt die charakteristische Zeit 7 fiir die verschiedenen Frequenzen der
Dehnung bei konstanter Amplitude von 8% an. Der angegebene Fehler beim Orientierungspara-

*

meter entspricht der Varianz aus der Angleichung und n der untersuchten Anzahl von Zellen. (*=
signifikant unterschiedlich zwischen mit und ohne SPC-Behandlung nach T-Test mit p<0.05)

Die Werte aus Tabelle 3.2 zeigen unabhéngig von der SPC-Behandlung eine Abnah-
me fiir die charakteristische Zeit 7 mit steigender Frequenz f. Beim Vergleich der

Werte 7 erkennt man, dass mit SPC-Behandlung zu einer weiteren Abnahme der
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charakteristische Zeit fiir Frequenzen unterhalb von 2.0Hz fiihrt. Im Fall von 2.0Hz
scheint die SPC-Behandlung keinen Einfluss mehr auf die charakteristische Zeit 7
zu haben und wurde unabhéngig zu 750y, = 0.40 4+ 0.06 h bestimmt.

Zur Untersuchung der Beziehung zwischen der charakterisitischen Zeit 7 und der
Dehnungsfrequenz f wurden die Werte aus Tabelle 3.2 graphisch aufgetragen. Die
folgenden Abbildung 3.16 und 3.17 zeigen die Werte sowohl in doppellogarithmischer

(links) als auch in linearer (rechts) Auftragung.

" o ohne SPC-Behandlung 2,04 ®  tohne SPC-Behandlung
= mit SPC-Behandlung <= mit SPC-Behandlung

154

1,0

Chrakteristische Zeit
-
Chrakteristische Zeit

0,5+

; 0,0 . : . T
0,1 1 0,0 05 1,0 15 2,0

Frequenz [Hz] Frequenz [Hz]

Abbildung 3.16: Darstellung der charakte- Abbildung 3.17: Darstellung der charakte-
ristischen Zeit 7 fiir die verschiedenen Frequen- ristischen Zeit 7 fiir die verschiedenen Frequen-
zen der Dehnung jeweils mit und ohne SPC- zen der Dehnung jeweils mit und ohne SPC-
Behandlung aus der Tabelle 3.2 in doppelloga- Behandlung aus der Tabelle 3.2 in linearer Auf-
rithmischer Auftragung. tragung.

Beide Abbildungen 3.16 und 3.17 zeigen eine Verschiebung der Werte fiir die cha-
rakteristische Zeit 7 mit SPC-Behandlung. Beim Vergleich der Messpunkte fiihrt
die SPC-Behandlung zu einer verkiirzten Reaktionszeit der Panc-1 Zellen, die ab
einer Frequenz von 2.0Hz in eine Art Sattigung iiber geht und die charakteristische
Zeit unabhingig von der SPC Zugabe wird. Die doppellogarithmische Auftragung in
Abbildung 3.16 ldsst auf keine konkrete Beziehung zwischen der charakteristischen
Zeit 7 und der Frequenz f der Form 7 oc f* schliefsen. Betrachtet man lediglich den
Bereich zwischen 0.2Hz und 2.0Hz aus Abbildung 3.17, erkennt man ein eher linea-
res Verhalten. Dabei ist die Steigung fiir das lineare Verhalten mit SPC-Behandlung
kleiner als ohne.

Folglich steigert die SPC-Behandlung dhnlich wie im Unterabschnitt 3.3.2 zuvor
die Reaktionsfihigkeit der Panc-1 Zellen bei Dehnversuchen, die jedoch ab einer
Frequenz von 2.0Hz in eine Art Sattigung zu gehen scheint. Das durch den SPC
Effekt umstrukturierte Keratinnetzwerk scheint die morphologische Neuausrichtung

der Zelle bis zu einem gewissen Grad zu begiinstigen.
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3.3.4 Diskussion

Mechanische Kréafte spielen eine entscheidende Rolle in der Regulierung der Integri-
tat und der Funktionalitét einer Zelle [Janmey07|. Krifte, die von aufen auf eine
Zelle wirken, werden von ihr wahrgenommen und in Signale umgewandelt, die ver-
schiedene Zellreaktionen hervorrufen. In diesem Zusammenhang stellen Experimente
mit zyklischer Dehnung von Substraten ein etabliertes Verfahren dar, um diese me-
chanische Krafte nachzuahmen. Eine hiufig beobachtete Reaktion von Zellen auf
eine zyklische Dehnung der Substrate ist die Polarisierung und Umstrukturierung
der Zellmorphologie senkrecht zur Zugrichtung [Jung08] [Hayakawa00| [Wang01]. In
diesem Zusammenhang wurden Panc-1 Zellen auf flache PDMS-Substrate ausgesit
und jeweils mit und ohne SPC-Behandlung mit verschiedenen Frequenzen gedehnt,
um den Einfluss der Keratinumstrukturierung durch den SPC Effekt auf die mor-
phologische Umgestaltung als Reaktion auf die Dehnung zu untersuchen.

Die dargestellten Ergebnisse aus Abschnitt 3.3 zeigen, dass die Panc-1 Zellen sich
unter den beschriebenen Bedingungen fiir die Dehnversuche bevorzugt senkrecht zur
Zugrichtung ausrichten. Der Orientierungsparameter S, der die Ausrichtung der Zel-
len charakterisiert, ist in diesem Zusammenhang aus der Kontrolle mit S~0 mit
steigender Dehnungsfrequenz abgefallen S,5,—-0.601+0.02, was eine hohere Anzahl
von senkrecht zur Zugrichtung orientierten Zellen entspricht. Die SPC-Behandlung
fiihrte fiir Frequenzen oberhalb von 0.2Hz bei den Dehnversuchen zu einem weiteren
Abfall der Orientierungsparameter. Folglich scheint das umstrukturierte Keratin-
netzwerk den Grad an Ausrichtung der Panc-1 Zellen positiv zu begiinstigen.

Eine mogliche Erklarung fiir diesen Effekt konnte eine unterschiedlich stark wirkende
Deformation auf die Panc-1 Zellen bei den Dehnungsversuchen sein. Das Keratin-
netzwerk wird haufig in Verbindung mit den mechanischen Eigenschaften von Epi-
thelzellen gebracht und konnte aufgrund dessen einen Teil der Deformation, die auf
eine Zelle wirkt, absorbieren |Yamada02| [Beil03] [Magin07| [Russell04] [Sivara09].
Eine Umstrukturierung des Keratinnetzwerks konnte den absorbierenden Beitrag der
Deformation erniedrigen und infolgedessen konnte eine hohere effektive Deformation
auf die Zelle wirken, die eine stirker ausgeprigte Zellreaktion, wie z.B eine erhéhte
Ausrichtung der Zellen senkrecht zur Zugrichtung, zur Folge hétte.

Der Einfluss der SPC-Behandlung wurde ebenfalls fiir die Dauer der morphologi-
schen Umstrukturierung beobachtet, bei der die charakteristische Zeit 7 mit zuneh-
mender Dehnungsfrequenz bis zu einer Art Sattigung bei 2Hz abnahm. In beiden
Fillen fiihrte die Keratinumstrukturierung durch den SPC Effekt zu einer schnelle-

ren Reorientierung der Panc-1 Zellen fiir Dehnungsfrequenzen unterhalb von 2Hz.
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Eine mogliche Erklarung fiir die schnellere Reorientierung beziiglich der charak-
teristischen Zeit 7 kénnte die erniedrigte Steifigkeit der Panc-1 Zellen bei SPC-
Behandlung liefern [Beil03]. In der Arbeit von Beil et al. wurde gezeigt, dass die
Steifigkeit von Panc-1 Zellen durch die SPC-Behandlung abnimmt. Die Abnahme
wird der Umstrukturierung vom Keratinnetzwerk zugeschrieben. Eine Ubertragung
dieser Ergebnisse auf die Resultate aus den Dehnversuchen kénnte zu der Schlussfol-
gerung fithren, dass die durch die Aktin-Myosin-Maschinerie generierten Kontraktio-
nen bei der morphologischen Umgestaltung auf eine erniedrigte Steifigkeit der Zelle
stofst, und aufgrund dessen die Zellreaktion schneller ablaufen kann. Die sterische
Interaktion zwischen den Keratinfilamenten und dem Aktinnetzwerk wére in die-
sem Zusammenhang erniedrigt und wiirde mit dem gleichen Maf an Kontraktion
eine schnellere Umstrukturierung erreichen. Folglich konnte die sterische Wechsel-
wirkung zwischen dem Aktin- und Keratinnetzwerk den Reorganisationsprozess der
Aktinfaser verlangsamen. Eine andere Mdoglichkeit die schnellere Reorientierung be-
zliglich der charakteristischen Zeit 7 zu erkldren, konnte an der leicht erh6hten Po-
lymerisierung von F-Aktin liefern. Sie SPC Behandlung fiihrt, neben der Abnahme
der Steifigkeit der Panc-1 Zelle, zu einer leichten Erhéhung von filamentésen Aktin
(ca. 5%), die die morphologischen Umstrukturierung der Zelle beschleunigen kénnte
[Beil03].

Der Fall fiir die Dehnungsfrequenz von 2.0Hz als eine Art Sattigung ist gesondert zu
betrachten. Die SPC-Behandlung scheint bei dieser Séttigung keinen Einfluss mehr
auf die morphologische Umgestaltungsdauer zu haben und folglich unabhéngig von
der Keratinstrukturierung zu sein. Dies kdnnte durch die Zerstérung der Kerat-
instrukturen in der Zellperipherie erklart werden. Bei hohen Frequenzen (2.0Hz)
kénnten die Keratinstrukturen in der Zellperipherie beeintrichtigt sein oder sogar
zerstort werden. Infolgedessen konnte man einen dhnlichen Effekt der verkiirzten
charakteristischen Zeit 7 wie bei der Umstrukturierung des Keratinnetzwerks durch
SPC erwarten. Eine Unterscheidung zwischen der Umstrukturierung des Keratin-
netzwerks durch SPC Behandlung und den zerstérten Keratinfilamenten in der Zell-
peripherie bei hohen Dehnfrequenzen (2.0Hz) wére nicht mehr méglich und beide

Fille kénnten das gleiche Verhalten aufweisen.
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3.4 Zellmigrationen

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Zellmigration werden in diesem Abschnitt
vorgestellt. Diese umfassen die Migration der Panc-1 Zellen auf flachen PDMS-
Substraten als Kontrolle, sowie die Migration bei den Dehnversuchen und mi-
krostrukturierten Oberflichen. Die Berechnung der verwendeten charakteristischen

Grofen aus den gewonnen Daten ist in Abschnitt 2.3.4 auf Seite 46 beschrieben.

3.4.1 Migration auf flachen PDMS-Substraten

Als Referenz fiir die Migrationsanalysen bei den Dehnversuchen, Sdulen und Rillen-
Substraten dienten die flachen PDMS-Substrate. Die Migration der Zellen wurde
unter gleichen Bedingungen analysiert und fiir verschiedene Grofen, wie sie in Ab-
schnitt 2.3.4 auf Seite 46 beschrieben sind, berechnet. Es wurden die Richtungsab-
héngigkeit D, der Orientierungsparameter S und das Verhétlis von M, /M, bestimmt,
die die Migration der Zellen charakterisieren. Die folgende Tabelle 3.3 umfasst die
charakteristischen Grofen mit den ermittelten Geschwindigkeiten fiir die Kontroll-

experimente mit und ohne SPC-Behandlung und werden anschlieffend im Einzelnen

vorgestellt.
Charakteristische Grofie ohne SPC mit SPC
Orientierungsparameter Sk onirole 0.02 £ 0.03 0.04 £ 0.05
M, /M, (Kontrolle) 0.98 + 0.03 0.99 + 0.02
Richtungsabhingigkeit D gontroiie 0.174 + 0.006 0.181 + 0.007
Geschwindigkeit ¥ [pm/min]| 0.44* £+ 0.02 0.65* £ 0.02

Tabelle 3.3: Die Tabelle zeigt die verschiedenen charakteristischen Gréfen mit Standardfehler
Sg fir die Zellmigration mit (n=71) und ohne (n=179) SPC-Behandlung fiir die Kontrollexperi-
mente auf flachen PDMS-Substraten, die nach Abschnitt 2.3.4 auf Seite 46 berechnet wurden. (*=
signifikant unterschiedlich zwischen mit und ohne SPC-Behandlung nach T-Test mit p<0.05).

Aus dem Winkel zwischen der X-Achse und der Gerade aufeinander folgender Posi-
tionen wiahrend der einzelnen Migrationsschritte wurde der Orientierungsparameter
S; nach Gleichung 2.1 auf Seite 45 bestimmt. Die auf diese Weise erhaltenen Werte
wurden fiir die gesamte Migration der Zelle gemittelt (3:%251- mit n Migrations-
schritten). Anschlieflend wurde der Mittelwert fiir alle untersuchten Zellen gebildet
(S:%X]? mit n untersuchten Zellen) und fithrten fiir den Orientierungsparameter
S ohne SPC-Behandlung zu Sgk,, = 0.02 + 0.03 und mit zu Skon.spc = 0.04 +
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0.05. Beide Werte sind annahrend Null. Folglich liegt eine zuféllige Migration der
Panc-1 Zellen vor, die im Mittel keine bestimmte Richtung bevorzugen. Bildet man
das Verhéaltnis zwischen der projizierten Migration auf die senkrecht zueinander ste-
henden X- und Y-Achsen, ergeben sich folgende Zahlen fiir die Verhéltnisse ohne
SPC-Behandlung M, /M, (Kon.) = 0.98 £+ 0.03 und mit M, /M, (Kon.SPC) = 0.99
=+ 0.02. Der Wert nah bei eins entspricht ebenfalls einer Migration in zufallige Rich-
tungen ohne das eine bestimmte bevorzugt wird. Als dritte charakteristische Grofse
wurde zusédtzlich der Wert fiir die Richtungsabhéngigkeit D bestimmt. Dieser errech-
net sich aus dem Verhéltnis des euklidischen (A.) und des akkumulierten Abstands
(A,) der Zellmigration. Er beschreibt bei einem Wert von eins die absolut gerichte-
te Bewegung in eine einzige Richtung (A.=A,), wihrend eines Werts nah bei Null
auf eine ungerichtete Bewegung hindeutet (A.«A,), bei der die Start- und Endpo-
sition nah beieinander liegen. Eine Migration bei dem die Start- und Endposition
identisch ist ergibt sich fiir die Richtungsabhéngigkeit ein Wert von D=0. Die Rich-
tungsabhingigkeit D wurde ohne SPC-Behandlung zu Dg,, — 0.18 £+ 0.01 und mit
zu Dgonspe= 0.19 £ 0.02 bestimmt. Die niedrigen Werte in beiden Féllen ent-
sprechen analog den anderen Gréfen einer ungerichteten zufilligen Migration der
Zellen. Zusétzlich zu den charakteristischen Grofen wurden die Geschwindigkeiten
v; der Zellen mit und ohne SPC-Behandlung aus den verschiedenen Positionen wih-
rend der Migration und den dazugehorigen Zeitabstéinden bestimmt. Hierbei wurde
die mittlere Geschwindigkeit v einer einzelnen Zelle aus den einzelnen Geschwin-
digkeiten wiahrend der Migration bestimmt (6:%&4 mit n Einzelgeschwindigkeiten
einer Zelle) und anschlieflend der Mittelwert fiir alle untersuchten Zellen bestimmt
(V=27 mit n untersuchten Zellen). Die ermittelten Werte betrugen ohne SPC-
Behandlung vione.=0.44 & 0.02 £ und mit vgonr.spc=0.65 £ 0.02 £2%. Die zwei
Abbildungen 3.18 und 3.19 auf Seite 65 zeigen die Winkelverteilung der einzelnen
Migrationsschritte als Rose-Diagramme aus jeweils 179 Zellen ohne und 71 Zellen
mit SPC-Behandlung. Die Winkelverteilungen in den Abbildungen 3.18 und 3.19
weisen eine isotrope runde Form auf, was auf eine ungerichtete Migration der Panc-
1 Zellen hindeutet und mit den ermittelten charakteristischen Grofen weiter oben
im Einklang steht.

Zusammenfassend deuten die ermittelten charakteristischen Grofen auf eine un-
gerichtete Migration der Zellen hin, bei der keine Richtung bevorzugt wird. Der
einzige Unterschied zur SPC-Behandlung ist in der Migrationsgeschwindigkeit zu
erkennen, die bei SPC-Behandlung zu einer Steigerung der Migrationsgeschwindkeit
fiihrt. Folglich begiinstigt die Umstrukturierung des Keratinnetzwerks die Migrati-

onseigenschaften von Panc-1 Zellen.
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Abbildung 3.18: Rose-Diagramm fiir die Abbildung 3.19: Rose-Diagramm fiir die
Winkelverteilung der einzelnen Migrationsschrit- Winkelverteilung der einzelnen Migrationsschrit-
te aus 170 Panc-1 Zellen ohne SPC-Behandlung te aus 71 Panc-1 Zellen mit SPC-Behandlung auf
auf flachen PDMS-Substraten. flachen PDMS-Substraten.

3.4.2 Migration bei Dehnversuchen

Ein weiterer Aspekt der Untersuchungen zur Migrationseigenschaften von Panc-
1 Zellen stellen, neben der morphologischen Umstrukturierung, die Migration auf
flachen zyklisch gedehnten PDMS-Substraten dar. Man erkennt den Einfluss der
zyklischen Dehnung auf das Migrationsverhalten anhand der Bewegungstrajektorien,

wie sie in den folgenden zwei Abbildungen 3.20 und 3.21 dargestellt sind.

Abbildung 3.20: Darstellung der Trajekto- Abbildung 3.21: Darstellung der Trajek-
rien von Panc-1 Zellen auf einem flachen PDMS- torien von Panc-1 Zellen auf einem flachen
Substrat aus 14 Stunden. Die eingezeichnete Ska- PDMS-Substrat bei einem Dehnversuch mit
la entspricht 150pum. SPC-Behandlung, Amplitude von 8% und Deh-

nungsfrequenz von 2.0Hz iiber knapp 8 Stunden.
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In der linken Abbildung 3.20 ist das Migrationsverhalten in Form von Bewegungs-
trajektorien aus einem Kontrollexperiment dargestellt, bei dem die Panc-1 Zellen auf
einem flachen PDMS-Substrat ausgesidt und die Migration aus Phasenkontrastauf-
nahmen erfasst wurde. Die rechte Abbildung 3.21 zeigt die Trajektorien aus einem
Dehnversuch mit der X-Achse als Zugrichtung. Am Verlauf der Trajektorien erkennt
man, wie sich die ungerichtete Migration ohne Vorzugsrichtung in eine gerichtete
Migration senkrecht zur Zugrichtung entlang der Y-Achse verdndert.

Zur Charakterisierung der Zellmigration diente dhnlich wie in Abschnitt 3.4.1 der
Orientierungsparameter S. Dieser dient in der Regel zur Charakterisierung der Aus-
richtung einer Zelle. Wird im Falle der Migration der Winkel zwischen der X-Achse
(Zugrichtung) und der Gerade aufeinander folgender Positionen wihrend der Migra-
tion ermittelt, so kann dieser ermittelte Winkel genutzt werden, um die Migration
anhand des Orientierungsparameters S zu charakterisieren. Es wurde fiir jeden Mi-
grationsschritt einer Zelle der Orientierungsparameter S; bestimmt. Im néchsten
Schritt wurde der Mittelwert fiir jede einzelne Zelle gebildet (S=1%S; mit n Mi-
grationsschritten). Anschliekend wurde der Mittelwert fiir alle untersuchten Zellen
gebildet (S=2X5 mit n untersuchten Zellen). Die folgende Tabelle 3.4 zeigt die Re-
sultate fiir den Orientierungsparameter S aus den Dehnungsexperimenten mit und
ohne SPC-Behandlung.

Frequenz f [Hz| S ohne SPC n S mit SPC n
0.10 -0.07 = 0.03 42 -0.11 £ 0.03 92
0.20 -0.20 £ 0.02 53 -0.19 £ 0.03 46
0.50* -0.26 = 0.02 72 -0.32 = 0.02 46
1.00* -0.29 £ 0.02 45 -0.38 £ 0.03 47
2.00* -0.36 = 0.02 63 -0.45 = 0.02 69

Tabelle 3.4: Darstellung der verschiedenen Orientierungsparameter S aus der Migration bei den
Dehnungsexperimenten mit und ohne SPC-Behandlung fiir die verschiedenen Dehnungsfrequenzen
mit Standardfehler Sg und n als Anzahl der untersuchten Zellen. (*= signifikant unterschiedlich
zwischen mit und ohne SPC-Behandlung).

Bei Betrachtung der Werte erkennt man eine Abnahme des Orientierungsparam-
ters S mit steigender Frequenz f, was einer erhhten Anzahl von Zellen entspricht,
die senkrecht zur Zugrichtung orientiert sind. Die Abnahme vom Orientierungspa-

rameter wird durch SPC Zugabe fiir Frequenzen oberhalb von 0.2Hz verstarkt. Zur
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Visualisierung der Werte aus Tabelle 3.4 wurden diese logarithmisch und linear in
den folgenden Abbildungen 3.22 und 3.23 dargestellt.
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Abbildung 3.22: Darstellung des Orientie- Abbildung 3.23: Darstellung des Orientie-
rungsparameters S flir die verschiedenen Fre- rungsparameters S fiir die verschiedenen Fre-
quenzen der Dehnung jeweils mit und ohne SPC- quenzen der Dehnung jeweils mit und ohne SPC-

Behandlung in logarithmischer Auftragung aus Behandlung in linearer Auftragung aus Tabelle
Tabelle 3.4. 3.4.

Am Verlauf der Messpunkte erkennt man aus den beiden Abbildungen 3.22 und
3.23 eine Verschiebung fiir den Orientierungsparamter S, je nachdem ob eine SPC-
Behandlung vorliegt oder nicht. In beiden Fillen liegt eine bevorzugte Migration der
Panc-1 Zellen senkrecht zur Zugrichtung entlang der Y-Achse vor. Dieser Effekt wird
mit zunehmender Frequenz stérker. Hierbei scheint die SPC Zugabe Frequenzen un-
terhalb von 0.5Hz keinen Unterschied auf die Migrationseigenschaften zu haben. Dies
andert sich ab einer Frequenz von 0.5Hz. Im Bereich von 0.5Hz bis 2.0Hz scheint
die SPC-Behandlung die bevorzugte Migration senkrecht zur Zugrichtung zu ver-
starken. Beim Vergleich der Werte fiir Soog.= -0.36 + 0.02 mit S; og.spc= -0.38
=+ 0.03 erkennt man, dass die SPC-Behandlung die benétigte Dehnungsfrequenz na-
hezu halbiert. Folglich scheint das umstrukturierte Keratinnetzwerk die Migration
wahrend der Dehnversuche derart zu beeinflussen, dass die gerichtete Migration der
Panc-1 Zellen senkrecht zur Zugrichtung zunimmt.

Zusétzlich wurden die Geschwindigkeiten der Panc-1 Zellen fiir die verschiedenen
Frequenzen bei den Dehnungsexperimenten ermittelt und sind in der Tabelle 3.5 auf
Seite 68 dargestellt. Diese sind jedoch kritisch zu betrachten, da die Unterschiede in
der Geschwindigkeit einzelner Zellen innerhalb der Experimente um teilweise 20%
abwichen. Die dargestellten Werte wurden mit dem Mittelwert aus den Experimen-

ten bestimmt und zusétzlich aus der Anzahl der untersuchten Zellen gewichtet.
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Frequenz f [Hz] v ohne SPC [£ n v mit SPC [£2] n
0.10* 0.50 £ 0.06 42 0.71 £ 0.7 52
0.20* 0.47 £ 0.04 23 0.60 = 0.04 46
0.50* 0.47 = 0.03 72 0.69 = 0.04 46
1.00* 0.43 £ 0.04 45 0.66 = 0.04 47
2.00" 0.50 £ 0.05 63 0.61 £ 0.05 69

Tabelle 3.5: Darstellung der verschiedenen mittleren Geschwindigkeiten v bei der Migration aus
den Dehnungsexperimenten mit und ohne SPC-Behandlung fiir verschiedene Dehnungsfrequenzen
mit Standardfehler Sg und n untersuchten Zellen. (*= signifikant unterschiedlich zwischen mit und
ohne SPC-Behandlung nach T-Test p<0.05)

Die ermittelten Werte sind beim Vergleich zu den Geschwindigkeiten aus den Ex-
perimenten mit Kontrollbedingungen ohne Dehnung etwa gleichgrof (vgl. Tabelle
3.3 auf Seite 63). Eine Abhéngigkeit der Geschwindigkeit von der Dehnungsfrequenz

konnte nicht festgestellt werden.

3.4.3 Migration auf Rillen-Substraten

Im Allgemeinen unterliegen Zellen wihrend der Migration physikalischen und chemi-
schen Signalen, die zusammen den Migrationsmechanismus dirigieren [Fouchard11]
[Hood02] [Wang2001]. Ein Vertreter der physikalischen Signale stellt eine veréinderte
Topographie dar [Loesberg06] [Doyle09]. Sie beeinflusst sowohl die Zellpolarisation
wie z.B. in Abbildung 3.24 als auch die Migrationsrichtung und wird als Contact-
Guidance bezeichnet |Teixeira03] [Frey06] [Saez07] [Hamilton10].

In diesem  Zusammenhang  wur-
den Panc-1 Zellen auf verschiedene
Rillen-Substrate mit und ohne SPC-
Behandlung kultiviert (vgl. Abschnitt
2.1.4 auf Seite 38), um den Einfluss der
Keratinumstrukturierung auf die Migra-
tionseigenschaften zu untersuchen. Die
Abbildung 3.24 zeigt exemplarisch eine
SPC-behandelte Panc-1 Zelle auf einem
Rillen-Substrat. Die Zellpolarisation

lauf llel ill k
verlduft parallel zu den Rillenstrukturen Abbildung 3.24: Darstellung der Zellpo-

entlang der Y-Achse. Dariiber hinaus larisation einer SPC-behandelten Panc-1 Zel-
le auf einem Rillen-Substrat mit Hohe=350nm,
Breite=4pum und Abstand=4pum.
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zeigen die Trajektorien der Migration in den Abbildungen 3.9 bis 3.11 auf Seite
54 den Einfluss der Rillenstrukturen auf die Migrationseigenschaften. Die Zellen
migrieren bevorzugt entlang der Rillen im Vergleich zu der ungerichteten Migration
bei der Kontrolle auf flachen PDMS-Substrate. Zur Quantifizierung der Zellmigra-
tion wurden verschiedene charakteristische Grofken bestimmt, die im Folgenden
einzeln vorgestellt werden.

Zuerst werden die Winkelverteilungen aus der Zellmigration mit und ohne SPC-
Behandlung dargestellt. Sie sind als Rose-Diagramme in den folgenden Abbildungen
3.25 und 3.26 dargestellt.
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Abbildung 3.25: Rose-Diagramm fiir die Abbildung 3.26: Rose-Diagramm fiir die
Zellmigration ohne SPC-Behandlung auf einem Zellmigration mit SPC-Behandlung auf einem
Rillen-Substrat mit Hohe=350nm, Breite=4um Rillen-Substrat mit H6he=350nm, Breite=4um
und Abstand=4pm. Das Diagramm zeigt die und Abstand=4um. Das Diagramm zeigt die
Winkelverteilung der Migrationsrichtung fiir Winkelverteilung der Migrationsrichtung fiir
n=64 Zellen. n=66 Zellen.

Beim Vergleich der Abbildungen 3.25 und 3.26 mit den entsprechenden Abbildun-
gen 3.18 und 3.19 auf Seite 65 aus den Kontrollen, erkennt man eine Verdnderung
der Verteilung. Diese verdndert sich von einer runden (Kontrolle) in eine stark oval
ausgepragte Form, die entlang der Rillen ausgerichtet ist. Dariiber hinaus kann man
bei der SPC-Behandlung im Vergleich zu ohne eine Abnahme der Verteilung entlang
der X-Achse im mittleren Bereich erkennen. Folglich scheint die mikrostrukturierte
Oberfliche einen Einfluss auf die Migrationsrichtung von Panc-1 Zellen zu haben,
die durch SPC-Behandlung verstirkt werden kann. Infolgedessen stellt die gerich-
tete Migration durch die verwendete Topographie die Grundvoraussetzung fiir die
folgenden Analysen dar. Im Folgenden werden die berechneten Werte vorgestellt, die

diese Winkelverteilung charakterisieren.
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Als erstes wurde der Orientierungsparamer S fiir die Migration auf den verschiedenen
Rillen-Substraten analog wie in Unterabschnitt 3.4.2 auf Seite 65 beschrieben berech-
net. Im Vergleich zu den Ergebnissen bei den Dehnversuchen (vgl. Abschnitt 3.4.2)
bei dem die Zugrichtung gleich mit der X-Achse verlduft, verlaufen die Rillenstruk-
turen entlang der Y-Achse. Infolgedessen entspricht bei den Rillenexperimenten ein
Wert fiir S=1 einer Migration entlang der Rillen, S=-1 senkrecht zu diesen und S=0
einer beliebigen Migration ohne Vorzugsrichtung. Die Berechnung des Orientierungs-
parameters S fiir die verschiedenen Rillen-Substrate mit und ohne SPC-Behandlung
fiihrt zu den in Tabelle 3.6 enthaltenen Werten.

Experiment S ohne SPC n S mit SPC n
Kontrolle 0.02 £ 0.03 179 0.04 £+ 0.05 71
H200-B2-A2* 0.28 £+ 0.02 95 0,45 + 0.03 52
H200-B4-A4* 0.33 + 0.02 90 0.43 £+ 0.02 53
H350-B2-A2* 0.42 £+ 0.02 91 0.55 £ 0.02 61
H350-B4-A4* 0.47 £+ 0.02 89 0.57 £+ 0.02 59

Tabelle 3.6: Die Tabelle zeigt die verschiedenen Orientierungsparameter S mit Standardfehler
Sg fiir die Zellmigration mit und ohne SPC-Behandlung fiir die Kontrollen und auf den Rillen-
Substraten. Hierbei beschreibt H die Hohe der Rillen in nm, B die Breite in um, A den Abstand
zwischen den Rillen in pm und n die Anzahl der untersuchten Panc-1 Zellen. (*= signifikant un-
terschiedlich zwischen mit und ohne SPC-Behandlung nach T-Test p<0.05)

Zur Veranschaulichung werden die Werte aus Tabelle 3.6 in der Abbildung 3.27 auf
Seite 71 dargestellt.

Die Betrachtung der Werte fiir den Orientierungsparameter S fiihrt zu vier Erkennt-
nissen. Erstens migrieren die Panc-1 Zellen auf allen Substraten entlang der Rillen-
strukturen fiir alle Dimensionierungen der Rillenstrukturen (Hohe, Breite und Ab-
stand) und der SPC-Behandlung (Sg.p. >Skont.). Zweitens fithrt die SPC-Behandlung
bei allen verwendeten Rillen-Substraten zu einem verstérkten Vermogen, entlang
der Rillenstrukturen zu migrieren (S, spc>S_gpc). Drittens steigert sich ohne SPC-
Behandlung das Vermogen der Zellen entlang der Rillenstrukturen zu migrieren mit
zunehmender Breite und Abstand der Rillenstrukturen (Sps_44>Sp2_a2), die mit
zunehmender Hohe der Rillenstrukturen weiter verstirkt wird (Sgss0>Sgo00). Sie
erreicht ihr Maximum ohne SPC-Behandlung bei den Substraten H350-B4-A4 und
erreicht einen Wert von S—0.47+0.02. Viertens fiihrt die SPC-Behandlung ebenfalls

zu einem verstirkten Vermogen entlang der Rillenstrukturen zu migrieren, wenn
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Abbildung 3.27: Darstellung des Orientierungsparameters S mit Standardfehler Sg fiir die
Zellmigration mit und ohne SPC-Behandlung fiir die Kontrollen und auf den Rillen-Substraten aus
Tabelle 3.6.

die Hohe der Rillenstrukturen von 200nm auf 350nm zunimmt. Jedoch scheint die
Dimensionierung der Substrate, betreffend der Breite B und dem Abstand A, kei-
nen Einfluss mehr auf dieses Vermogen zu haben. In beiden Féllen wurde fiir den
Orientierungsparameter ein dhnlicher Wert ermittelt, der mit SPC-Behandlung ein
Maximum bei den H350-B4-A4 Rillen-Substraten von S=0.57+0.02 erreicht.

Bildet man wie im Unterabschnitt 3.4.1 die Verhéltnisse zwischen der projizierten
Migration auf die senkrecht zueinander stehenden X- und Y-Achsen, ergeben sich
folgende in der Tabelle 3.7 enthaltenden Werte. Hierbei entspricht die Y-Achse dem

Verlauf der Rillenstrukturen.

Experiment M, /M, ohne SPC n M,/M, mit SPC n
Kontrolle 0.98 £ 0.03 136 0.99 £ 0.02 a7
H200-B2-A2* 0.71 £ 0.02 26 0.48 £ 0.02 35
H200-B4-A4* 0.61 = 0,02 86 0.49 + 0.02 29
H350-B2-A2* 0.53 = 0.02 101 0.38 &= 0.02 23
H350-B4-A4* 0,48 £ 0.02 102 0.39 £ 0.02 92

Tabelle 3.7: Die Tabelle zeigt die verschiedenen Mittelwerte fiir die Verhéltnisse M, /M, mit
dem Standardfehler Sg fiir die Zellmigration mit und ohne SPC-Behandlung fiir die Kontrollen
und auf den Rillen-Substraten. Hierbei beschreibt H die Hohe der Rillen in nm, B die Breite in
pm, A den Abstand zwischen den Rillen in ym und n die Anzahl der untersuchten Panc-1 Zellen.
(*= signifikant unterschiedlich zwischen mit und ohne SPC-Behandlung nach T-Test p<0.05)
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Die ermittelten Werte fiir M, /M, zeigen ein dhnliches Verhalten der Panc-1 Zellen
bei Rillenstrukturen auf wie beim Orientierungsparameter S. Zur Visualisierung sind
die Werte fiir M, /M, aus Tabelle 3.7 in der folgenden Abbildung 3.28 dargestellt.
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Abbildung 3.28: Darstellung der Verhéltnisse M, /M, mit Standardfehler aus Tabelle 3.7 fiir
die Migration mit und ohne SPC-Behandlung fiir die Kontrollen und auf den Rillen-Substraten.

Ohne SPC-Behandlung fillt der Wert fiir die Verhéltnisse mit steigender Breite B
und steigendem Abstand A der Rillenstrukturen ab, die durch hohere Rillenstruk-
turen noch weiter abfillt. Die SPC-Behandlung fiihrt bei allen Substraten zu einer
verstiarkten Migration entlang der Rillenstrukturen M, /M, (mit SPC)<M, /M, (ohne
SPC). Jedoch ist diese wie beim Orientierungsparameter S nur von der Rillenhdhe
H abhéngig und nicht von der Dimensionierung der Rillenstrukturen.

Zusitzlich wurde die Richtungsabhingigkeit D der Zellen fiir die unterschiedlichen
Substrate berechnet und sind in der folgenden Tabelle 3.8 dargestellt.

Experiment D ohne SPC n D mit SPC n
Kontrolle 0.174 + 0.006 162 0.181 £ 0.007 68
H200-B2-A2* 0.191 + 0.007 56 0.302 £ 0.010 58
H200-B4-A4* 0.217 + 0.005 89 0.296 £+ 0.008 62
H350-B2-A2* 0.228 + 0.008 108 0.364 £ 0.010 66
H350-B4-A4* 0.251 +£ 0.006 62 0.357 £ 0.023 65

Tabelle 3.8: Darstellung der Richtungsabhéngigkeit D mit Standardfehler aus der Zellmigration
mit und ohne SPC-Behandlung fiir die Kontrollen und auf den Rillen-Substraten fiir n Zellen. (*
signifikant unterschiedlich zwischen mit und ohne SPC-Behandlung nach T-Test p<0.05)
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Eine graphische Auftragung der ermittelten Werte D fiihrt zur folgenden Abbildung.
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Abbildung 3.29: Darstellung der Richtungsabhiingigkeit D mit Standardfehler aus der Zell-
migration mit und ohne SPC-Behandlung fiir die Kontrollen und auf den Rillen-Substraten.

Am Verlauf der Werte erkennt man analog zu den anderen Parametern, dass ohne
SPC-Behandlung die Richtungsabhingigkeit D mit steigender Breite B, Abstand A
und Hohe H der Rillenstrukturen zunimmt. Die SPC-Behandlung verstirkt diesen
Effekt fiir alle verwendeten Substrate und erhoht sich um ca. 35% bei H=200nm und
um 50% bei H=350nm. Jedoch scheint auch an dieser Stelle die SPC-Behandlung
zwar die Richtungsabhingigkeit mit steigender Rillenhéhe zu verstirken, jedoch ist
diese unabhéngig von der Dimensionierung der Rillenstrukturen.

Als letztes wurde die mittlere Durchschnittsgeschwindigkeit v auf den Rillen-
Substraten bestimmt. Thre Werte sind in der folgenden Tabelle 3.9 dargestellt.

Experiment v ohne SPC n v mit SPC n
Kontrolle* 0.44 £+ 0.04 179 0.65 + 0.06 71
H200-B2-A2* 0.45 £+ 0.05 107 0.65 + 0.03 58
H200-B4-A4* 0.46 + 0.06 73 0.63 + 0.03 52
H350-B2-A2* 0.47 £ 0.04 112 0.68 + 0.05 67
H350-B4-A4* 0.47 £ 0.05 110 0.69 + 0.06 66

Tabelle 3.9: Darstellung der Migrationsgeschwindigkeiten ¥ mit Standardfehler fiir die Expe-
rimente aus den Kontrollen und Rillen-Substraten jeweils mit und ohne SPC-Behandlung. (*=
signifikant unterschiedlich zwischen mit und ohne SPC-Behandlung nach T-Test p<0.05)
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Beim Vergleich der Werte fiir Experimente ohne SPC-Behandlung féllt auf, dass die
Dimensionierung der Rillen-Substrate fiir die mittlere Durchschnittsgeschwindigkeit
v keinen Einfluss hat. Sie ist nahezu gleich mit dem Wert fiir die Kontrollen und liegt
bei ca. 0.45 + 0.05 pm/min. Das gleiche Verhalten zeigen die Werte mit der SPC-
Behandlung auf. Ungeachtet der SPC-Behandlung scheint die Dimensionierung der
Rillenstrukturen im Vergleich zur Kontrolle mit SPC-Behandlung keinen Einfluss
auf die mittlere Migrationsgeschwindigkeit zu haben und ihr Mittelwert betréigt ca.
0.65 £ 0.05 pm/min.

Obwohl die Migrationsgeschwindigkeit innerhalb der Experimente mit oder ohne
SPC-Behandlung nahezu konstant erscheint, zeigt der Orientierungsparameter zu-
sammen mit den anderen charakteristischen Grofen ein erhohtes Vermdogen entlang
der Rillenstrukturen zu migrieren. Dieser Effekt nimmt ohne SPC-Behandlung bei
Zunahme von Hohe, Breite und Abstand der Rillenstrukturen zu und wird durch
SPC-Behandlung weiter verstirkt. Jedoch scheint die gerichtete Migration der Panc-
1 Zellen auf den Rillenstrukturen durch die SPC-Behandlung nur von der Héhe der
Rillen abhéngig zu sein und nicht vom Abstand und Breite der Rillen.

3.4.4 Migration auf den Sidulen-Substraten

Im Rahmen dieser Arbeit dienten neben den Rillenstrukturen die Sdulen-Substrate
als ein weiterer Typ einer mikrostrukturierten Oberfliche mit einer anderen Art
der Anisotropie (vgl. Abschnitt 2.1.3 auf Seite 37). Im Gegensatz zu den flachen
PDMS-Substraten und Rillenstrukturen wurden diese jedoch lediglich an den Spit-
zen der Sdulen mit Fibronektin beschichtet, wie sie aus einem Vergleichssubstrat
in Abbildung 3.30 einzusehen ist. Infolgedessen konnten die Panc-1 Zellen nur auf
den Saulenspitzen Adhésionen via Integrine ausbilden. Dies dufsert sich in der mor-
phologischen Zellform dadurch, dass der Bereich der Zellperipherie sich entlang der
Saulenspitzen abstiitzt, wie man exemplarisch an Abbildung 3.31 auf Seite 75 er-
kennen kann. Entsprechend den Ergebnissen aus den Rillenstrukturen in Abschnitt
3.4.3 auf Seite 68 wurde die Wirkung der SPC-Behandlung auf die Migrationseigen-
schaften von Panc-1 Zellen auf den Sdulen-Substraten untersucht. Die Ergebnisse
werden im Folgenden vorgestellt.

Die Beobachtung der Phasenkontrastaufnahmen fiir die Migration auf den Séulen-
Substraten zeigten, dass die Panc-1 Zellen bis auf einige wenige Zellen ausschliefslich
auf den Sdulenspitzen migrierten. Zellen die zwischen den Sdulenstrukturen migrier-
ten wurden fiir die Analyse der Migration auf den Sdulen-Substraten ausgeschlossen.

Den Anfang der Analysen stellen die errechneten Mittelwerte fiir die Geschwindig-
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75

keit v dar. Sie wurden ohne SPC-Behandlung zu v(ohneSPC)= 0.45 £+ 0.02

um
min

und mit zu v(mitSPC)= 0.58 £ 0.02 £ bestimmt. Vergleichbar zu den anderen
Substraten fiihrt die SPC-Behandlung zu einer Steigerung der Geschwindigkeit der

Panc-1 Zellen auf den Saulen-Substraten.

Abbildung 3.30: Darstellung der Siulen-
strukturen mit Breite 2um, einem Abstand zwi-
schen den Sdulen 6pm und einer Hohe 10um.
Die Spitzen der Sdulenstrukturen wurden mit
Alexab68 angefiarbten Fibronektin beschichtet.
Die eingezeichnete Skala entspricht 25um.

Abbildung 3.31: Darstellung einer Panc-1
Zelle auf den Saulenstrukturen mit Durchmes-
ser 4um, Abstand zwischen den S&ulen von 6um
und einer Hohe von 8,7um. Die eingezeichneten
weilen Pfeile stellen die Ankerpunkte der Zel-
lauflage dar. Die eingezeichnete Skala entspricht
30pum.

Im n#chsten Schritt sind die Trajektorien aus der Migration auf den Saulenstruktu-
ren mit und ohne SPC-Behandlung in den Abbildungen 3.32 und 3.33 dargestellt.
Der Durchmesser der Sdulenstrukturen betrug 4um mit einem Abstand zwischen

den Saulen von 6um und einer Héhe von 8.7um.

Abbildung 3.32: Darstellung der Migra-
tionstrajektorien fiir Panc-1 Zellen auf einem
Saulen-Substrat ohne SPC-Behandlung. Die ein-
gezeichnete Skala entspricht 100um.

Abbildung 3.33: Darstellung der Migra-
tionstrajektorien fiir Panc-1 Zellen auf einem
Saulen-Substrat mit SPC-Behandlung. Die ein-
gezeichnete Skala entspricht 100um.
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Beim Vergleich der Abbildungen 3.32 und 3.33 erkennt man auf dem ersten Blick
kein groften Unterschied, wie bei den Trajektorien aus den Rillenstrukturen in den
Abbildungen 3.9 bis 3.11 auf Seite 54. Bei ndherer Betrachtung erkennt man jedoch
bei SPC-Behandlung eine leichte Tendenz zur Migration entlang der X- und Y-Achse.
Zur Untersuchung einer moglichen Verdnderung der Migrationseigenschaften sind
die Winkelverteilungen der Migrationsschritte als Rose-Diagramme in den folgenden
Abbildungen 3.34 und 3.35 jeweils mit und ohne SPC-Behandlung dargestellt.
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Abbildung 3.34: Winkelverteilung der Mi- Abbildung 3.35: Winkelverteilung der Mi-
grationsbewegungen auf den Saulen-Substraten grationsbewegungen auf den Sdulen-Substraten
ohne SPC-Behandlung (n=111). mit SPC-Behandlung (n=>56).

Man erkennt bei der linken Abbildung 3.34 ohne SPC-Behandlung eine isotrope
Winkelverteilung fiir die Migration auf den Sdulen-Substraten. Folglich migrieren
die Zellen ohne SPC-Behandlung in zufillige ungerichtete Richtungen. Im Gegen-
satz dazu zeigt die Winkelverteilung aus Abbildung 3.35 bei SPC-Behandlung eine
deutlich verdnderte Form auf.

Die Berechnung des Orientierungsparameters S aus der Migration analog zu den
Ergebnissen aus den Rillen-Experimenten in Abschnitt 3.4.3 auf Seite 68 ergibt
mit und ohne SPC-Behandlung einen Wert von S=0.00 £+ 0.04. Die Werte deu-
ten auf eine zufillige Migration der Zellen hin und scheinen im Widerspruch zu
der Winkelverteilung in Abbildung 3.35 zu stehen. Jedoch muss bedacht werden,
dass eine mogliche bevorzugte Migration entlang der X- und Y-Achse sich durch die
Mittelwertbildung fiir den Orientierungsparamater S aus den einzelnen Migrations-
schritten aufheben konnte. In diesem Fall wére eine Unterscheidung zwischen einer
zufilligen Migration und einer gerichteten Migration entlang der Hauptachsen nicht

mit dem Orientierungsparameter zu unterscheiden. Ahnlich verhilt es sich mit den
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Verhéltnissen aus der Projektion der Migration auf die X- und Y-Achse (M,/M,).
Diese wurden ohne SPC-Behandlung zu M, /M, (ohneSPC)=1.01 £ 0.04 und mit zu
M, /M, (mitSPC)=1.02 & 0.06 bestimmt. Entsprechend des Orientierungsparameters
S deuten die Werte fiir M, /M, nah bei eins ebenfalls auf eine zuféllige Migration hin.
Gleichermafien lassen sich die Verhéltnisse M, /M, im Falle einer zufilligen Migrati-
on und einer gerichteten Migration entlang der X- und Y-Achse nicht unterscheiden.
Zur Unterscheidung der beiden Fille zeigen die folgenden Abbildungen 3.36 und 3.37
die Winkelverteilung der Migration in Grad. Hierbei wurden alle Migrationswinkel

aus Symmetriegriinden in den ersten Quandraten gespiegelt |Kemkemer06].
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Abbildung 3.36: Winkelverteilung der Mi- Abbildung 3.37: Winkelverteilung der Mi-
grationsbewegungen auf den Sdulen-Substraten grationsbewegungen auf den Sdulen-Substraten
ohne SPC-Behandlung (n=111) in Grad. Die mit SPC-Behandlung (n=>56) in Grad. Die Héu-
Héufigkeit wurde auf die Gesamtzahl der Wer- figkeit wurde auf die Gesamtzahl der Werte nor-
te normiert. Die Schrittweite betragt 10°. miert. Die Schrittweite betragt 10°.

Die linke Abbildung 3.36 zeigt eine eher gleichméfige Verteilung der Migrations-
schritte an. Folglich liegt ohne SPC-Behandlung eine ungerichtete Migration der
Panc-1 Zellen auf den Saulen-Substraten vor. Im Gegensatz dazu zeigt die Abbil-
dung 3.37 eine leichte Umverteilung der Winkel hin zu den Werten bei 0° und 90°
auf. Folglich scheinen die Panc-1 Zellen durch die SPC-Behandlung eher entlang der
X- und Y-Achse zu migrieren.

Zusammenfassend scheint die SPC Zugabe und der damit verbundenen Keratinum-
strukturierung die Migrationsrichtung der Panc-1 Zellen &hnlich wie bei den Deh-
nungsexperimenten aus Abschnitt 3.4.2 und den Rillenstrukturen aus Abschnitt 3.4.3

zu beeinflussen.
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3.4.5 Diskussion

Die Zellmigration ist ein komplexer Vorgang, die von einem koordinierten Zusam-
menspiel des Aktinnetzwerks und anderen Zytoskelettelementen zusammen mit Zel-
ladhésionen gesteuert wird |Goldyn2009] [Wang2001| [Ridley03] [Clainche08|. Das
Aktinnetzwerk spielt bei der Migration die tragende Rolle in der morphologischen
Gestaltung der Frontlinie in Migrationsrichtung durch die Ausbildung von Filo-
und Lamellipodien zusammen mit der Aktin-Myosin Kontraktilitit, wihrend z.B
die Mikrotubuli den Riickzug vom hinteren Teil der Zelle regulieren |Ballestrem00)|
[Wehrle03]. Die Zellen unterliegen wihrend der Migration physikalischen und chemi-
schen Signalen, die zusammen den Migrationsmechanismus dirigieren [Fouchard11]
[Hood02] [Wang2001]. Ein bekannter Vertreter der physikalischen Signale auf das
Zellverhalten wird als Contact-Guidance bezeichnet. Bei der Contact-Guidance wird
die ungerichtete Migrationsrichtung durch eine strukturierte Oberflichengeometrie
beeinflusst, die je nach Beschaffenheit der Topographie eine bevorzugte Migrations-
richtung vorgeben kann [Loesberg06] [Doyle09]. Unter anderem wurden in anderen
Arbeiten rillenartige Strukturen vergleichbar mit den Rillen-Substraten dieser Arbeit
hergestellt, die fiir verschiedene Zelllinien eine gerichtete Migration und Zellpolari-
sation zeigten |Teixeira03] [Kemkemer06| [Andersson03].

In diesem Zusammenhang wurde der Einfluss der Keratinstruktur auf die Migrati-
onseigenschaften in verschiedenen Experimenten und Substraten untersucht (Dehn-
versuche, Rillen- und S#ulen-Substrate).

Die dargestellten Ergebnisse aus dem Kapitel 3.4 zeigen deutlich, dass die Panc-1
Zellen bevorzugt senkrecht zur Zugrichtung bei den Dehnversuchen bzw. entlang der
Rillen bei den mikrostrukturierten Substraten migrieren.

Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung bei den Dehnversuchen kénnte die
wirkende Deformation auf die Zelle liefern. Die Aktinfasern konnten bei den Dehn-
versuchen senkrecht zur Zugrichtung im Vergleich zur Zurgrichtung einer geringeren
Belastung durch die Deformation unterliegen. Dementsprechend kénnte die Ausbil-
dung von Aktinfasern in Zugrichtung gestért und instabil sein, wihrend die Poly-
merisierung von Aktinfasern senkrecht dazu stabiler wire |Teixeira03]. Die Folge
hieraus wire eine bevorzugte Migration der Zellen senkrecht zur Zugrichtung, die
mit zunehmender Beeintrichtigung in diesem Fall mit steigender Frequenz stérker
ausgepragt wire. Die Ergebnisse zeigen dariiber hinaus, dass die bevorzugte Migra-
tion senkrecht zur Zugrichtung durch das umstrukturierte Keratinnetzwerk weiter
verstarkt werden kann. Dies konnte durch die stabilisierende Wirkung des Kera-

tinnetzwerks erkliart werden. Ahnlich wie in Unterabschnitt 3.3.4 diskutiert wurde,
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konnte das Keratinnetzwerk eine stabilisierende Wirkung auf die Zellintegritét in
der Zellperipherie haben, die einen Teil der wirkenden Deformation absorbiert und
dadurch den Grad an Beeintrichtigung der Aktinfaser in Zugrichtung entgegenwirkt.
Die Umstrukturierung vom Keratinnetzwerk durch die SPC-Behandlung kénnte die-
se stabilisierende Wirkung aufheben, das eine verstéarkte Migration der Panc-1 Zellen
mit SPC-Behandlung senkrecht zur Zugrichtung zur Folge hétte.

Die Analysen aus der gerichteten Migration auf den Rillen-Substraten zeigen ein ab-
weichendes Zellverhalten zu dhnlichen Arbeiten mit anderen Zelllienen, bei denen die
Polarisation und gerichtete Migration zunahm mit abnehmendem Abstand zwischen
den Rillenstrukturen [Biela09] [Curtis98] [Grew08|. Das abweichende Verhalten der
Panc-1 Zellen kénnte durch instabile Aktinfasern erklért werden. Gesetzt den Fall,
dass die Zelloberfliche bei kleinen Rillenabstinden keinen oder nur einen sehr ge-
ringen Kontakt zum Substratboden herstellen kann, konnte die Polymerisierung von
Aktinfasern entlang der Rillenstrukturen im Vergleich zur senkrechten Ausbildung
dieser durch die fehlenden Adh&sionsmdglichkeiten zwischen den Rillenstrukturen
stabiler sein |Teixeira03]. Bei steigendem Abstand zwischen den Rillenstrukturen
kénnte der Kontakt zwischen der Zelle und dem Substratboden ansteigen, was zu
einer Steigerung der Adhisionsmdéglichkeiten fiihren wiirde. Dies konnte zur Ausbil-
dung von mehr stabilen Aktinfilamenten fiihren und als ein stérkeres Signal auf die
Zelle wirken, die bevorzugt entlang der Rillen migriert. Dieser Mechanismus wiirde
die stirker gerichtete Migration der Panc-1 Zellen mit steigendem Rillenabstand A
und steigender Rillenhéhe H erklaren.

Die Auswirkungen der SPC-Behandlung auf das Migrationsverhalten auf den Rillen-
Substraten konnten durch eine stabilisierende Wirkung des Keratinnetzwerks auf die
Zellintegritat erklart werden. Die SPC-Behandlung und die damit verbundene Um-
strukturierung des Keratinnetzwerks kénnte &hnlich wie bei den Dehnversuchen eine
eventuelle stabilisierende Wirkung auf die Zellintegritdt autheben. Dies konnte zur
Folge haben, dass der Kontakt zwischen der Zell- und Substratoberfliche grofer
wire als im Vergleich zu einem intakten Keratinnetzwerk. Die Zelle konnte den ge-
samten zur Verfiigung stehenden Raum zwischen den Rillenstrukturen einnehmen,
unabhingig davon, ob der Abstand zwei oder vier Mikrometer sind. Entsprechend
dem Absatz vorher konnte der grofere Kontakt zwischden der Zelle und der Sub-
stratoberflache als ein stirkeres Signal auf die Zelle wirken, die bevorzugt entlang
der Rillen migriert. Dieser Mechanismus wiirde dariiber hinaus erklaren, das die
gerichtete Migration bei SPC behandelten Panc-1 Zellen zwar unabhéngig von der
verwendeten Breite und Abstand der Rillenstrukturen war, wohl aber von deren

Héhe. Analog zum Absatz vorher konnte der Kontakt zwischen der Zell- und Sub-
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stratoberfliche mit zunehmender Hohe der Rillenstrukturen ansteigen, was zu einer
Steigerung der Adhésionsmoglichkeiten fithren wiirde. Dies konnte zur Folge haben,
dass ein stirkeres Signal auf die Zelle wirkt und sie infolgedessen bevorzugt entlang
der Rillen migriert. Einige Arbeiten zeigen in diesem Zusammenhang z.B. das die
Wirkung der Rillenhéhe bis zu einer bestimmten Hoéhe die Ausrichtung von Zellen
beeinflusst [Teixeira03] [Hamilton10] [Andersson03] [Dalby04].

Die Analysen zur Migration auf den Sdulen-Substrate kdnnten sich durch eine dhn-
liche Erklarung wie bei den Rillen-Substraten deuten lassen. Die Migration auf den
Saulen-Substraten zeigt ohne SPC-Behandlung eine zufillige Migration auf den Sau-
len. Folglich scheint diese topographische Oberfliche keine Signalwirkung auf die
Migration der Panc-1 Zellen zu haben. Die Winkelverteilung fiir die Migrations-
schritte der SPC behandelten Panc-1 Zellen zeigt eine Verdnderung auf, die sich von
der isotropen Verteilung der Migrationschritte ohne SPC-Behandlung unterschei-
det. Eine moégliche Erkldrung kénnte analog zu den bisherigen Beobachtungen aus
den Experimenten mit den Rillen-Substraten sein, dass das intakte Keratinnetzwerk
als stabilisierendes Integritdtselement die Ausrichtung von Aktinfasern unterstiitzt
und hierdurch die topographische Oberflache nicht als Signal wahrgenommen wird.
Die Umstrukturierung des Keratinnetzwerks durch die SPC-Behandlung konnte die
Zellintegritat reduzieren und infolgedessen, die Migrationseigenschaften verdndern.
Eine mogliche Erwartung wire, dass infolge der SPC-Behandlung die Panc-1 Zellen
bevorzugt in Richtung des kleinsten Abstandes zwischen den Sdulen migrieren (X-
und Y-Achse). Dies ist jedoch nicht aus den Migrationsanalysen hervorgegangen.
Weitere Experimente mit einer hoheren Anzahl an untersuchten Zellen und anderen

Sadulenabstinden konnten teilweise auf solche Erwartungen erfiillen.

3.5 Einfluss vom Zytoskelett auf die Morphologie

Das Zytoskelett einer Zelle ist an einer Vielzahl von zellspezifischen Funktionen wie
z.B. die Wechselwirkung der Zelle mit ihrer Umgebung in Form von Fokalen Adhésio-
nen oder der Zellmigration beteiligt [Fletcher10| [Wehrle03| [Magin07|. Eine weitere
wichtige Funktion stellt die Stabilisierung der Zellmorphologie dar. Neuste Arbei-
ten von Small et al. zeigen in diesem Zusammenhang wie das Aktin im Zellkortex
die Stabilisierung der Form unterstiitzt [Urbanl0| [Alberts]. Einen dhnlichen Ef-
fekt wird den Intermediérfilamenten nachgesagt [Magin07] [Helfand03| [Helfand04]
[Toivola97|. Die einzelnen Funktionen und Eigenschaften der Zytoskelettelemente
konnen im Abschnitt 1.1 auf Seite 11 nachgelesen werden.

In diesem Zusammenhang stellt die Untersuchung der stabilisierenden Wirkung der
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Zellmorphologie durch die einzelnen Zytoskelettelemente mittels der Adhéisionsfliche
einen Aspekt in dieser Arbeit dar. Hierzu wurden Panc-1 Zellen auf flache PDMS-
Substrate ausgesét (vgl. Abschnitt 2.1.5 auf Seite 39) und mit unterschiedlichen
Drogen behandelt, die die einzelnen Zytoskelettelemente Aktin, Mikrotubuli und
Keratin als Intermediérfilament manipulieren. Zur Untersuchung der morphologi-
schen Stabilitdat der Zelle wurde die zeitliche Entwicklung der Adhé&sionsfliche A auf
den Substraten ca. 45 Min. vor und 90 Min. nach der Drogenzugabe erfasst und mit
Kontrollexperimenten verglichen. Hierzu wurde die Adhésionsfliche A von mehreren
Zellen erfasst, auf ihren Anfangswert normiert und zu jedem Zeitpunkt ¢; iiber die
Anzahl der Zellen gemittelt. Die Tabelle 3.10 enthilt die auf die Zytoskelettelemente

gewirkten Drogen mit ihren Endkonzentrationen im Experimentiermedium.

Droge Wirkung Konzentration Literatur
CytochalasinD Bindet an die Aktinpolymere 1 pmM [WakaO1]
und verhindert ihre Polymerisie-
rung
Nocodazol Stort das Mikrotubuli-Netzwerk 3 pmM [Mikha98|

durch Depolymerisierung

SPC Fiihrt zu einer Umstrukturie- 1.5 pumM |Beil03|
rung des Keratinnetzwerks (vgl.
Abschnitt 1.3.4 auf Seite 22)

Tabelle 3.10: Angaben fiir die Endkonzentration der verwendeten Drogen und ihre Wirkung
auf die einzelnen Zytoskelettelemente [Bershadsky96] [Seufferlein95] [Wakita98|.

In den folgenden Unterabschnitten 3.5.1 bis 3.5.3 werden die Ergebnisse der verwen-

deten Drogen vorgestellt.

3.5.1 Einfluss von Keratin auf die Zellmorphologie

Die Untersuchung der Stabilitdt in Bezug auf die Adhésionsflache A mit Keratin
als Intermedidrfilament bedient sich am SPC-Effekt (vgl. Abschnitt 1.3.4 auf Seite
22) |Beil03] [Seufferlein95| [Wakita98|. Dieser ermoglicht die Auswirkungen einer
Umstrukturierung vom Keratinnetzwerk auf die Zellmorphologie zu untersuchen.
Die Fluoreszenzaufnahmen in den Abbildungen 3.38 und 3.39 auf Seite 82 zeigen
in diesem Zusammenhang links die Aufnahme einer gewShnlichen Panc-1 Zelle als
Kontrolle und rechts das einer mit umstrukturiertem Keratinnetzwerk eine Stunde
nach SPC Zugabe.
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control

Abbildung 3.38: Darstellung vom Ke- Abbildung 3.39: Darstellung vom Keratin-
ratinnetzwerk einer Panc-1 Zelle ohne SPC- netzwerk einer Panc-1 Zelle eine Stunde nach
Behandlung. Die Skala entspricht 20um. SPC-Behandlung. Die Skala entspricht 20um.

Man erkennt in der linken Abbildung 3.38 wie das Keratinnetzwerk vom perinu-
klearen Bereich bis in die Zellperipherie reicht [Beil03]. Im Gegensatz dazu ist das
Keratin in Abbildung 3.39 nach einer Stunde SPC Zugabe hauptséchlich um den
Zellkern konzentriert. Um den Einfluss der Umstrukturierung des Keratinnetzwerks
zu untersuchen, wurde die zeitliche Entwicklung der Zelladhésionsfliche A von meh-
reren Zellen bestimmt. Anschliefend wurden die Flichen auf die Ausgangsgrofse
normiert und am Schluss gemittelt. Die folgenden Phasenkontrastaufnahmen in der

Abbildung 3.40 zeigt exemplarisch Panc-1 Zellen vor und nach der SPC Zugabe.

Abbildung 3.40: Phasenkontrastaufnahme von Panc-1 Zellen (A) 45 Minuten vor und (B) 95
Minuten nach SPC Zugabe. Die Skala entspricht 100um.

Beim Betrachten der Abbildung 3.40 erkennt man keinen merklichen Unterschied in
der Adhésionsfliche der Panc-1 Zellen. Die Berechnung des Mittelwerts der Adhési-



3.5. EINFLUSS VOM ZYTOSKELETT AUF DIE MORPHOLOGIE 83

onsfliche A aus dem Zeitraum vor der SPC Zugabe und des Mittelwerts der letzten
100 Minuten des Experiments als eine Art Grenzwert fiir die SPC-Behandlung fiihrt
zu den in der Tabelle 3.11 dargestellten Werten. Aufgrund der starken Streuung der
Zellgrofke und der damit verbundenen Adhésionsfliche A pso¢ innerhalb derselben
Experimente ergeben sich grofe Abweichungen. Infolgedessen wurde die Adh&sions-
flache auf ihre Anfangsgrofie normiert A, . miert- Die folgende Tabelle 3.11 beinhaltet
die absolute und normierte Adhésionsfliche A fiir die Kontrollexperimente mit und
ohne SPC Zugabe.

Typ ohne SPC Sk mit SPC Sg
Aupsorut [1m?] 4102 + 418 4206 + 465
A ormiert 1.04 + 0.05 1.05 + 0.06

Tabelle 3.11: Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der absoluten und normierten Adhisionsfliiche
A vor der SPC Zugabe und den Mittelwert aus den letzten 100 Minuten nach SPC Zugabe als
Grenzwert mit Standardfehler Sg.

Ein Vergleich der Werte zeigt, dass die SPC-Behandlung keinen Einfluss auf die
Adhésionsflache der Panc-1 Zellen hat. Zur Veranschaulichung zeigt die folgende
Abbildung 3.41 die zeitliche Entwicklung des Mittelwerts der normierten Adhési-
onsfliche A, von Panc-1 Zellen vor und nach Zugabe vom Wirkstoff SPC.
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Abbildung 3.41: Darstellung der zeitlichen Entwicklung des Mittelwerts der normierten Ad-
héasionsflache A, 4, mit (orange, n=27) und ohne (schwarz, n=31) SPC-Behandlung.
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Die Abbildung 3.41 zeigt im untersuchten Zeitraum von ca. 150 Minuten keinen si-
gnifikanten Unterschied zwischen den Kontrollexperimenten, trotz Zugabe des Wirk-
stoffs SPC. Die Schwankungen um den Wert eins herum im Graphen 3.41 kénnen
in beiden Experimenten den kleinen Verédnderungen der Adhésionsfliche A bedingt
durch die Migration der Zellen wiahrend dem betrachteten Zeitfenster von ca. 150
Minuten zugeschrieben werden. Folglich hat die Umstrukturierung des Keratinnetz-

werks keinen grofien Einfluss auf die Gréfse der Adhésionsfléche.

3.5.2 Einfluss der Mikrotubuli auf die Zellmorphologie

Der Beitrag der Mikrotubuli zur Stabilisierung der Adhésionsfliche wurde mit dem
Wirkstoff Nocodazol untersucht [Mikha98| [Bershadsky96]. Dieser Wirkstoff dep-
olymerisiert das bestehende Mikrotubulinetzwerk und ermdoglicht auf diese Weise
dessen Auswirkungen auf die Adhésionsfliche zu bestimmen. Dariiber hinaus wur-
den Experimente mit SPC-behandelten Panc-1 Zellen durchgefiihrt, denen ebenfalls
Nocodazol zugesetzt wurden, um deren mégliche Interaktionen zu bestimmen. Die
folgenden vier Phasenkontrastaufnahmen in den Abbildungen 3.42 und 3.43 zeigen
exemplarisch Panc-1 Zellen vor und nach der Zugabe von Nocodazol jeweils mit und
ohne SPC Vorbehandlung.

Abbildung 3.42: Phasenkontrastaufnahme von Panc-1 Zellen (A) 45 Minuten vor und (B) 95
Minuten nach Nocodazol Zugabe ohne SPC-Behandlung. Die Skala entspricht 50um.
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Abbildung 3.43: Phasenkontrastaufnahme von Panc-1 Zellen (A) 45 Minuten vor und (B) 95
Minuten nach Nocodazol Zugabe mit SPC-Behandlung. Die Skala entspricht 50pm.

Beim Vergleich der Aufnahmen 3.42 und 3.43 ist kein deutlicher Unterschied der Ad-
hasionsfliche A zu erkennen. Zur Untersuchung wurde wie im Unterabschnitt 3.5.1
zuvor der Mittelwert der Adhésionsfliche A aus dem Zeitraum vor der SPC Zugabe
und dem Mittelwert der letzten 100 Minuten des Experiments als eine Art Grenzwert
fiir die Nocodazol Behandlung berechnet. Diese lieferten vergleichbare Werte nahe
eins wie im Falle der Keratinumstrukturierung und sind in der folgenden Tabelle
3.12 dargestellt. Die Abweichungen der Adhé#sionsfliche A ps01,¢ in der Tabelle 3.12
im Vergleich zur Tabelle 3.11 ist auf die starke Streuung der Zellgréfsen zuriickzu-
fiihren. Infolgedessen wurde die Adhésionsfliche jeder Zelle auf ihre Anfangsgrofe

normiert A, .mier+ Und anschliekend gemittelt.

Typ ohne Nocodazol Sk mit Nocodazol Sk

A spsorut (Kont.) 5177 pm? + 375 5377 pum? + 409
A ormiert (Kont.) 1.04 + 0.05 1.10 + 0.06
Aspsorut (SPC) 5124 pm? + 506 5352 pm? + 525
Aormiert (SPC) 1.02 + 0.03 1.07 + 0.06

Tabelle 3.12: Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der absoluten und normierten Adhésionsfliiche
A vor und den Mittelwert aus den letzten 100 Minuten des Experiments nach der Nocodazol Zugabe
als Grenzwert mit Standardfehler Sg.

Beim Vergleich der Werte ist kein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollen
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mit und ohne SPC mit der Nocodazol Behandlung nachweisbar. Zur Veranschauli-
chung zeigen die folgenden Graphen in den Abbildungen 3.44 und 3.45 die zeitliche

Entwicklung des Mittelwerts der normierten Adhésionsfliche A, miert-
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Abbildung 3.44: Darstellung der zeitli- Abbildung 3.45: Darstellung der zeitli-

chen Entwicklung der normierten Adhisionsfld- chen Entwicklung der normierten Adhisionsfla-

che von SPC freien Panc-1 Zellen, die mit (griin, che von SPC-behandelten Panc-1 Zellen, die zu-

n=33) und ohne (schwarz, n=31, (Kontrolle)) s&tzlich mit (griin, n=32) und ohne (schwarz,

Nocodazol behandelt worden sind. n=27, (Kontrolle)) Nocodazol behandelt worden
sind.

Die Betrachtung des linken Graphen 3.44 zeigt dhnlich wie im oberen Abschnitt 3.5.1
keinen merklichen Unterschied der Adhisionsfliche nach Zugabe von Nocodazol.
Folglich haben Mikrotubuli ebenfalls keinen grofsen Einfluss auf die Stabilitdt der
Adhésionsflache. Im Falle der SPC-behandelten Panc-1 Zellen ergibt sich fiir den
Graphen 3.45 das gleiche Verhalten. Auch in diesem Fall ist kein Effekt aufser den
kleinen Schwankungen erkennbar. Vergleicht man beide Graphen miteinander, so
scheint das umstrukturierte Keratinnetzwerk keinen zusitzlichen Einfluss auf die
Adhisionsflache zu haben. Infolgedessen scheint das Keratinnetzwerk zusammen mit
den Mikrotubuli eine eher untergeordnete Rolle in der Stabilitit der Adhésionsfliche

zu spielen.

3.5.3 Einfluss von Aktin auf die Zellmorphologie

Der Einfluss des Aktinnetzwerks auf die Stabilitat der Adhésionsfliche wurde mit-
tels dem Wirkstoff CytochalasinD untersucht [WakaOl]. CytochalasinD bindet an
die Aktinpolymere und verhindert ihre Polymerisierung und beeintréchtigt das be-
stehende Aktinnetzwerk. Die Experimente mit der CytochalasinD Behandlung von
Panc-1 Zellen erfolgten analog zu denen der Nocodazol-Experimente aus Abschnitt
3.5.2. Die Wirkung der Keratinumstrukturierung durch den SPC-Effekt wurde zu-

sitzlich zur Behandlung mit CytochalasinD untersucht, um mogliche Interaktionen
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zu priifen. Die folgenden vier Phasenkontrastaufnahmen in den Abbildungen 3.46

und 3.47 zeigen exemplarisch Panc-1 Zellen vor und nach der Zugabe von Cytocha-

lasinD jeweils mit und ohne SPC Vorbehandlung.

Abbildung 3.46: Phasenkontrastaufnahme von Panc-1 Zellen (A) 45 Minuten vor und (B) 95
Minuten nach CytochalasinD Zugabe ohne SPC-Behandlung. Die Skala entspricht 100um.

Abbildung 3.47: Phasenkontrastaufnahme einer Panc-1 Zelle (A) 45 Minuten vor und (B) 95
Minuten nach CytochalasinD Zugabe mit SPC-Behandlung. Die Skala entspricht 100um.

Beim Vergleich der Phasenkontrastaufnahmen ohne SPC Vorbehandlung aus der
Abbildung 3.46 erkennt man eine deutliche Abnahme der Adhésionsflache. Dieser
Effekt scheint durch eine SPC Vorbehandlung verstiarkt zu werden (vgl. Abbildung

3.47). Zur Charakterisierung der Abnahme wurde wie in den zwei Unterabschnitten
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3.5.1 und 3.5.2 zuvor der Mittelwert der Adhésionsfliche A aus dem Zeitraum vor
der SPC Zugabe und dem Mittelwert der letzten 100 Minuten des Experiments als
eine Art Grenzwert fiir die CytochalasinD Behandlung berechnet. Die ermittelten
Werte sind in der folgenden Tabelle 3.13 dargestellt.

Typ ohne CytoD Sk mit CytoD Sk

A spsorut (Kont.)* 5050 pm? + 385 2719 pm? + 156
Aormiert (Kont.)* 1.01 + 0.03 0.54 + 0.03
Aapsorut (SPC)* 5208 pm? 4545 | 2135 pm?  + 188
Aormiert (SPC)* 1.00 + 0.03 0.41 + 0.03

Tabelle 3.13: Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der absoluten und normierten Adhésionsfliiche
A vor und den Mittelwert aus den letzten 100 Minuten des Experiments nach der CytochalasinD
Zugabe als Grenzwert mit Standardfehler Sg. (*= signifikant unterschiedlich zwischen mit und
ohne SPC-Behandlung nach T-Test p<0.05)

Die Abweichung der Adhé&sionsfliche A ps0¢ in der Tabelle 3.13 im Vergleich zu den
Tabellen 3.11 und 3.12 ist auf die starke Streuung der Zellgréften zuriickzufiihren.
Infolgedessen wurde die Adhéasionsfliche jeder Zelle auf ihre Anfangsgrofe normiert
und anschlieffend gemittelt. Beim Vergleich der Werte aus Tabelle 3.13 erkennt man
eine deutliche Abnahme der Adhésionsfliche ohne SPC Vorbehandlung um ca. 46%
(Ayorm.=0.54+0.03). Die Abnahme ist im Falle einer SPC Vorbehandlung stérker
ausgepragt und nimmt im Vergleich ohne SPC Vorbehandlung nochmals um 24%
ab (A,orm.=0.4140.03). Zur Veranschaulichung wurde die zeitliche Entwicklung der
Adhésionsfliche A mit der Zugabe von CytochalasinD jeweils mit und ohne SPC
Vorbehandlung in den Abbildungen 3.44 und 3.45 auf Seite 86 aufgetragen.

Der linke Graph 3.44 zeigt im Vergleich zur Kontrolle kurz nach Zugabe von Cytocha-
lasinD einen starken Abfall der Adhésionsflache. Sie halbiert sich nahezu innerhalb
von zwei bis drei Minuten nach Zugabe der Droge auf einen Wert von ca. 54% der
Anfangsgrofe.

Dieser Effekt wird fiir die SPC-behandelten Panc-1 Zellen aus dem rechten Graphen
3.45 weiter verstirkt und es ergibt sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich
zu ohne SPC-Behandlung (T-Test p<0.05). In diesem Fall ist eine Abnahme von
ca. 59% zu verzeichnen. Im Vergleich zu den SPC freien Panc-1 Zellen nimmt die

Adhésionsfliche mit SPC-Behandlung nochmals um ca. 24% weiter ab.
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Abbildung 3.48: Darstellung der zeitli- Abbildung 3.49: Darstellung der zeitli-

chen Entwicklung der normierten Adhésionsfli- chen Entwicklung der normierten Adhésionsfli-

che von SPC freien Panc-1 Zellen, die mit (rot, che von SPC-behandelten Panc-1 Zellen, die zu-

n=46) und ohne (schwarz, n=31, (Kontrolle)) s&tzlich mit (rot, n=16) und ohne (schwarz,

CytochalasinD behandelt worden sind. n=27, (Kontrolle)) CytochalasinD behandelt
worden sind.

3.5.4 Diskussion

Das Zytoskelett einer Zelle ist an vielen zellspezifischen Funktionen beteiligt, wie z.B.
die Wechselwirkung der Zelle mit ihrer Umgebung [Fletcher10] [Urban10] [Magin07].
Eine weitere wichtige Funktion stellt die Stabilisierung der Zellmorphologie dar. Ak-
tuelle Ergebnisse von Small et al. zeigen z.B. wie das Aktin im Zellkortex dicht unter-
halb der Zellmembran die Stabilisierung der Zellmorphologie unterstiitzt [Urban10]
[Alberts]. Ahnlich verhilt es sich mit den Intermediiirfilamenten, denen nachgesagt
wird, dass sie ebenfalls einen Anteil zur Stabilisierung der Zellmorphologie beitragen
[Magin07] [Helfand03| [Helfand04| [Toivola97]. Zur Untersuchung der morphologi-
schen Stabilitdt der Panc-1 Zellen wurden verschiedene Drogen (vgl. Tabelle 3.10
auf Seite 3.10) eingesetzt, die die einzelnen Elemente des Zytoskeletts beeinflussen,
wie z.B. CytochalasinD die Polymerisierung von Aktinfilamenten verhindert. Die
Auswirkungen der Drogen auf die Morphologie wurden iiber die Zelladhisionsflache
charakterisiert.

Den Anfang der Untersuchungen bildete das Keratinnetzwerk als Intermediarfila-
ment. Diesem wird nachgesagt, dass es aufgrund seiner Steifigkeit und zellstruktur-
bildenden Fiahigkeit starr wirken kann [Helfand04]. Infolgedessen wird sie haufig mit
der morphologischen Stabilitdt in Verbindung gebracht [Coulombe00]| [Helfand03].
Die dargestellten Ergebnisse aus Unterabschnitt 3.5.1 zeigen jedoch, dass die Um-
strukturierung der Keratinfilamente durch den SPC Effekt (vgl. Abschnitt 1.3.4 auf
Seite 22) keine Verdnderung der Adhésionsfliche zur Folge hat. Folglich scheint das
Keratinnetzwerk unter Bedingungen ohne mechanischen Einfluss bei der morpho-

logischen Stabilisierung der Zelle unter Ruhebedingungen eine vorerst eher passive
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untergeordnete Rolle zu spielen. Dies kdnnte sich jedoch in Anlehnung an die Dehn-
versuche dndern, wenn mechanische Kréfte auf die Zelle in Form von Deformatio-
nen wirken. Unter Wirkung von mechanischen Kriften wie die Deformation kénnte
das Keratinnetzwerk aktiv werden und als stabilisierendes Element der Zellinte-
tritdt agieren. In diesem Zusammenhang deuten neuere Forschungsergebnisse das
steife und starr wirkende Keratinnetzwerk als ein eher hoch dynamisches Element,
das einem stindigen Auf- und Abbauprozess unterliegt [Windoffer99] [Windoffer06]
[K6lsch09] [Ko6lschl0]. Die Beobachtungen und Ergebnisse aus diesem Abschnitt
konnten dazu dienen, beide Vorstellungen iiber das Keratinnetzwerk als steifes und
zugleich hochdynamisches Netzwerk zu betrachten.

Im néchsten Schritt wurde der Einfluss der Mikrotubuli auf die morphologische
Stabilitdt untersucht. Die dargestellten Ergebnisse in Unterabschnitt 3.5.2 deuten
dhnlich wie Falle des Keratinnetzwerks auf eine eher untergeordnete Rolle der Mi-
krotubuli auf die morphologische Stabilitit bei den Panc-1 Zellen hin. Es ist kei-
ne Verdnderung der Adhésionsfliche nach Zugabe von Nocodazol zu verzeichnen.
Die zusitzliche Vorbehandlung der Panc-1 Zellen mit SPC, fiihrt trotz Zugabe von
Nocodazol zu keinen signifikanten Verdnderungen der Adhé#sionsfliche. Obwohl die
Mikrotubuli in einer Vielzahl von biologischen Prozessen wie der Zellmigration oder
dem Transport von inneren Objekten beteiligt ist, scheint sie bei dieser Zelllinie
keine aktive Rolle in der Stabilisierung der Zellmorphologie zu spielen [Kaverina(2]
[Bershadsky96] [Goode00] [Hu02] [Mikha98] [Allen85].

Im letzten Schritt zeigten die Ergebnisse aus Unterabschnitt 3.5.3 einen starken
Einfluss der Aktinfilamente auf die morphologische Stabilitdt. Nach Zugabe von Cy-
tochalasinD halbierte sich nahezu der Wert fiir die Adhé&sionsflache. Folglich spielt
das Aktinnetzwerk im Vergleich zu den anderen Zytoskelettelementen Mikrotubuli
und Keratin als Intermediérfilament die tragende Rolle in der morphologischen Sta-
bilitdt der Adhésionsfliche. Dies konnte insbesondere mit den Adhé#sionsstrukturen
und den Aktinfasern am Zellkortex erkldrt werden |[Urbanl0|. Das feinstrukturier-
te Aktinnetzwerk im Zellkortex dicht unterhalb der Zellmembran stabilisiert lokal
die Morphologie der Zelle, die ihrerseits durch den Aktin-Myosin-Komplex mitein-
ander verbunden wird [Alberts| [Ballestrem00| [Clainche08] [Pollard09]. Eine Be-
eintrachtigung der Aktinfasern konnte zu einem globalen Kollaps der Morphologie
fiihren, wie sie beispielsweise bei der Trypsinierung von Zellen durch die Abrun-
dung der Zellperipherie zu beobachten sind. Beim Vergleich der Adhésionsflichen
von SPC-behandelten Panc-1 Zellen fithren diese zu einer weiteren Abnahme der
Adhésionsflache, die im Vergleich zu Zellen ohne SPC-Behandlung nochmals um
24% abnimmt. Folglich scheint das Keratinnetzwerk beim Ausbleiben der Stabilisie-
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rung der Adhésionsflache durch das Aktinnetzwerk einen Beitrag zur Stabilisierung
zu leisten. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte die Verteilung der Keratinfila-
mente innerhalb der Zelle liefern, die von der Zellperipherie in Richtung Zellkern
zunimmt [Kolsch10] [K6lsch09]. Hierbei konnte die geringere Anzahl von Keratinfi-
lamenten in der Zellperipherie im Vergleich zum perinuklearen Bereich der Zelle nur
fiir eine unzureichende Stabilitdt sorgen. Mit Zunahme und entsprechender Anzahl
der Keratinfilamente in Richtung Zellkern kénnte die unzureichende stabilisierende
Wirkung der Keratinfilamente in eine stabile Zellmorphologie iibergehen. Werden
die Beobachtungen aus der CytochalasinD Zugabe auf die Panc-1 Zellen auf die
Verbildlichung des Tensegrity-Models iibertragen, entspricht das der Beeintréchti-
gung der Stiitzpfeiler des geodétischen Zeltes, das zu einem Kollaps fiihren wiirde.
Das Keratinnetzwerk konnte als eine Art weiteres Geriist betrachtet werden, die den
Kollaps durch die Aktinfasern mindert. Wird jedoch dieses Geriist zusétzlich beein-
trichtigt, so konnte der Zusammenbruch der Zelle verstirkt werden.

Die dargestellten Ergebnisse fiihren zu einer vorldufigen Hierarchie beziiglich der sta-
bilisierenden Wirkung einzelner Zytoskelettelemente auf die Adhésionsfliche. Hierbei
spielt das Aktinnetzwerk eindeutig die tragende Rolle. Als zweitstéirkstes Element
erweist sich aus den dargestellten Ergebnissen das Keratinnetzwerk, das einen An-
teil zur Stabilisierung im perinuklearen Bereich der Zelle beitrigt. Als letztes und
schwichstes Element erwiesen sich die Mikrotubuli, die zu keinen Verdnderungen der
Adhésionsflache bei Zugabe von Nocodazol, unabhéingig von der SPC-Behandlung,

fithrten.
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3.6 Aktin-Keratin Orientierung

Die Umstrukturierung innerer Bestandteile ist eine {iberlebenswichtige Féahigkeit von
Zellen, die an zahlreichen Prozessen wie z.B. Fokale Adhésion, Morphologische Sta-
bilitdt und in der Zellmigration beteiligt ist [Wehrle03] [Chen97] [Schoumacher10)]
[Campbell10]. Das Zytoskelett spielt in diesem Zusammenhang eine tragende Rolle
bei Umstrukturierungsprozessen (vgl. Abschnitt 1.1 auf Seite 11). Von allgemeinem
Interesse der Zellforschung sind die Auswirkungen von dufseren Kriften auf eine Zelle
und deren innere Bestandteile. Infolgedessen nimmt insbesondere das Aktinnetzwerk
als die treibende Kraft der morphologischen Umstrukturierung eine gesonderte Stel-
lung ein [Gavara0O8| [Pellegrin07] [Pollard09] [Schoumacher10] [Clainche08|. Dariiber
hinaus beleuchten jlingste Arbeiten die Interaktionen zwischen den einzelnen Zy-
toskelettelementen wie beispielsweise das Aktinnetzwerk und die Mikrotubuli bei
der Zellmigration [Goode00] [Ballestrem00| [Etienne04].

In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit die mégliche strukturelle Wech-
selwirkung zwischen dem Aktinnetzwerk und dem Keratin als Intermediérfilamente
untersucht. Hierbei wurde die rdumliche Orientierung des Aktin- und Keratinnetz-
werks untersucht. Hierzu wurden immuncytochemische Fiarbungen (vgl. Abschnitt
2.2.3 auf Seite 41) am Aktin und Keratin durchgefiihrt und ihre Orientierung mittels
eines selbstgeschriebenen Programms untersucht (vgl. Abschnitt 2.3.5 auf Seite 48).
Die dargestellten Ergebnisse in den kommenden Unterabschnitten 3.6.1 und 3.6.2
sind kritisch zu betrachten, weil die Bildanalyse der Strukturen nicht den gesamten
Bereich der Zelle umfasst, sondern lediglich kleinere Bereiche der Zelle analysiert
werden konnten. Dariiber hinaus wurde die Bildanalyse durch die unterschiedliche
Struktur und die starken Intensititsgefille bei den Fluoreszenzaufnahmen erschwert.
Daher wurde das Keratinnetzwerk zusatzlich mit dem Elektronenmikroskop unter-
sucht, um daraus auf einem zweiten Weg die Orientierung vom Keratinnetz zu be-
stimmen. Die Abbildungen 3.50 und 3.51 auf der néchsten Seite zeigen exemplarisch
die Orientierungsanalysen des Aktin- und Keratinnetzwerks aus den immuncytoche-
mischen Farbungen und aus den Elektronenmikroskopaufnahmen.

Die durchgefiihrten Experimente umfassten Panc-1 Zellen auf flachen PDMS-
Substraten (Kontrolle) und zusétzlich Dehnversuche (siehe Abschnitt 2.3.2 auf Seite
44), jeweils mit und ohne dem Wirkstoff SPC. Die PDMS-Substrate wurden 8 Stun-
den mit einer Frequenz von 2Hz und einer Amplitude von 8% gedehnt und im An-

schluss fixiert. In den folgenden Unterabschnitten werden die Resultate vorgestellt.
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Abbildung 3.50: Veranschaulichung der Datengewinnung fiir die Orientierungsanalyse des
Aktins und Keratins aus den immuncytochemischen Farbungen. In Abbildung A ist die Fluores-
zenzaufnahme einer Panc-1 Zelle aus den Kontrollen abgebildet, mit GFP angefarbten Keratin und
Phalloidin 568 gefiarbten Aktin (vgl. Tabelle 2.3 auf Seite 42). In Abbildung B ist das Keratinnetz-
werk und in C das Aktinnetzwerk der Zelle zu sehen mit den Orientierungslinien der Bildanalyse
vom EAM-Makro. In Abbildung D sind die Analysen mittels des DAM-Makro zu sehen, wobei rot
die Orientierung vom Aktin und gelb die vom Keratin ist. Der Mafsstab entspricht 20pm.

Abbildung 3.51: Veranschaulichung der Datengewinnung fiir die Orientierungsanalyse des
Keratinnetzwerks mittels Elektronenmikroskopie. In Abbildung A ist das Keratinnetzwerk einer
Panc-1 Zelle eines Kontrollexperiments dargestellt. In der Abbildung rechts daneben (B) ist die
verarbeitete Aufnahme mit eingezeichneten gelben Orientierungslinien dargestellt. Der Zellkern
und die anliegenden Zellen wurden vor der Bearbeitung entfernt, um Fehlmessungen zu vermeiden.
Die Abbildung C zeigt das praparierte Keratinnetzwerk einer Panc-1 Zelle, die 8 Stunden lang auf
einem PDMS-Substrat mit 2Hz bei einer Amplitude von 8% gedehnt wurde. Rechts daneben (D)
ist die verarbeitete Aufnahme von Abbildung C. Der Mafstab entspricht 2um.
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3.6.1 Aktin-Orientierung

Die Orientierung der Aktinfilamente wurde iiber den Orientierungsparameter S cha-
rakterisiert (vgl. Abschnitt 2.3.5 auf Seite 48). Der Orientierungsparameter S wurde
jeweils fiir die Kontrollen und Dehnversuche bestimmt. Hierbei wurde die Orientie-
rung S; an lokalen Stellen der Zelle bestimmt und fiir jede Zelle der Mittelwert des
Orientierungsparameters S aus diesen Einzelmessungen berechnet (E:%zsi mit n
Einzelmessungen). Anschliefend wurde der Mittelwert fiir den Orientierungsparame-
ter S iiber die Anzahl der untersuchten Zellen bestimmt (S=1%5). Ihre Auswertung
fiihrt zu den in der Tabelle 3.14 enthaltenen Werten.

Experiment S Sc | n

Kontrolle Aktin -0.03 £+ 0.04 |20

Kontrolle SPC Aktin | -0.03 £ 0.05 | 21

2Hz Aktin -0.51 £ 0.04 | 25

2Hz SPC Aktin -0.49 £ 0.03 | 32

Tabelle 3.14: Darstellung des Orientierungsparameters S fiir das Aktinnetzwerk mit Standard-
fehler S, und der untersuchten Anzahl n von Panc-1 Zellen aus den immuncytochemischen Fér-
bungen. Die Dehnungsversuchexperimente (vgl. Abschnitt 2.3.2) dauerten 8 Stunden und wurden
bei einer Amplitude von 8% und einer Frequenz von 2Hz jeweils mit und ohne SPC durchgefiihrt.

Die Werte fiir die Kontrollen mit und ohne SPC zeigen, dass das Aktinnetzwerk im
Mittel fiir alle Zellen eine zufillige Verteilung hat (Saxun =~ 0). Anders verhélt sich
das in den Dehnversuchen. Hier fillt der Wert auf S g, ~ -0.5 ab und ist folglich
eher senkrecht zur Zugrichtung ausgerichtet [Wei08| [Hayakawa00|. In beiden Fillen
scheint die Orientierung der Aktinfasern unabhingig von der Umstrukturierung des
Keratinnetzwerks durch den SPC-Effekt zu sein.

3.6.2 Keratin-Orientierung

Die Ausrichtung des Keratinnetzwerks wurde analog zu der des Aktins aus Abschnitt
3.6.1 ermittelt. Die folgende Tabelle 3.15 zeigt die ermittelten Werte fiir den Orien-
tierungsparameter S fiir die Kontrollen und aus den Dehnversuchen jeweils mit und
ohne dem Wirkstoff SPC.
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Immun. Farbung S Se | n
Kontrolle Keratin -0.01 =+ 0.05|19

Kontrolle SPC Keratin | -0.01 £+ 0.05 | 19

2Hz Keratin -0.15 £ 0.03 | 18

2Hz SPC Keratin -0.00 £ 0.01 |33

Tabelle 3.15: Darstellung der Orientierungsparameter S fiir das Keratinnetzwerk mit Stan-
dardfehler S, und der untersuchten Anzahl n von Panc-1 Zellen aus den immuncytochemischen
Farbungen. Die Dehnungsexperimente (vgl. Abschnitt 2.3.2) dauerten 8 Stunden und wurden bei
einer Amplitude von 8% und einer Frequenz von 2Hz jeweils mit und ohne SPC durchgefiihrt.

Die Kontrollexperimente bei den immun. Férbungen weisen mit und ohne SPC
auf eine zuféllige Orientierung der Keratinfilamente fiir alle untersuchten Zellen
Skeratin =~ 0, dhnlich wie im Falle der Aktinfasern. Betrachtet man die Werte fiir die
Dehnversuche erkennt man einen Abfall des Orientierungsparameters auf Sopy, ~ -
0.15. Dasselbe Experiment mit SPC-Behandlung hingegen scheint wieder eine zufél-
lige Verteilung der Keratinfilamentorientierungen aufzuweisen.

Aufgrund der starken Intensitidtsunterschiede bei den Fluoreszenzaufnahmen und
der feinmaschigen Struktur des Keratinnetzwerks konnten aus den Aufnahmen der
immun. Farbungen nur Bereiche in der Ndhe vom Zellkern untersucht werden. Berei-
che der Zellperipherie konnten nicht ausreichend genug erfasst werden. Infolgedessen
wurden zusitzliche Aufnahmen des Keratinnetzwerks mit dem Elektronenmikroskop
in unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt. Hierzu mussten die Proben einen Ex-
traktionsvorgang und kritisch Punkttrocknen durchlaufen [Walter10] [Beil03]|, um
Aufnahmen mit dem Elektronenmikroskop durchfithren zu kénnen. Aus diesen Auf-
nahmen wurde ebenfalls der Orientierungsparameter S fiir Kontrollen und Dehnex-
perimente jeweils mit und ohne SPC bestimmt und ist in der Tabelle 3.16 auf Seite
96 dargestellt.

Die Auswertung des Orientierungsparameters S fiir die Kontrollen mit und ohne
SPC Zugabe zeigen wie im Falle der immun. Farbung eine zuféllige Verteilung vom
Keratinnetzwerk Sxontroiie = 0. Die Werte fiir die Dehnversuche mit und ohne SPC
zeigen einen Abfall. Hierbei ist der Abfall ohne SPC-Behandlung grofer als mit
(|S2m2| > |S2m2spc|). Der Unterschied kann mit dem SPC-Effekt erkldrt werden, bei
dem sich das Keratinnetzwerk von der Zellperipherie in den runden perinuklearen
Bereich umstrukturiert (vgl. Abschnitt 1.3.4 auf Seite 22) [Beil03]. Durch den SPC

Effekt sind weniger Keratinstrukturen in den Bereichen der Zellperipherie anzutref-
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E.-Mikroskop S Se | n
Kontrolle Keratin -0.02 = 0.04 | 22

Kontrolle SPC Keratin | -0.03 4+ 0.04 | 16

2Hz Keratin -0.30 £ 0.03 | 22

2Hz SPC Keratin -0.20 £ 0.03 | 28

Tabelle 3.16: Orientierungsparameter S fiir das Keratinnetzwerk mit Standardfehler S, fiir n
untersuchte Panc-1 Zellen aus den Elektronenmikroskopaufnahmen. Die Dehnversuche dauerten 8
Stunden bei einer Amplitude von 8% und einer Frequenz von 2Hz.

fen und damit sinkt der Beitrag zu der gerichteten Form Sop.spc =~ -0.20.

3.6.3 Aktin-Keratin-Korrelation

Fiir jede nach Unterabschnitt 3.6.1 und 3.6.2 untersuchte Zelle erhélt man anhand
einer Korrelationsanalyse mittels Microsoft Exel einen Korrelationsfaktor r.

Zusétzlich zu den einzelnen Orientierungen des Aktins und Keratins wurde die rdum-
liche Ausrichtung beider Strukturen lokal untersucht. Hierzu wurde an derselben
Position die ortliche Ausrichtung des Aktins und Keratins einer Zelle bestimmt und
mittels Korrelationsanalyse (Microsoft Exel) fiir mehrere Zellen untersucht (vgl. Ab-
schnitt 2.3.5 auf Seite 48). Hieraus wurde ein durchschnittlicher Korrelationsfaktor 7
aus dem Mittelwert von mehreren Zellen bestimmt. Die folgende Tabelle 3.17 stellt
die ermittelten Korrelationsfaktoren r fiir die Experimente aus den Kontrollen und

den Dehnversuchen dar.

Experiment r n
Kontrolle -0.04 24
Kontrolle SPC -0.05 17
2Hz 0.04 18
2Hz SPC 0.09 35

Tabelle 3.17: Darstellung der Korrelationsfaktoren r fiir die lokale Ausrichtung zwischen Aktin
und Keratin mit der untersuchten Anzahl n von Panc-1 Zellen aus den Aufnahmen der immun.
Farbungen. Die angegebenen Werte fiir die Korrelationsanalyse wurden mit dem Fischer-Test kon-
trolliert. Die Dehnungsexperimente (vgl. Abschnitt 2.3.2) dauerten 8 Stunden und wurden bei einer
Amplitude von 8% und einer Frequenz von 2Hz jeweils mit und ohne SPC durchgefiihrt.

Obwohl die Orientierung des Keratins bei den Dehnversuchen eine leichte Ausrich-
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tung senkrecht zur Zugrichtung bei den Elektronenmikroskopaufnahmen aufwies,
konnte in allen vier Fallen keine Korrelation zwischen der Ausrichtung der Aktinfa-
sern mit dem Keratinnetzwerk nachgewiesen werden. Folglich scheint die raumliche
Ausrichtung des Keratinnetzwerks unabhéngig von den Aktinfasern und umgekehrt

ZUu sein.

3.6.4 Diskussion

Die Ausrichtung und Umstrukturierung innerer Bestandteile wie beispielsweise das
Aktinnetzwerk {iber die Aktin-Myosin-Maschinerie ist ein notwendiger Schritt bei
vielen biologischen Prozessen und spielen infolgedessen eine grundlegende Rolle
in zahlreichen physiologischen Mechanismen wie z.B. Adhésion, mechanische Sta-
bilitdt und vor allem in der Zellmigration [Wehrle03]| [Chen97| [Schoumacherl0)]
[Campbell10]. In diesem Zusammenhang nimmt das Zytoskelett bei Umtrukturie-
rungsprozessen eine zentrale Rolle ein (vgl. Abschnitt 1.1 auf Seite 11). So wird
z.B. in vielen Arbeiten die Umstrukturierung des Aktinnetzwerks unter Krafteinwir-
kung untersucht [Gavara08| [Pellegrin07| [Pollard09]| [Schoumacher10] [Clainche08].
Dariiber hinaus werden Zusammenhinge und Interaktionen zwischen den einzelnen
Zytoskelettelementen wihrend der Zellmigration erforscht [Goode00| [Ballestrem00)]
[Etienne04], um deren Mechanismen zu verstehen. Neuere Arbeiten beleuchten die
Interaktion und die rdumliche Anordnung des Aktinnetzwerks und der Mikrotubuli,
die z.B. zeigen dass der Umstrukturierungsprozess des Aktins unabhéngig von den
Mikrotubuli ist, obwohl sie rdumlich eine dhnliche Ausrichtung innerhalb der Zelle
aufweisen und die Migration ohne ein intaktes Mikrotubulinetzwerk beeintrachtigt
ist [Goldyn09| [Goldyn2009] [Ballestrem00].

Ein bisher weniger erforschter Bereich stellt die strukturelle Wechselwirkung zwi-
schen dem Aktinnetzwerk und den Intermedidrfilamenten dar. Obwohl es viele Ar-
beiten zu den einzelnen Zytoskelettelementen gibt, findet man nur vereinzelt Arbei-
ten zu den Interaktionen zwischen dem Aktinnetzwerk und den Intermediérfilamen-
ten [Suciu97] |Oriolo07| [Schoumacher10|. Eine dieser wenigen Interaktionen wurde
jingst durch Kélsch et al. nachgewiesen. Die Arbeiten zeigen, dass die Einbindung
der Keratinfilamente, die in der Zellperipherie entstehen, entlang von Aktinfasern
wandern bis diese in das Keratinnetzwerk eingebunden werden [Kolsch10] [W6ll05].
Eine Beeintrichtigung der Aktinfasern mit CytochalasinD fiihrt zu einem Ausbleiben
der Beforderung der Keratinfilamente [Kolsch09]. In diesem Zusammenhang wurde
die rdumliche Ausrichtung von Aktinfasern und Keratin als Intermediérfilament un-

tersucht. Hierzu wurden immuncytochemische Farbungen (vgl. Abschnitt 2.2.3 auf
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Seite 41) am Aktin und Keratin durchgefithrt und ihre rdumliche Orientierung be-
stimmt.

Die Ergebnisse der Aktinfaser-Orientierung aus Unterabschnitt 3.6.1 zeigen, dass die
Aktinfasern ohne ein zyklisches Dehnen des Substrates eine zuféllige Ausrichtung ha-
ben (S~0). Bei den Dehnversuchen dndert sich das in eine Orientierung senkrecht
zur Zugrichtung (S=-0.5). Die Ausrichtung der Zellen ist beim Vergleich der Werte
fiir den Orientierungsparameter unabhéngig von der SPC Zugabe und damit unab-
hingig von der Keratinumstrukturierung. Folglich kann angenommen werden, dass
ein intaktes Keratinnetzwerk fiir die Ausrichtung von Aktinfasern nicht notwenig
ist.

Die Ergebnisse aus Unterabschnitt 3.6.2 unterscheiden sich in der Ausrichtung des
Keratinnetzwerks. Die Ergebnisse aus den immun. Farbungen zeigten eine ungerich-
tete zufillige Orientierung der Keratinfilamente. Die Aufnahmen des Elektronenmi-
kroskops hingegen zeigen einen leichten Abfall fiir den Orientierungsparameter S und
damit eine leichte Orientierung senkrecht zur Zugrichtung. Der Unterschied kdnnte
mit der eingesetzten Methode fiir die Aufnahmen erklart werden. Die feinmaschige
Struktur des Keratinnetzwerks zusammen mit den starken Intensitéitsgefillen bei
den Fluoreszenzaufnahmen der immun. Farbungen erschwerten die Auswertung von
Bereichen der Zellperipherie und sind daher sehr kritisch zu betrachten. Beim Ver-
gleich der Methoden ist den Aufnahmen mittels Elektronenmikroskop eine grofsere
Beweiskraft beizumessen. Der Abfall des Orientierungsparameters S fiir die Keratin-
filamente bei den Dehnversuchen kénnte sich mit der morphologischen Ausrichtung
der Zelle erkldren lassen. Richtet sich die Zelle bei den Dehnversuchen aus, so fiihrt
dies zu einer Minimierung der Zelladhésionsfliche senkrecht zur Zugrichtung (vgl.
Abschnitt 3.3 auf Seite 55) [Goldyn09| [Jung]. In diesem Prozess konnte das an-
fanglich zufillig orientierte Keratinnetzwerk in Zugsrichtung gestaucht werden und
wiirde sich der neuen ausgerichteten Zellform unter Beibehaltung der maschenarti-
gen Struktur anpassen. Hierbei wiirden sich die Maschen des Keratinnetzwerks von
einer eher runden Form auf eine ovale Form umgestalten, die bei der Auswertung
einen leichten Abfall des Orientierungsparameters S zur Folge hétte.
Zusammenfassend deuten die dargestellten Ergebnisse aus den Unterabschnitten
3.6.1 bis 3.6.3 einschliefslich der Korrelationsanalysen darauf hin, dass kaum struktu-
relle Interaktion in Form einer gleichgerichteten Orientierung zwischen den Aktinfa-
sern und dem Keratinnetzwerk vorliegt. Dariiber hinaus kann nicht eindeutig geklart
werden, ob die Ausrichtung des Keratinnetzwerks der Panc-1 Zellen sich durch Dehn-
versuche aktiv mechanisch umstrukturieren oder ein eher passiver Prozess vorliegt,

bei dem die Aktinfasern das Keratin ausrichten. So zeigt z.B. die Arbeit von Sivara-
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makrishnan et al., dass Phosphorylierungen am Keratinnetzwerk bei Epithelzellen
ausgelost werden, wenn diese einer Scherstromung unterliegen. Diese Phosphorylie-
rungen fithren zur einer erhéhten Haufigkeit von gleichgerichteten Keratinfilamenten
senkrecht zur Stromung, dhnlich zu den dargestellten Ergebnissen der Keratinaus-

richtung bei Dehnungsexperimenten in dieser Arbeit [Sivara09].



Kapitel 4

Anhang

4.1 Verwendete ImageJ Makros

4.1.1 Einzel-Ausrichtungsmakro fiir Aktin und Keratin

macro "Melih_Single_0K_Orientation" {

dir_source = getDirectory("C:\\Kalafat\\Messungen\\PancCyclicStretch");
dir_save = getDirectory("C:\\Kalafat\\Messungen\\PancCyclicStretch");
Filename = File.getName(dir_source);

list = getFileList(dir_source);

listlength=list.length;

open("");

Picture = getImageID();

i=1; // Z8hlt die verarbeiteten FFT-Bilder durch...

for (i = 1; i <= listlength; i++) {

selectImage (Picture) ;

Name = getTitle();

index = lastIndexO0f (Name, ".");

if (index!=-1) {

Name = substring(Name, O, index);

} // Fragt Filenamen ab

Janein = 1;

selectImage (Picture);

while ( Janein >= 1 ) { // While-Schleife fiir Janein

sl = "Grofle des Rasterausschnitts: ";

s2 = "Uberlappungsfaktor: ";

100
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s3 = "Anzahl der Erode Vorgédnge zur Enfernung des Hintergrunds:
s4 = "Unterer Schwellenwert zur Hintergrunddiskriminierung: ";
sb5 = "Oberer Schwellenwert zur Hintergrunddiskriminierung: ";
s6 = "Maskengrofle fiir Hintergrunddiskriminierung: ";

s7 = "Minimale Partikelgrdfe (px) in der FFT-Analyse: ";

s8 = "Unterer Schwellenwert FTT: ";
s9 = "Oberer Schwellenwert FFT: ";

s10 = "Mittlerer Grauwert des Bides: ";

s1l1l = "Maximaler Grauwert des Bildes: ";

s12 = "Minimale Standardabweichung des Grauwerts: ";
s13 = "Maximale Standardabweichung des Grauwerts: ";
s1l4 = "Linienbreite der Ausrichtungsmarkierung: ";

s15 = "Offset: ";

s1l6 = "Circ-Wert: ";

Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.
Dialog.

FFT_ROI
UEB_ROI

create("Analyse Parameter");

addNumber (s1,
addNumber (s2,
addNumber (s3,
addNumber (s4,
addNumber (s5,
addNumber (s6,
addNumber (s7,
addNumber (s8,
addNumber (s9,

.addNumber (s10,

addNumber (s11,
addNumber (s12,
addNumber (s13,
addNumber (s14,
addNumber (s15,
addNumber (s16,
show() ;

16);

1)

1)

10);
255) ;
300000) ;
6);
110);
255) ;
30);
255) ;
4);
90);
2);

1)
0.800);

= Dialog.getNumber(); //si

Dialog.getNumber(); //s2

erod = Dialog.getNumber(); //s3
lowThres = Dialog.getNumber(); //s4

upThres = Dialog.getNumber(); //sb

p_area = Dialog.getNumber(); //s6
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part = Dialog.getNumber(); //s7
FFTLow = Dialog.getNumber(); //s8
FFTHi = Dialog.getNumber(); //s9
MeanWert = Dialog.getNumber(); //s10
MaxMean = Dialog.getNumber(); //si1
GrauMin = Dialog.getNumber(); //s12
GrauMax = Dialog.getNumber(); //s13
LineWidth = Dialog.getNumber(); //s14
0ffSet = Dialog.getNumber(); //s15
CircWert = Dialog.getNumber(); //s16

param = "-param";

", "name="+param+" type=[Text File]");

run("New. ..
print ("["+param+"]", s1+FFT_ROI + "\n");
print ("["+param+"]", s2+UEB_ROI + "\n");
print ("["+param+"]", s3+erod + "\n");
print ("["+param+"]", s4+lowThres + "\n");
print ("["+param+"]", sb+upThres + "\n");
print ("["+param+"]", s6+p_area + "\n");
print ("["+param+"]", s7+part + "\n");
print ("["+param+"]", s8+FFTLow + "\n");
print ("["+param+"]", s9+FFTHi + "\n");
print ("["+paramt+"]", s10+MeanWert+"\n");
print ("["+param+"]", sill+MaxMean+"\n");
print ("["+param+"]", s12+GrauMin+"\n");
print ("["+param+"]", s13+GrauMax+"\n");
print ("["+param+"]", s14+LineWidth+"\n");
print ("["+param+"]", s15+0ffSet+"\n");

print ("["+param+"]", s16+CircWert+"\n");

selectImage (Picture) ;
print("\n", Name+"-Orientation", "\n");
print ("\n", "n" , " \t" , "Winkel" , "\t", "theta [°]" , "\t" ,
"theta_Ori [RAD]" , "\n");
print ("\n");
selectImage(Picture);
run("Duplicate...", "title=Bildl vom Stack");
ID_Orginall = getImageID();



4.1. VERWENDETE IMAGEJ MAKROS 103

setBatchMode(true) ;

//run("Smooth") ;

//run("Sharpen") ;

//run("Enhance Contrast'", '"saturated=0.5");
run("8-bit");

ID_Orginall = getImageID();

rename("Orginall"); // Orginalbild fiir die Maske...
run("Duplicate...", "title=Maske.tif");
setThreshold (lowThres, upThres); // Schwellenwert fiir Maske
run("Convert to Mask");

run("Fill Holes");

run("Options...", "iterations=1 count=1");
run("Close-");

run("Options...", "iterations="+erod+" count=1");

run("Erode") ;

ID_Zwischenmaske = getImageID(); // Zwischenbild vor dem Analyze...

", "distance=1 known=1 pixel=1 unit=pixel global");

run("Set Scale...
run("Analyze Particles...", "size= "+p_area+"-Infinity circularity=0.00-1.00
show=Masks clear include");
ID_Maske = getImageID();
rename ("Maske") ;
run("Image Calculator...", "imagel=0Orginall operation=AND image2=Maske create");
ID_Endmaske = getImagelD();
rename ("End-Maske"); // Maske...
selectImage (ID_Zwischenmaske) ;
close();
selectImage (ID_Maske) ;
close();

selectImage (ID_Endmaske) ;

height = getHeight(); // Parameter des Bildes definieren...
width = getWidth();

run("RGB Color"); // Farbe fiir die Orientierungslinien festlegen
run("Color Picker...");

setForegroundColor (255, 255, 0);

close();

selectImage(ID_Orginall);

close();

selectImage (ID_Endmaske) ;
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n = 0;

setResult ("Major", 0, 9999);

for (XCt = 0ffSet; XCt<UEB_ROI*round(width/FFT_R0I) - 1; XCt++) {
XSelC = XCt*FFT_ROI/UEB_ROI;

for (YCt = 0ffSet; YCt<UEB_ROI*round(height/FFT_ROI - 1);YCt++){
YSelC = YCt*FFT_ROI/UEB_ROI;
selectImage (ID_Endmaske) ;
makeRectangle(XSelC, YSelC, FFT_ROI, FFT_ROI);

getStatistics(area, mean, min, max, std);

if (mean >= MeanWert && mean <= MaxMean) {
// If-Bedingung fiir den mittleren Grauwert des Rasters...
if (GrauMin <= std && std <= GrauMax) {
// If-Bedingung fiir die Standard-Abweichung der Grauwerte
run ("FFT") ;
ID_FFT=getImageID(Q);
run("Duplicate..." , "title=[FFT1.tiff]");
ID_FFT1=getImageID();
setThreshold (FFTLow, FFTHi);
// Kritischer Schwellenwert fiir Bestimmung des Schwerpunkts in der FFT-Funktion
run("Convert to Mask");
run("Set Measurements...", "area fit center circularity
redirect=None decimal=3");
nRS = nResults();
run("Analyze Particles...", '"size="+part+"-Infinity
circularity=0.00-1.00 show=0utlines display include");
nRE = nResults();
if (nRS == nRE) {
setResult ("Major",nResults(), 9999);
Winkel = 0;
circ = 1;
close();
} // Ende Ergebnis Dummy Eintragung
else { // Berechnet den Winkel Theta

Winkel = getResult("Angle");
if ( Winkel >= 180 ){

Winkel = Winkel -180; 1}
if (Winkel >= 90) {
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theta = Winkel -90; }
else {

theta = Winkel + 90; }
// Ende der if-else-Schleife zur Bestimmung von theta

theta_0ri = theta * PI/180;

major = getResult("Major");
minor = getResult("Minor");
circ = minor/major;
close();
} // Ende der Berechnung von Theta
if (circ <= CircWert ) {
// Zeichnet Orientierungslinien (Circ-Schleife)
n=n+1; // Z#hlt die Schritte durch...
Orientierungslinien (XSelC,YSelC,FFT_ROI,theta_0Ori);
print (n, " \t", Winkel , "\t" , theta, "\t", theta_Ori);
} // Ende der Circ Schleife
selectImage (ID_FFT);
close();
selectImage (ID_FFT1);
close();
} // Ende der if-Schleife fiir den std-Wert...
} // Ende der if-Schleife vom Mean-Wert...
} // Ende YScan...
} // Ende XScan...

[/====mm Optische Kontrolle des Zwischenergebnisses durch den Benutzer-
selectImage (ID_Endmaske) ;
setBatchMode (false) ;

wait(1000); // Wartezeit 1000 ms

setBatchMode (false) ;

Janein = getNumber (" Schreib ’0’ fiir Save&Weiter, ’1’
fiir Nochmal oder ’2’ fiir 10sek Pause ! " , 1 );

while(Janein ==2 ){

wait (10000);

Janein = getNumber (" Schreib ’0’ fiir Save&Weiter, ’1’ fiir Nochmal
oder ’2’ fiir 10sek Pause ! " , 1 );

}

if ( Janein >= 1) {
selectWindow("Log") ;

run("Close");
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selectWindow ("-param") ;
run("Close");

if (isOpen("Results")==1) {
selectWindow ("Results");
run("Close"); } // Ende if-Results
selectImage (ID_Endmaske) ;

close();

} // Ende fiir Janein = 1

if ( Janein == 0 ) {

[/=====mm———— Speichern des Ergebnisses als Bilddatei, Log- und Result-Datei-

selectWindow("Log") ;
saveAs("text",dir_savet+Name+"-Log");
//selectWindow (Name+"-Log"+".txt");
selectWindow("Log") ;
run("Close");
selectWindow ("-param") ;
saveAs("Text" , dir_save+Name+param);
selectWindow(Name+param+".txt") ;
run("Close");
if (isOpen("Results")==1) {

selectWindow("Results");

run("Close"); } // Ende if-Results
//selectWindow ("Results");
//saveAs("text",dir_save+Name+"-Results");
//selectWindow("Results");
//run("Close") ;
selectImage (ID_Endmaske) ;
saveAs("tif", dir_save+Name+"-Orientation");
selectImage (ID_Endmaske) ;
close();

} // Ende fiir Janein = 0
} // Ende fiir while-Schleife
selectImage(Picture) ;
run("Open Next");

} // Ende der for-Schleife fiir die i verschiedenen Bilder

//} // Ende des Actin-Auswertung

// Orientrierungslinien...

function Orientierungslinien(XSelC,YSelC,FFT_ROI,theta_Ori) {
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selectImage (ID_Endmaske) ;
XNewCen = XSelC+FFT_R0I/2;
YNewCen = YSelC+FFT_R0I/2;
r = FFT_ROI / 4;

setLineWidth( LineWidth);

drawLine ( round(XNewCen+r*cos(theta_0ri))
, round(XNewCen-r*cos(theta_0ri)) , round(YNewCen+r*sin(theta_0ri)));

} // Ende der Funktion Orientierungslinien...

selectImage(Picture);

close();

} // Ende Makro Melih_Single_OK_Orientation

, round(YNewCen-r*sin(theta_0ri))
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4.1.2 Doppel-Ausrichtungsmakro fiir Orientierungsvergleiche

macro "Melih_Co_Alignment" {

dir_source = getDirectory("C:\\Kalafat\\Messungen\\PancCyclicStretch");
dir_save = getDirectory("C:\\Kalafat\\Messungen\\PancCyclicStretch");
Filename = File.getName(dir_source);

list = getFilelList(dir_source);

listlength=1ist.length-1;

open("");
Pic_Stack = getImageID();
i=1; // Z&8hlt die verarbeiteten FFT-Bilder durch...

for (i = 1; i <= listlength; i++) {
Pic_Stack = getImageID();

Name = getTitle();

index = lastIndex0f(Name, ".");

if (index!=-1) {

Name = substring(Name, O, index);

} // Fragt Filenamen ab

Janein = 1;

selectImage(Pic_Stack) ;

while ( Janein >=1 ) {

sl = "Groéfle des Rasterausschnitts: ";

s2 = "ﬁberlappungsfaktor: "

s3 = "Anzahl der Erode Vorginge zur Enfernung des Hintergrunds: ";
s4 = "Unterer Schwellenwert zur Hintergrunddiskriminierung: ";

sb = "Oberer Schwellenwert zur Hintergrunddiskriminierung: ";

s6 = "Maskengroffe fiir Hintergrunddiskriminierung: ";

s7 = "Minimale Partikelgréfe (px) in der FFT-Analyse fiirs Actin: ";
s8 = "Minimale Partikelgrdfe (px) in der FFT-Analyse fiirs Keratin: ";
s9 = "Unterer Schwellenwert fiir FTT Bild fiir Actin: ";
s10 "Unterer Schwellenwert fiir FTT Bild fiir Keratin: ";
sl1l = "Oberer Schwellenwert FFT: ";

s12 = "Mittlerer Grauwert des Bides Actin: ";
s13 = "Mittlerer Grauwert des Bides Keratin: ";
s14 = "Maximaler Grauwert des Bildes Actin: ";

s15 = "Maximaler Grauwert des Bildes Keratin: ";
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Actin: ";

Keratin: ";

Actin: ";

Keratin: ";

s16 "Minimale Standardabweichung des Grauwerts

s17 "Minimale Standardabweichung des Grauwerts

s18 "Maximale Standardabweichung des Grauwerts

s19 "Maximale Standardabweichung des Grauwerts

520 "Linienbreite der Ausrichtungsmarkierung: ";

s21 "Offset: ";

s22 "Circ-Wert Actin: ";

s23 "Circ-Wert Keratin: ";

[/==mmm e Input Dialog Analysis P
Dialog.create("Analyse Parameter");

Dialog.addNumber(si,
Dialog.addNumber (s2,
Dialog.addNumber (s3,
Dialog.addNumber (s4,
Dialog.addNumber(s5,
Dialog.addNumber (s6,
Dialog.addNumber (s7,
Dialog.addNumber(s8,
Dialog.addNumber(s9,
Dialog.addNumber (s10,
Dialog.addNumber(si1,
Dialog.addNumber(si2,
Dialog.addNumber (s13,
Dialog.addNumber (s14,
Dialog.addNumber (s15,
Dialog.addNumber (s16,
Dialog.addNumber (s17,
Dialog.addNumber (s18,
Dialog.addNumber (s19,
Dialog.addNumber (s20,
Dialog.addNumber (s21,
Dialog.addNumber (s22,
Dialog.addNumber (s23,
Dialog.show();

FFT_ROI
UEB_ROI

36);
1);
1)
10);
255) ;
300000) ;
6);
6);
90) ;
90) ;
255) ;
25) ;
25);
145) ;
145) ;
6);
6);
30);
30);
12)
1);
0.7);
0.8);

Dialog.getNumber(); //s1
Dialog.getNumber(); //s2

erod = Dialog.getNumber(); //s3
lowThres = Dialog.getNumber(); //s4

upThres = Dialog.getNumber(); //sb
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p_area = Dialog.getNumber(); //s6
part_Acti = Dialog.getNumber(); //s7
part_Kera = Dialog.getNumber(); //s8
FFT_Thres_Acti = Dialog.getNumber(); //s9
FFT_Thres_Kera = Dialog.getNumber(); //s10
FFTHi = Dialog.getNumber(); //s11
MeanWert_Actin = Dialog.getNumber(); //s12

MeanWert_Keratin = Dialog.getNumber(); //s13
MaxMean_Actin = Dialog.getNumber(); //s14
MaxMean_Keratin = Dialog.getNumber(); //s15
GrauMin_Actin = Dialog.getNumber(); //s16
GrauMin_Keratin = Dialog.getNumber(); //s17
GrauMax_Actin = Dialog.getNumber(); //s18
GrauMax_Keratin = Dialog.getNumber(); //s19
LineWidth = Dialog.getNumber(); //s20

0ffSet = Dialog.getNumber(); //s21
CircWert_Actin = Dialog.getNumber (); //s22
CircWert_Keratin = Dialog.getNumber(); //s23

/== - Speichern der Analyse Parameter in Param.txt-

param = "-param";

run("New... ", "name="+param+" type=[Text File]");
print ("["+param+"]", s1+FFT_ROI + "\n");

print ("["+paramt+"]", s2+UEB_ROI + "\n");

print ("["+param+"]", s3+erod + "\n");

print ("["+param+"]", s4+lowThres + "\n");

print ("["+param+"]", sb+upThres + "\n");

print ("["+param+"]", s6+p_area + "\n");

print ("["+param+"]", s7+part_Acti + "\n");

print ("["+param+"]", s8+part_Kera + "\n");

print ("["+param+"]", s9+FFT_Thres_Acti + "\n");
print ("["+param+"]", s10+FFT_Thres_Kera + "\n");
print ("["+param+"]", s11+FFTHi+"\n");

print ("["+param+"]", si12+MeanWert_Actin+"\n");
print ("["+param+"]", si13+MeanWert_Keratin+"\n");
print ("["+param+"]", sil4+MaxMean_Actin+"\n");
print ("["+param+"]", si15+MaxMean_Keratin+"\n");
print ("["+param+"]", s16+GrauMin_Actin+"\n");
print ("["+paramt+"]", s17+GrauMin_Keratin+"\n");
print ("["+param+"]", s18+GrauMax_Actin+"\n");
print ("["+param+"]", s19+GrauMax_Keratin+"\n");
print ("["+param+"]", s20+LineWidth+"\n");

print ("["+param+"]", s21+0ffSet+"\n");
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print ("["+param+"]", s22+CircWert_Actin+"\n");

print ("["+param+"]", s23+CircWert_Keratin+"\n");

selectImage (Pic_Stack);

print("\n", Name+"-Keratin-Actin-Orientation", "\n");

print ("\n", "n" , " \t" ,"Keratin [°] ", " \t", "Actin [°] " ,
"At" , " \t" , "Keratin [Rad]" , " \t" , "Actin [Rad]" , " \t" , "\n");
print ("\n");

selectImage(Pic_Stack);

run("Duplicate...", "title=Actin");

Pic_Acti = getImageID();

//run("Enhance Contrast", "saturated=0.5");
selectImage(Pic_Stack);

run("Next Slice [>]");

run("Duplicate...", "title=Keratin");

Pic_Kera = getImageID();

//run("Enhance Contrast", "saturated=0.5");
selectImage(Pic_Stack) ;

run("Previous Slice [<]");

/[/--—-———- Entfernung des Hintergrundes iliber eine Maske fiir das Keratin -

setBatchMode (false) ;

selectImage(Pic_Kera);

rename ("Keratin");

run("Smooth") ;

run("Sharpen") ;

run("8-bit");

//run("Enhance Contrast", "saturated=0.5");
ID_Orginall = getImageID();

rename ("Orginall"); // Orginalbild fiir die Maske...
run("Duplicate...", "title=Maske.tif");
setThreshold (lowThres, upThres); // Schwellenwert fiir Maske
run("Convert to Mask");

run("Fill Holes");

run("Options...", "iterations=1 count=1");
run("Close-");

run("Options...", "iterations="+erod+" count=1");

run("Erode") ;

ID_Zwischenmaske = getImageID();
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run("Set Scale...", "distance=1 known=1 pixel=1 unit=pixel global");
run("Analyze Particles...'", '"size= "+p_area+"-Infinity
circularity=0.00-1.00 show=Masks clear include");
ID_Maske = getImageID();

rename ("Maske") ;

run("Image Calculator...", "imagel=0Orginall operation=AND
image2=Maske create");

ID_Endmaske_Keratin = getImageID();

rename ("End-Maske-Keratin"); // Maske fiir "Keratin"
run("RGB Color");

selectImage (ID_Zwischenmaske) ;

close();

selectImage (ID_Maske) ;

close();

selectImage(ID_Orginall);

close();

selectImage (ID_Endmaske_Keratin);

//======== Entfernung des Hintergrundes iiber eine Maske fiir das Actin -

selectImage (Pic_Acti);

rename ("Actin");

run("Smooth") ;

run("Sharpen") ;

run("8-bit");

//run("Enhance Contrast", "saturated=0.5");

ID_Orginall = getImageID();

rename ("Orginall"); // Orginalbild fiir die Maske...
run("Duplicate...", "title=Maske.tif");
setThreshold(lowThres, upThres); // Schwellenwert fiir Maske
run("Convert to Mask");

run("Fill Holes");

run("Options...", "iterations=1 count=1");
run("Close-");

run("Options...", "iterations="+erod+" count=1");

run("Erode") ;

ID_Zwischenmaske = getImageID();

run("Set Scale...", "distance=1 known=1 pixel=1 unit=pixel global");

"
b

run("Analyze Particles... "size= "+p_areat"-Infinity

circularity=0.00-1.00 show=Masks clear include");
ID_Maske = getImageID();
rename ("Maske") ;

run("Image Calculator...", "imagel=Orginall operation=AND
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image2=Maske create");

ID_Endmaske_Actin = getImageID();

rename ("End-Maske-Actin"); // Maske fiir "Actin"
run("RGB Color");

selectImage (ID_Zwischenmaske) ;

close();

selectImage (ID_Maske) ;

close();

selectImage(ID_Orginall);

close();

selectImage (ID_Endmaske_Actin);

selectImage (ID_Endmaske_Keratin);
height = getHeight();
width = getWidth();

setBatchMode(true) ;
n = 0;
setResult ("Major", 0, 9999);

for (XCt = 0ffSet; XCt<UEB_ROI*round(width/FFT_ROI) - 1; XCt++) {
XSelC = XCt*FFT_ROI/UEB_ROI;

for (YCt = 0ffSet; YCt<UEB_ROI*round(height/FFT_ROI - 1);YCt++){
YSelC = YCt*FFT_ROI/UEB_ROI;
selectImage (ID_Endmaske_Keratin) ;
makeRectangle (XSelC, YSelC, FFT_ROI, FFT_ROI);

getStatistics(area, mean, min, max, std);

if (mean >= MeanWert_Keratin && mean <= MaxMean_Keratin ) {
// If-Bedingung fiir den mittleren Grauwert des Rasters...
if (GrauMin_Keratin <= std && std <= GrauMax_Keratin) {
// If-Bedingung fiir die Standard-Abweichung der Grauwerte...
run("FFT") ;
ID_FFT_Keratin=getImageID();
run("Duplicate..." , "title=[FFT1_Keratin.tiff]");
ID_FFT1_Keratin=getImageID() ;
setThreshold (FFT_Thres_Kera, FFTHi);
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// Kritischer Schwellenwert fiir Bestimmung des Schwerpunkts in der FFT-Funktion

run("Convert to Mask");

run("Set Measurements...", "area fit center circularity redirect=None decimal=3");
nRS = nResults();
run("Analyze Particles...", "size="+part_Kera+"-Infinity

circularity=0.00-1.00 show=0utlines display include");
nRE = nResults();
if (nRS == nRE) {
setResult ("Major",nResults(), 9999);
Winkel_Keratin = O;
circ_Keratin = 1;
close();
} // Ende Ergebnis Dummy Eintragung
else { // Berechnet den Winkel Theta
Winkel Keratin = getResult("Angle");
if (Winkel_Keratin >= 180) {
// Abfrage fiir Winkel iiber 180°
Winkel_Keratin = Winkel_Keratin -180 ; }
if (Winkel_Keratin >= 90) { // Drehung der FFT zur Orientierung
theta_Keratin = Winkel_Keratin - 90; }
else {
theta_Keratin = Winkel_Keratin + 90; } /
/ Ende der if-else-Schleife zur Bestimmung von theta

Keratin_0Ori = theta_Keratin * (PI/180);

major_Kera = getResult("Major");
minor_Kera = getResult("Minor");
circ_Keratin = minor_Kera / major_Kera;
close();
} // Ende der Berechnung von Theta
selectImage (ID_FFT_Keratin);
close();
selectImage (ID_FFT1_Keratin) ;

close();

selectImage (ID_Endmaske_Actin);
makeRectangle (XSelC, YSelC, FFT_ROI, FFT_ROI);
getStatistics(area, mean, min, max, std);

if (mean >= MeanWert_Actin && mean <= MaxMean Actin ) {

// If-Bedingung fiir den mittleren Grauwert des Rasters...

if (GrauMin_Actin <= std && std <= GrauMax_Actin) {

// If-Bedingung fiir die Standard-Abweichung der Grauwerte...

run ("FFT") ;
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ID_FFT_Actin=getImageID();
run("Duplicate..." , "title=[FFT1_Actin.tiff]");
ID_FFT1_Actin=getImageID();

setThreshold (FFT_Thres_Acti, FFTHi);

// Kritischer Schwellenwert fiir Bestimmung des Schwerpunkts in der FFT-Funktion
run("Convert to Mask");
run("Set Measurements...",

"area fit center circularity redirect=None decimal=3");
nRS = nResults();
run("Analyze Particles...",
"size="+part_Acti+"-Infinity circularity=0.00-1.00 show=0Outlines display include");
nRE = nResults();
if (nRS == nRE) {
setResult ("Major",nResults(), 9999);
Winkel_Actin = O;
circ_Actin = 1;
close();
} // Ende Ergebnis Dummy Eintragung
else { // Berechnet den Winkel Theta
Winkel_Actin = getResult("Angle");
if (Winkel_Actin >= 180) {
Winkel_Actin = Winkel_Actin -180; }
if (Winkel_Actin >= 90) { // Drehung der FFT zur Orientierung
theta_Actin = Winkel_Actin -90; }

else {
theta_Actin = Winkel_Actin + 90; }
Actin_0ri = theta_Actin * (PI/180);

major_Acti

getResult ("Major");
getResult ("Minor");

minor_Acti

circ_Actin = minor_Acti / major_Acti;

close();
}
selectImage (ID_FFT_Actin);
close();
selectImage (ID_FFT1_Actin);
close();

if (circ_Keratin <= CircWert_Keratin && circ_Actin <= CircWert_Actin){

n=n+1; // Z&hlt die Schritte durch...

Orientierungslinienl(XSelC,YSelC,FFT_ROI,Keratin_Ori);
Orientierungslinien2(XSelC,YSelC,FFT_ROI,Actin_0Ori);

print (n, " \t", theta_Keratin, " \t", theta_Actin ,

"A\t", " \t", Keratin_0Ori, " \t", Actin_Ori ," \t");

} // Ende der Circ Schleife

selectImage (ID_Endmaske_Keratin);
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} // Ende der if-Schleife fiir den std-Wert...
} // Ende der if-Schleife vom Mean-Wert...
selectImage (ID_Endmaske_Keratin);
} // Ende der if-Schleife fiir den std-Wert...
} // Ende der if-Schleife vom Mean-Wert...
} // Ende YScan...
} // Ende XScan...

[/======m— Optische Kontrolle des Zwischenergebnisses durch den Benutzer-

setBatchMode (false) ;
selectImage (ID_Endmaske_Keratin) ;
wait(1000); // Wartezeit 1000 ms

selectImage (ID_Endmaske_Actin);
wait (1000); // Wartezeit 1000 ms

Janein = getNumber(" Schreib ’0’ fiir Save&Weiter, ’1’ fiir Nochmal

oder ’2’ fiir 10sek Pause ! " , 1 );

while(Janein ==2 ){
wait (10000) ;
Janein = getNumber(" Schreib ’0’ fiir Save&Weiter, ’1’ fiir Nochmal

oder ’2’ fiir 10sek Pause ! " , 1 );

if ( Janein >= 1) {

selectWindow("Log") ;

run("Close");

selectWindow ("-param") ;
run("Close");

if (isOpen("Results")==1) {

selectWindow ("Results");

run("Close"); } // Ende if-Results

selectImage (ID_Endmaske_Keratin) ;

close();

selectImage (ID_Endmaske_Actin);

close();

} // Ende fir Janein = 1

if ( Janein == 0 ) {

selectWindow ("Log") ;
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saveAs("text",dir_save+Name+"-Log") ;
//selectWindow (Name+"-Log"+".txt");
selectWindow("Log") ;
run("Close");
selectWindow("-param") ;
saveAs("Text" , dir_save+Name+param) ;
selectWindow (Name+param+".txt") ;
run("Close");
//selectWindow("Results");
//saveAs ("text",dir_save+Name+"-Results");
if (isOpen("Results")==1) {
selectWindow("Results");
run("Close"); } // Ende if-Results
selectImage (ID_Endmaske_Keratin);
saveAs("tif", dir_save+Name+"-Keratin");
close();
selectImage (ID_Endmaske_Actin);
saveAs("tif", dir_save+Name+"-Aktin");
close();
} // Ende fiir Janein = 0
} // Ende fiir while-Schleife
selectImage(Pic_Stack);
run("Open Next");
} // Ende der for-Schleife fiir die verschiedenen Bilder...

//selectImage (Pic_Stack);

//close();
//} // Ende des Actin-Auswertung
R 2001010 00) ) 1

// Orientrierungslinien 1

function Orientierungslinienl(XSelC,YSelC,FFT_ROI,Keratin_Ori) {

XNewCen = XSelC+FFT_R0I/2;

YNewCen = YSelC+FFT_R0I/2;

r = FFT_ROI / 3;

setForegroundColor (255, 255, 0); // Farbe: Gelb !

setLineWidth( LineWidth);

selectImage (ID_Endmaske_Keratin);

drawLine ( round(XNewCen+r*cos(Keratin_0ri)) , round(YNewCen-r*sin(Keratin_0ri)) ,
round (XNewCen-r*cos(Keratin_0ri)) , round(YNewCen+r*sin(Keratin_0Ori)));
setLineWidth( LineWidth);

selectImage (ID_Endmaske_Actin) ;

drawLine( round(XNewCen+r*cos(Keratin_0ri)) , round(YNewCen-r*sin(Keratin_0ri)) ,

round (XNewCen-r*cos(Keratin_0ri)) , round(YNewCen+r*sin(Keratin_0Ori)));
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} // Ende der Funktion Orientierungslinien 1

// Orientrierungslinien 2 ...

function Orientierungslinien2(XSelC,YSelC,FFT_ROI,Actin_Ori) {

XNewCen = XSelC+FFT_R0I/2;

YNewCen = YSelC+FFT_R0I/2;

r = FFT_ROI / 3;

setForegroundColor(255, 0, 0); // Farbe: Rot !

setLineWidth( LineWidth);

selectImage (ID_Endmaske_Actin);

drawLine( round(XNewCen+r*cos(Actin_0ri)) , round(YNewCen-r*sin(Actin_0ri)) ,
round (XNewCen-r*cos(Actin_0ri)) , round(YNewCen+r*sin(Actin_0ri)));
setLineWidth( LineWidth);

selectImage (ID_Endmaske_Keratin);

drawLine( round(XNewCen+r*cos(Actin_0ri)) , round(YNewCen-r*sin(Actin_0ri)) ,
round (XNewCen-r*cos (Actin_0ri)) , round(YNewCen+r*sin(Actin_0ri)));

} // Ende der Funktion Orientierungslinien 2

} // Ende Makro Melih_Co_Alignment
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