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Abstrakt

1 Abstrakt

Die Kenntnis der spezifischen Aufgaben des asp:- und des avPs-Integrins ist entscheidend fir
Studien der Zelladhé&sion, des Zellspreitens sowie der Zellmigration. Solche Prozesse spielen
eine groBe Rolle bei vielen pathologischen und physiologischen Vorgadngen wie der
Metastasenbildung, der embryonalen Entwicklung oder der Wundheilung. Bislang bleibt die
Aufklarung der Funktion einzelner Integrine wahrend dieser Prozesse aufgrund fehlender
spezifischer Molekulwerkzeuge, die jedes einzelne Integrin selektiv ansprechen, eine
Herausforderung. Erst vor einiger Zeit wurden selektive Liganden entwickelt, die im Stande
sind einzelne Integrine zu erkennen.

Im Fokus dieser Arbeit stand ein biomimetisches System, welches die Untersuchung der
bestimmten Funktionen der Integrine asB: und avBs ermdglichte. Dazu wurden hochselektive
integrinspezifische Mimetika auf Goldnanopartikeln immobilisiert und als Imitation der
extrazelluldren Matrix den Zellen geboten.

Die Adhésion der menschlichen Osteosarkomazellen U20S, die beide Integrintypen
exprimieren, wurde auf drei verschiedenen Goldnanopartikeln von 30, 60 und 90 nm fur beide
Mimetika untersucht. Dazu wurde die projizierte Adhésionsflache fiir alle Abstande
ausgemessen und quantifiziert. Ein signifikanter Unterschied wurde nicht nur zwischen der
maximalen Zellflache sondern auch in der Progression der Zellflache mit der Zeit festgestellt.
Mit zunehmenden Abstand der Goldnanopartikel nahm die maximale Zellflache fir beide
Liganden ab. Jedoch zeigte sich auf dem asp1-Mimetikum eine héhere maximale Zellflache im
Vergleich zum avB3-Mimetikum. Weiterhin wurde mittels kinetischer Untersuchungen ein
Unterschied in der Spreitgeschwindigkeit festgestellt. Auf dem aspB1-Substrat konnten U20S-
Zellen sich immer schneller verankern und zusétzlich war der Anstieg der Zellflache mit der
Zeit deutlich rascher als auf dem avf3-Substrat. Die schnellere Zellflachenprogression auf dem
asB1-Mimetikum wurde fur alle drei Abstdnde festgestellt, je grofRer die Abstande jedoch
wurden, desto kleiner fiel der Unterschied zwischen beiden Mimetika aus.

Die Analyse der ClustergroRe unterschiedlicher Adhasionsproteine zeigte ebenfalls
Unterschiede zwischen der asf1-Integrin und der owf3-Integrin vermittelten Zelladhé&sion, die
zusétzlich von der Ligandendichte des Substrats abhdangt. Es wurden Cluster der
Adhasionsproteine Vinculin und phospho-Paxillin auf unterschiedlichen

Goldnanopartikelabstanden fir beide Mimetika zur quantitativen Auswertung herangezogen.
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Vinculincluster besalRen auf dem avf3-Mimetikum eine gréfiere Flache im Vergleich zum asf1-
Mimetikum fiir alle drei Abstande. Fir 30 und 60 nm unterschied sich die Flache signifikant.
Fir 90 nm war die Clusterflache auf dem avf3-Substrat nur leicht erhoht. Die Phosphorylierung
des Paxillins wird fur beide Integrinmimetika durch die Ligandendichte auf dem Substrat
dirigiert. Auf dem avBs-Substrat wurde fiir die Tyrosinphosphorylierung des Paxillins ein
signifikanter Unterschied zwischen den Abstanden 30 und 90, sowie 60 und 90 nm festgestellt.
Im Gegensatz dazu ergab sich fir das asBi-Mimetikum ein signifikanter Unterschied beim
Ubergang von 60 auf 90 und von 30 auf 60 nm.

Bei der immunozytochemischen Untersuchung der Integrine wurde auf dem asP1-Substrat
sowohl das asPi-Integrin als auch das owps-Integrin nachgewiesen. Auf dem oyvfs-Substrat
befanden sich ausschlie3lich avfs-Integrincluster. Die Anwesenheit der beiden Integrintypen
auf dem asP1-Substrat ist hochstwahrscheinlich auf einen Rho-GTPasen-abhangigen Crosstalk
zwischen den beiden Integrinen zurtickzufiihren. Bei Inhibierung des avfBs-Integrins mittels
thiolfreien Mimetikums wurde die Zelladhé&sion auf dem av3-Substrat blockiert, wahrend auf
dem asPi-Substrat die Adhésion weiterhin ungehindert stattfand. Dagegen wurde bei
Inhibierung des asP1-Integrins die Zelladhdsion auf dem asB1-Substrat verhindert und auf dem
avBs-Substrat erfolgte diese einwandfrei. Bei der immunozytochemischen Integrinfarbung nach
der Inhibierung wurde nun auf dem osP:-Substrat ausschliellich das asBi-Integrin mit
fibrillaren Strukturen festgestellt, die vorzugsweise im Zellzentrum lokalisiert sind. Auf dem
avBs-Substrat wurden dagegen nur avfBs-Integrincluster detektiert. Demzufolge fuhrt die
Blockierung des avB3-Integrins zwar nicht zu einer Verhinderung der Zelladhé&sion, jedoch wird
die Ausbildung von stabilen oaspi-Integrinclustern unterbunden. Resultierend aus den
experimentellen Beobachtungen lassen sich deutliche Funktionsunterschiede zwischen dem
Integrin osP1 und dem Integrin avB3 schlussfolgern. So scheint das asBi-Integrin eher eine
grolRere Rolle bei der anfanglichen Zellanhaftung an das Substrat zu spielen, wéhrend das owf3-

Integrin flr die Ausbildung stabiler Fokaladhasionen verantwortlich ist.

Abstract



Abstrakt

The integrins asB1 and ovP3 have specific functions in a number of cell processes including cell
adhesion, cell spreading and cell migration. These processes play a key role in many
pathological and physiological processes like metastasis, embryogenesis and wound healing.
Currently, it is challenging to elucidate the distinct role of integrins asB: and avfB3 in the above
mentioned process because of lack of specific tools which address either integrin type. Only
recently highly selective ligands have been designed to target either integrin asp1 or integrin
avPBs for potential therapeutic applications.

In this work we present a biomimetic system, which allowed to elucidate the specific functions
of integrins asP1 and avP3 during cell adhesion. For this purpose, highly selective and active
integrin peptidomimetic ligands were immobilized on gold nanoarrays and used to characterize
cell adhesion.

The glass substrates were (i) patterned with gold nanoparticles by using block copolymer
micelle nanolithography (BCMN), (ii) passivated with a layer of polyethylene glycol (PEG)
between the gold nanoparticles, and (ii) functionalized with highly selective integrin ligands
coupled to the gold nanoparticles. The BCMN technique is based on the self assembly of
inverse micelles, which are made of amphiphilic block copolymers and which are loaded with
gold salt. The micelles are transferred to the glass substrate by dip coating and form a quasi
hexagonally arranged array of micelles. The following plasma treatment removes the polymer
from the substrates and reduces the gold salt to metallic gold. By varying of the retraction
velocity the distances between gold nanoparticles are adjusted to 30, 60 and 90 nm. To avoid
an unspecific adhesion, the substrates are passivated with a polyethylene glycol coating
between the gold nanodots. Afterwards, the gold nanodots serve as anchor points for the
immobilization of the integrin ligands through thiol groups.

Human osteosarcoma cells (U20S cells), which express both integrin types were seeded on the
nanopatterned surfaces presenting three different gold nanoparticle spacing, namely 30, 60 and
90 nm, functionalized with either peptidomimetic. The projected cell area was quantified for
all spacings. A significant difference is not only detected in the maximal cell spreading area,
but also for the progression of the cell area overtime. As the gold nanoparticle spacing
increased, the maximal cell area decreases for both ligands. However, the maximal cell area is
higher for the asp1 mimetic. Furthermore, spreading kinetics shows a higher velocity for the
asB1 mimetic in comparison to avs mimetic. U20S cells spread faster for all spacings on the

asB1 mimetic, but the difference between the mimetics decreases with increasing distances.
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Analysis of adhesion protein clustering in focal contacts as well shows differences in the asf1-
and avBz-mediated adhesion, which additionally depends on the gold nanoparticle distances.
For the quantification of focal adhesion size, vinculin and phospho-paxillin were labeled by
indirect immunofluorescence. Vinculin clusters exhibit an increased area on the avf3z mimetic
in comparison to asB1 mimetic for all three distances. At distances of 30 and 60 nm the vinculin
cluster area is significantly increased for avf3 mimetic in comparison to asf31 mimetic, whereas
for 90 nm spacing only a slight increase is observed. The phosphorylation of paxillin is
influenced by the ligand density on the substrate for both mimetics. For the avf33 substrate the
tyrosine phosphorylation of paxillin shows a significant difference between 30 and 90, as well
between 60 and 90 nm. In the case of asp31 mimetic there is a significant difference only between
60 and 90 nm.

Immunocytochemical staining revealed that both integrins are present in focal contacts on
surfaces with the asB1 mimetic and that only avfs integrin clusters are formed on the ovf33
mimetic. The presence of both integrins on asP1 mimetic surfaces is presumably due to a Rho-
GTPase dependent crosstalk between the two types of integrin. Blocking the o3 integrin with
a thiol free peptidomimetic, completely hinders adhesion on ayfz substrates whereas adhesion
is observed on asp1 substrates. Conversely, when asf: integrin is blocked, adhesion is inhibited
on asfP1 substrate and still occurrs on avBs substrate. After blocking, staining for integrins on
asfB1 substrate shows exclusively asB1 integrin, with fibrillar structures which are preferentially
located towards the center of the cells, and on avp3 substrate only avp3 integrin clusters. Thus,
blocking avfs integrin does not hinder the adhesion but affects the formation of stable asf31

integrin clusters.
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2 Einleitung und Motivation

Die Wechselwirkung der Zelle mit der extrazellularen Matrix (EZM) stellt einen
unentbehrlichen VVorgang aller multizellularen Systeme dar. Die Forschung auf diesem Gebiet
ubt somit einen groRBen Einfluss auf das biologische und medizinische Verstandnis der
Zelladhasion aus.

Durch den Kontakt der Zelle mit der extrazellularen Matrix kommuniziert diese mit der
unmittelbaren Mikroumgebung und reagiert auf die auf3eren Signale entsprechend. Dabei ist
diese Wechselwirkung essentiell z.B. bei der Ausbildung der Organe wéhrend der
Embryogenese.! In einem ausgereiften Organismus ist der Prozess der Zell-EZM
Wechselwirkung entscheidend bei der Gewebeintegritat aber auch bei der Organfunktion.? Eine
Fehlfunktion bei der Erkennung der EZM durch die Zelle fiihrt daher zu pathologischen
Zustanden. Diese Tatsache flhrte in den letzten Jahrzehnten zu etlichen Studien, die das
Zustandekommen der Wechselwirkung zwischen Zelle und EZM und die Regulation dieses
Vorganges aufzuklaren versuchten.

35 Insbesondere wird auch die Aufklarung des Zellverhaltens, welches durch die Zell-EZM
Wechselwirkung beeinflusst wird, angestrebt. Es wurden vor allem in den letzten drei
Jahrzehnten Durchbriiche auf diesem Gebiet geschafft. Zu den wichtigsten Entdeckungen
gehoren hier unter anderem die Identifikation der Integrine als transmembrane Rezeptoren flr
Adhasionsproteine sowie ihre Funktion als bidirektionale Signallbertragungsapparate.
Natdrlich sind hier zytoplasmatische und membranassozierte Proteine, die eine Schliisselrolle
als Regulatoren und Effektoren spielen, auch von groRer Bedeutung. Ebenso wurden mehrere
Signalibertragungswege, Uber die die empfangene Information von den Integrinen zu den
zytoplasmatischen Strukturen gelangt, aufgedeckt und voneinander abgegrenzt®.

Integrine bestehen aus einer a- und einer B-Untereinheit, die nicht kovalent miteinander
verbunden sind. Sie stellen heterodimere Transmembranrezeptoren dar, die die EZM mit den
zytoplasmatischen Proteinen verbinden und Aul3ensignale an die Zelle weiterleiten. Umgekehrt
ist genauso eine Signalweiterleitung von innen nach auflen mdoglich. Eine Aktivierung der
Integrine findet nach der Bindung eines EZM-Liganden statt. Dabei erkennt das Integrin
meistens eine kurze Aminosaurensequenz des Liganden, wie z.B. die RGD-Sequenz, welche
in natiirlich vorkommenden EZM-Proteinen wie Fibronektin oder Vitronektin erscheinen.’
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Integrin vermittelte Adhésion ist ein hochkomplexer VVorgang der ebenfalls mit der Bindung
eines extrazellularen Liganden an das Integrin beginnt. In diesen Prozess ist auch die
Wechselwirkung mit mehreren Bindungspartnern nach der Aktivierung miteinbezogen. Nach
der Ligation des EZM-Proteins assoziieren Integrine zu Clustern und fiihren zur Ausbildung
fokaler Kontakte bestehend aus mehreren Fokaladhasionsproteinen®.

Integrine spielen eine zentrale Rolle in der Entwicklung, der Organisation, Aufrechterhaltung
und Reparatur unterschiedlichen Gewebes indem sie eine Verankerung zur EZM bieten.
Storungen der Integrinfunktion werden hdufig mit Pathologien wie Blutgerinnungs- oder
Waundheilungsdefekten in Verbindung gebracht. Ferner sind Integrine unentbehrliche
Regulatoren der Zell- und Wirtsantwort bei Implantation korperfremder Objekte und sind
verantwortlich fir biologische Integration von Biomaterialien und , Tissue Engineering“-
Produkten.

Die Imitation der EZM nimmt eine wichtige Stellung in der Entwicklung biokompatibler
Materialen sowie fir die Aufklarung der Wechselwirkungsmechanismen zwischen der EZM
und der Zelle ein. Zu diesem Zwecke wurde im Rahmen dieser Arbeit ein nanostrukturiertes
Substrat verwendet, welches mit Hilfe der mizellaren Nanolithographie® erzeugt wird. Dessen
Ankerpunkte bestehen aus Goldnanopartikeln und bieten die Moglichkeit zur
Biofunktionalisierung mit spezifisch wirkenden Integrinliganden. Die Ankerpunkte bilden eine
quasi hexagonale Anordnung und kénnen in gewiinschten Abstanden auf dem Substrat erzeugt
werden. Die Moglichkeit der prazisen Abstandsgenerierung erlaubt die Regulierung der
Ligandenkonzentration auf dem biokompatiblen System wund somit die Aufklarung
unterschiedlicher Mechanismen in Abhangigkeit der Ligandendichte. Z. B. kann die oben
erwéhnte Clusterbildung der Integrinrezeptoren nur bei einem bestimmten minimalen Abstand
der gebotenen Liganden stattfinden. Unterschiedliche Ligandendichten l6sen somit
unterschiedliches Zellverhalten aus. Es ist bekannt, dass die Bildung von Integrinclustern einen
bestimmten Abstand zwischen den einzelnen Integrinen erfordert. In der Literatur wird ein
optimaler Abstand von 58 nm fir die stabile Clusterbildung beschrieben. Bei einem Abstand
von 73 nm*® und héher bilden sich stets dynamische Fokalkontakte aus. Sie sind deswegen
nicht im Stande eine starke Zellanhaftung an das Substrat zu gewahrleisten.

In Sédugetieren existieren 19 unterschiedliche o- und 8 B-Untereinheiten. Insgesamt wurden
bislang 24 unterschiedliche Integrintypen aus diesen Untereinheiten nachgewiesen %, die sich

alle in der Struktur ihrer a- und B-Untereinheiten sehr &hneln, jedoch unterschiedliche
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Aufgaben in der Zelle besitzen. Oft werden Integrine nach ihrer F&higkeit an unterschiedliche
EZM-Proteine zu binden klassifiziert, es binden z.B. 8 Integrine an die RGD-Sequenz des
Fibronektins®2. Unter den Fibronektin-bindenden Integrinen befinden sich die Intergrine asp: -
und avP3, die in die Embryogenese, die Angiogenese und in unterschiedliche Pathologien®*1°
involviert sind und in dieser Arbeit ndher betrachtet werden. Voralllem wegen ihrer
Beiteiligung an der Angiogenese!®!’” wurden die beiden Integrine in den letzten Jahrzehnten
immer attraktiver fiir die Pharmaforschung. Diese versuchte Antagonisten?® fir die Integrine
asBr und avBa zu entwickeln und in klinischen Studien zu testen. Obwohl bereits eine
Informationsfille tber alle Integrineigenschaften besteht, bleibt dennoch unklar wie jedes
einzelne Integrin die Zellfunktion und -antwort selbststandig reguliert. Um diesem Problem
nachzugehen, wurden hochselektive und aktive Peptidomimetika!® fiir die beiden Integrine
entwickelt und mit Thiolgruppen funktionalisiert, die eine Immobilisierung auf
Goldnanopartikeln erlaubten. Es wurde zwar bereits versucht, die Funktion der beiden Integrine
mit dem unselektiven zyklischen RGD-Protein und anderen mimetischen EZM-Proteinen
aufzuklaren®®-22 jedoch bleibt die Rolle der asBi- und avBs-Integrine bei der Zelladhasion und
der Ausbildung von fokalen Kontakten immer noch undeutlich. In der Natur vorkommende
Integrinliganden sind aufgrund ihrer mangelnden Subtypselektivitat hierfiir ungeeignet’. Die
Literatur stellt ferner Oberflachensubstrate vor, die mittels peptidischer Integrinliganden
funktionalisiert sind und biophysikalischen Studien zur Entwicklung von Implantatmaterialien
oder zur Untersuchung der Bindungsmotive von Zellen dienten

2325 Jedoch wiesen die Peptide im Gegensatz zu Peptidomimetika eine geringere Aktivitét und
eine unzureichende Selektivitat auf.

Basierend auf diesen Kenntnissen war das Ziel dieser Arbeit spezifische Funktionen der
Integrine oasPB: und avBs wahrend der Zelladhdsion und des Aufbaus fokaler Kontakte
aufzuklaren. Dabei wurde ihre Bedeutung wahrend der Anhaftung an das Substrat, wéhrend des
Zellspreitens sowie des Integrinclusterns untersucht. Es wurden hoch selektive Mimetika
verwendet, die jedes Integrin einzeln ansprechen. Ferner wurde das Verhalten des
Integrinclusterns ohne und mit Inhibierung entweder des asBi- oder des avBs-Integrins

beobachtet.
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3 Theoretischer Hintergrund

3.1 Mizellare Blockcopolymer Nanolithographie

3.1.1 Einfihrung in die Nano(bio)technologie

Sowohl Nano- als auch Nanobiotechnologie werden in Zukunft viele Technologiefelder
grundlegend verandern und ein enormes Innovationspotenzial bieten. Die Nanotechnologie
beschaftigt sich mit Materialien im Nanobereich d.h. zwischen 0,1 und 100 nm.? Nanoteilchen
besitzen andere Eigenschaften als herkdmmliche Materialien und bieten daher neue
Maoglichkeiten fiir etliche Forschungsgebiete.

Nanotechnologie spielt nicht nur in der Medizin und der Forschung eine grol3e Rolle, sondern
wird auch im Alltag immer prasenter. In der Halbleiterindustrie werden mittlerweile sehr haufig
Nanodrihte und Nanoréhren fir die Herstellung elektronischer Chips verwendet.?” Viele
Plastikverpackungen und sogar Sportbekleidung enthalten Silbernanopartikel als
antibakteriellen Schutz. Sonnenschutzcremes beinhalten Titandioxid- oder
Zinkoxidnanopartikel die die Absorption der ultravioletten Strahlen auf der Haut verhindern.
Eine Richtung in der die Nanotechnologie ein vielversprechendes Verfahren darstellt ist die
Nanobiotechnologie, wo biologische Prozesse und Funktionseinheiten unter Einbezug
nanoskaliger Instrumente oder nanostrukturierter und biofunktionalisierter Grenzflachen
verstanden werden konnen.?® Im Bereich der Pharmakologie und der therapeutischen Medizin
verspricht die Nanobiotechnologie hervorragende Methoden zum Transport von Medikamenten
(Drug Delivery) an den gewunschten Wirkungsort im Korper. Dabei sollen Nanopartikel, die
als Wirkstofftrager dienen, das Medikament schnell und zielgerecht an das betroffene Gewebe
ausliefern und dort freisetzen, ohne unnétige Wechselwirkungen mit unbetroffenen Stellen
einzugehen. Auf diese Weise werden Effektivitdt und Vertréglichkeit der traditionellen
Therapieverfahren verbessert. Therapiemdglichkeiten auf nanotechnologischer Basis sind vor
allem in der Onkologie besonders gefragt, da dort aggressive Praparate gegen krankhaft
verénderte Zellen wirken missen, ohne die gesunden Zellen des Organismus anzugreifen.
AuBerdem sind auch nanostrukturierte Oberflachen zur Herstellung von bioaktiven Prothesen
in den letzten Jahren erfolgreich erforscht worden.?®3! Herkémmliche Implantate, die zum
Beispiel bei Knochenbriichen eingesetzt werden, besitzen einige Nachteile, wie beispielsweise
schnelles Altern und schlechte Biokompatibilitat. Solche Implantate sollten am besten mit dem

umgebenden Gewebe gut vertraglich sein das heif3t
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keine AbstoRungsreaktion auslésen und im Idealfall zusétzlich die Differenzierung der
Knochenzellen férdern. Da Eigenschaften wie Nanotopographie und Oberflachenchemie der
einzupflanzenden Implantate das Zellverhalten bestimmen, werden diese mittels
nanotechnologischer Verfahren verdndert. Somit wird die Vertraglichkeit orthopédischer

Implantate erhdht und die Lebensqualitit der Patienten verbessert.®?

3.1.2 Generelle Strukturierungsmethoden auf Oberflachen im Nanometerbereich

Es wird generell zwischen zwei verschiedenen Methoden zur Erzeugung von Strukturen im
Nanometerbereich auf Oberflachen unterschieden (Abb.1). In dem ,,top down*-Ansatz werden
Verfahren benutzt, die eine Herabskalierung ermdglichen. So wird in der konventionellen
Lithographie das benétigte Material mit einer Maske bedeckt und anschlielend das
abzutragende Material entweder einem chemischen oder physikalischen Atzprozess ausgesetzt.
Das chemische Atzen funktioniert mit Sauren, das physikalische dagegen mit UV-Licht,
Rontgenstrahlung oder Elektronenstrahlung. Die Auflésung und GroRe der fertigen
Nanostrukturen hangt hier von der verwendeten Strahlungswellenlange ab.** Mit modernen
nanolithographischen Methoden konnen Strukturen im Bereich von 10-50 nm erreicht
werden.3*

Der sogenannte ,,bottom up“-Ansatz nutzt die Fahigkeit atomarer und molekularer Baubldcke
aus, sich selbst in komplexere Strukturen organisieren zu kénnen. Dieses Verfahren beruht auf
chemischen Synthesen und verlangt deshalb Optimierung in der Oberflachenvorbereitung,
genaue Einstellung der Umgebungsvariablen, um eine kontrollierte Molekilabscheidung zu

ermdglichen sowie Vermeidung von Verunreinigungsablagerungen.®
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TOP-DOWN BOTTOM-UP

Abbildung 1: Top-down und bottom-up-Ansatz. Bei der Top-down Methode werden Techniken wie
Lithographie oder Stempeln verwendet, um Strukturen auf Oberflachen aufzubringen. Die Bottom-up
Technologie nutzt dagegen spontane Selbstanordnungsprozesse zur Herstellung von Strukturen aus.
Adaptiert nach [35]. *

3.1.3 Grundlagen der Selbstassemblierung

Selbstassemblierung stellt einen Prozess dar, bei dem sich einzelne Komponenten spontan zu
einem vereinigten System anordnen. Meistens sind die wechselwirkenden Kréfte nicht
kovalenter Natur. Die generierten Strukturen befinden sich gewdhnlich im Gleichgewicht oder
zumindest in einem metastabilen Zustand.®

Selbstassemblierung wird in zwei verschiedene Typen unterteilt, die statische und die
dynamische. Statischer Selbstassemblierung unterliegen Systeme, die ein globales oder lokales
Gleichgewicht besitzen und keinen Zerfall verbunden mit Energieabgabe eingehen. Dieser
Assemblierungstyp verbraucht zwar Energie, um die Strukturen zu bilden, sobald aber diese
gebildet sind zerfallen sie nicht mehr. Bei der dynamischen Selbstassemblierung kénnen die
fur die Bildung der Strukturen verantwortlichen Wechselwirkungen nur dann stattfinden, falls
das System Energie aufnimmt. Die entstandenen Strukturen bleiben auch nur im Falle standiger
Energieaufnahme bestehen.®’

Der Ordnungsparameter des entstehenden Systems hangt vom Verhaltnis der Diffusionsrate zur
Adsorption der involvierten Atome, Molekiile oder Aggregate ab. Liegt eine schnelle Diffusion
und eine langsame Adsorption vor, so bildet sich ein im Gleichgewicht befindendes System, da
jedes Molekill genug Zeit besitzt, um sich in ein energetisches Minimum zu

10
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begeben. Bei langsamer Diffusion und schneller Adsorption bevorzugt das System dagegen
kinetisch stabile Strukturen und begibt sich in ein metastabiles energetisches Minimum, falls

dieses leichter zu erreichen ist als ein globales energetisches Minimum.

3.1.4 Amphiphile Diblockcopolymere
Diblockcopolymere sind Makromolekiile bestehend aus zwei Arten von Monomeren, welche
in Blocken miteinander kovalent verbunden sind. Sie werden mittels anionischer
Polymerisation, die eine ,lebende” Polymerisation darstellt, hergestellt. Diese
Polymerisationsart weist keine Abbruchs- oder Ubertragungsreaktion auf, das heiRt die
Kettenenden bleiben nach Verbrauch des Monomers aktiv. Nach der Bildung des ersten
Polymerblocks wird das zweite Monomer hinzugefligt und die Polymerisation kann fortgesetzt
werden. Nachdem der zweite Block angewachsen ist, wird ein Abbruchsreagenz hinzugefugt,
um die Reaktion zu beenden.
Das Mischungsverhalten zweier Polymere kann thermodynamisch durch Gleichung 1, in der
AGm die Freie Mischungsenthalpie, AHm die Mischungsenthalpie und ASm die
Mischungsentropie darstellen, beschrieben werden.

AGm = AHm — TASm

Formel 1: Mischungsverhalten zweier Polymere

Eine komplette Mischung zweier Polymere kann nur bei negativem AGm stattfinden. Bei
Diblockcopolymeren wirken aufgrund zweier verschiedener Blocke unterschiedliche
intermolekulare Kréfte. Treten zwischen den beiden Blocken keine starken Wechselwirkungen
auf, so nimmt die Mischungsenthalpie positive Werte an.

Bevorzugt finden dann Wechselwirkungen zwischen chemisch dhnlichen Blocken statt
wéhrend Wechselwirkungen zwischen chemisch verschieden Blocken minimiert werden. Es ist
jedoch keine makroskopische Phasentrennung der Blockcopolymere maglich, da die einzelnen
Blocke kovalent miteinander verbunden sind. Der Beitrag von ASm zur Freien
Mischungsenthalpie ist relativ klein, somit ist der Term TASm nicht in der Lage die positive
Mischungsenthalpie zu kompensieren. Die Phasenseparation wird bei Blockcopolymeren als
Mikrophasenseparation bezeichnet, da die ausgebildeten Phasen im 10-100 nm Bereich
liegen.®®

Das Phasenverhalten von Diblockcopolymeren hangt von den VVolumenbriichen f. und f, sowie
von dem Term yN ab. Dabei ist y der Flory-Huggins Parameter, der die Wechselwirkung
zwischen den beiden Blocken angibt und N ist der Polymerisationsgrad. Im Falle von yN>>10,5

spricht man vom ,,Strong Segregation Limit*, dabei Uberwiegen die

11
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enthalpischen Krafte im Gegensatz zu entropischen. Die Phasen der einzelnen Blocke liegen
getrennt voneinander vor, was mit einer Streckung des Polymers verbunden ist. Fiir groe YN
Werte nimmt die Phasenstruktur in Abhangigkeit des Volumenbruchs f bestimmte Strukturen
an (Abb.2).

Abbildung 2: Phasendiagramm eines Diblockcoploymers und die dazugehérigen Morphologien: S =
sphéarische Morphologie, C = zylindrische Morphologie, G = gyroide Morphologie, L = lamelare
Morphologie. X stellt dabei den Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter, f den Volumenbruch eines
Blocks und N den Polymerisationsgrad des Blockcopolymers. In dem mit DIS gekennzeichneten Bereich
findet man kann keine Phasenseparation vor. Abbildung nach [39]. %

Der Flory-Huggins Parameter verhalt sich reziprok zur Temperatur und sinkt mit steigender
Temperatur, die entropischen Effekte steigen dagegen an und das ganze System gewinnt an
Unordnung. Dabei nimmt die Abgrenzung der einzelnen Phasen ab. Ist das Produkt yN < 10,5
kann das Phasenverhalten durch das ,,Weak Segregation Limit* beschrieben werden. Hier
dominieren die entropischen Effekte uber die enthalpischen und die Polymere liegen
ungeordnet vor.404

In dieser Arbeit wurde das amphiphile Polystyrol-b-Poly(2-vinylpyridin) (PS-b-P2VP) als
Diblockcopolymer verwendet (Abb.3).

12
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Abbildung 3: Das amphiphile Polystyrol-b-Poly-(2-vinylpyridin) (PS-b-P2VP) besitzt einen unpolaren
Polystyrol-Block und einen polaren Poly-(2-vinylpyridin)-Block.

3.1.5 Mizellenbildung

Aufgrund ihrer unikalen Struktur besitzen amphiphile Molekdle die Tendenz sich in unpolaren
Losungsmitteln in inversen Mizellen anzuordnen. Dabei bilden sie eine Kern-Schale-Struktur
aus, bei der sich die polaren Reste im Innern der Mizelle befinden und durch eine unpolare
Mizellenhdlle vom Lésungsmittel abgeschirmt werden. Diese Anordnung erlaubt dem Polymer
thermodynamisch ungtinstige Wechselwirkungen mit dem Ldsungsmittel zu reduzieren. Die
Bildung der Mizellen wird durch die Unvertraglichkeit der Blocke A und B beeinflusst,
sterische Einschrankungen verhindern jedoch ein unendliches Zusammenwachsen der
einzelnen Polymere.

Generell kann angenommen werden, dass der Prozess der Mizellenausbildung stark von der
kritischen Mizellenkonzentration abhéngt. Liegt die gesamte Polymerkonzentration unter der
kritischen Mizellenkonzentration, so befinden sich nur einzelne Polymere in Losung. Sobald
die kritische Mizellenkonzentration tberschritten wird, liegen polymolekulare Mizellen vor,
welche sich im Gleichgewicht mit Einzelpolymeren befinden (Abb. 4).424

13
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>

C (Mizellen)

C (Gesamt)

Abbildung 4: Kritische Mizellenkonzentration (CMC). Bildung der Mizellen eines Diblockcopolymers in

Abhéngigkeit der Polymerkonzentration.

Die Grolie der Mizellen wird durch die Aggregationszahl, die Wechselwirkung zwischen der
Hille und dem Losungsmittel sowie die Wechselwirkung der beiden Polymerblécke
beeinflusst. Die Aggregationszahl ist die Anzahl der Polymere in einer Mizelle und héngt
wiederum vom Molekulargewicht des Polymers ab. Sie wird durch das sogenannte
Skalengesetz beschrieben:

Z =ZyNiN;*®

Formel 2: Skalengesetz

Zo hangt von der Mischungsenthalpie des unltslichen Polymerblockes und des Lésungsmittels
ab. N stellt den Polymerisationsgrad der einzelnen Blocke dar.**

3.1.6 Beladung der Mizellen mit Metallsalzen
Das in dieser Arbeit verwendete Polystyrol-b-Poly-(2-vinylpyridin) bildet in unpolarem
Losungsmittel wie z.B. Toluol inverse Mizellen, wobei die 2-VP Einheiten den Kern der

Mizelle ausbilden.
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Die Kern-Hulle-Struktur einer Mizelle eignet sich hervorragend dazu mit einem Metallsalz
beladen zu werden. Das Hinzufligen eines Metallsalzes, wie HAuCls, ZnCl> oder AgOAc, zu
der Mizellenldsung l6st eine S&ure-Base Reaktion zwischen dem 2-VP Kern und dem Salz aus
(Abb.5.).4546

% ...

hrJV'

Y

HAUCI, AN L P

R + AuCI,

Z

Abbildung 5: Beladung der Mizellen mit Tetrachlorgoldsaure.

Die Reaktion der Polymereinheiten im Mizellenkern mit dem Salz stabilisiert die Mizelle durch
Erhohung der Polaritdt. Die Metallsalzbeladung steigert die Unvertréglichkeit des
Mizellenkerns mit unpolarem Ldsungsmittel und der Mizellenhlle. Durch diese Stabilisierung
wird die kritische Mizellenkonzentration deutlich heruntergesetzt.*’

Die Beladung L des Mizellenkernes ergibt sich aus dem Verhéltnis der Anzahl n der mit
Tetrachlorgoldséure neutralisierten 2-Vinylpyridineinheiten zur Gesamtzahl m der 2-

Vinylpyridineinheiten:

L =n(HAuCl,)/m(2VP)

Formel 3: Beladung des Mizellenkernes

Mit Hilfe der Beladungszahl kann die Anzahl der beladenen 2-Vinylpyridineinheiten bestimmt
werden. Wahlt man beispielsweise L=0,5 so wird jede zweite 2-Vinylpyrideneinheit mit

Tetrachlorgoldsdure beladen.
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3.1.7 Strukturierung der Substratoberflachen

Es existieren mehrere Methoden zur Strukturierung und Beschichtung von Substratoberfléchen.
Die sogenannte Rotationsbeschichtung (spin coating) wird des Ofteren in der Industrie
verwendet und dient zum Auftragen verschiedener Losungen auf flache Substrate. Dazu wird
das Substrat in einer Rotationsbeschichtungsmaschine fixiert und die aufzubringende Lésung
wie z.B. Polymerlosung oder Nanopartikelsuspension auf die Substratoberflache getropft.
Durch wirkende Zentrifugalkréfte bildet sich eine dinne und gleichméfige Schicht auf der
Oberflache aus. Die Schichtdicke kann iiber die Rotationsgeschwindigkeit variiert werden.*®
Eine andere Methode stellt die Langmuir Blodgett Beschichtung dar. Dabei werden in Wasser
unlésliche Substanzen, wie langkettige Fettsauren, Amphiphile oder Alkohole, aus einem
Losungsmittel auf die Wasseroberflache aufgebracht. Dabei bilden diese Substanzen eine
Monolage auf der Grenzschicht zwischen Wasser und Luft aus. Diese sogenannten Langmuir
Blodgett Filme kénnen dann auf feste Substrate transferiert werden.*®

In dieser Arbeit wurde zur Bedeckung der Glassubstrate mit mizellarer LOsung das
Tauchbeschichtungsverfahren (dip coating) verwendet. Bei diesem Verfahren werden die
Substrate in die aufzubringende Suspension eingetaucht und anschliefend mit konstanter
Geschwindigkeit aus dieser wieder herausgezogen. Beim Herausziehen des Substrats bildet
sich eine quasi hexagonal geordnete Monoschicht aus Mizellen auf der Oberflache.>® Dieser
Prozess wird durch den konvektiven Fluss und durch laterale Kapillarkrafte wéhrend des
Trocknungsprozesses dirigiert, aulRerdem spielen repulsive elektrostatische sowie sterische
Wechselwirkungen wahrend der Mizellenadsorption eine Rolle. Die treibende Kraft stellt dabei
die Verdampfung des Losungsmittels an der Eintauchstelle dar. Durch den konvektiven Fluss
werden wahrend des Herausziehens Partikel durch das Verdampfen bewegt und bilden eine
geordnete Schicht. Durch die wirkenden attraktiven Kapillarkrafte wird die gebildete mizellare
Monolage stabilisiert (Abb.6).
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Abbildung 6: Auftretende Krafte beim Tauchbeschichtungsverfahren: A) Konvektionsdfluss aufgrund des

Herausziehens. B) Kapillarkrafte zwischen den Mizellen; F = Kraft, R=Radius.

Durch die elastischen Eigenschaften der Mizellen bilden diese auch bei sehr hohen
Konzentrationen Monolagen auf der Oberflache aus. Nicht-deformierbare Partikel lassen sich
dagegen nicht komprimieren und bilden bei hohen Konzentrationen Multilagen aus.*’

In dieser Arbeit wurden die so generierten Oberflachen anschliefend mit einem reaktiven
Plasma behandelt. Das Plasma entfernt vollstindig das Polymer und reduziert die
Tetrachloraurationen zu elementarem Gold. Somit verbleiben nach der Plasmabehandlung

hexagonal angeordnete Goldnanopartikel auf der Oberfl&che.

3.1.8 Einflussfaktoren der Partikelabstande

Fur viele Anwendungen von strukturierten Nanopartikeloberflachen ist der Abstand zwischen
den einzelnen Nanopartikeln von Bedeutung.®>? Unterschiedliche experimentelle Faktoren
kdnnen dabei zum Einstellen der Abstande ausgenutzt werden.

Durch die Molekulargewichtvariation des Blockcopolymers kann der Radius der Mizellen
eingestellt werden. Bei Verwendung von langeren Polymeren kann ein groRerer Mizellenradius
erzielt werden. GroRere Mizellen dienen als groflere Abstandshalter fir die Partikel und
resultieren im Endeffekt in hoheren Partikelabstanden. Der Radius einer trockenen Mizelle

kann durch folgende Formel beschrieben werden #':

M ZM,, R3
Mizelle NA Mizelle 3

Formel 4: Gewicht einer Mizelle

Dabei stellt My;,.1e das Gewicht einer Mizelle, Z die Aggregationszahl (Anzahl der
Polymerketten pro Mizelle), M,, das Molekulargewicht des Polymers und N, die Avogadro
Konstante dar. Ist die Mizellendichte idealerweise gleich der Polymerdichte, so lasst sich der

Radius fur eine bestimmte Aggregationszahl bestimmen. Aufgrund von Deformationen, welche
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die Mizellen nach der Adsorption auf der Oberflache eingehen, weicht der theoretisch
berechnete vom realen ab. Zusatzlich muss beriucksichtigt werden, dass die Formel weder
Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel %2 noch die Beladung mit Tetrachlorgoldséure
einbezieht. Diese Interaktionsarten beeinflussen jedoch den Radius zusétzlich.

Des Weiteren besteht die Mdoglichkeit, den Nanopartikelabstand durch die
Mizellenkonzentration zu justieren. Dies hat den Vorteil, dass auf diese Weise ein und dasselbe
Polymer  zur  Herstellung  bestimmter  PartikelgroBe  mit  unterschiedlichen
Nanopartikelabstanden ~ verwendet werden kann. Dabei ergibt eine hohere
Polymerkonzentration kleinere Abstande, da die Mizellen auf der Oberflache dichter gepackt
werden als bei niedrigeren Konzentrationen.

Ein zusatzliche Option zum Regulieren der Partikelabstdnde besteht in der Schichtdicke der
aufzubringenden Suspension.> Die Schichtdicke hangt mit der Anzahl der Mizellen pro Flache
zusammen und wird durch Viskositdt und Kapillaritat bestimmt. Abbildung 7 zeigt den

Meniskus, der beim Herausziehen des Substrats aus einer Newtonschen Ldsung entsteht.

v

K1

Abbildung 7: Meniskus eines vertikal eintauchenden Substrates. Gestrichelte Linie veranschaulicht den
Meniskus einer ruhenden Oberflache. Die durchgezogene Linie dagegen den Meniskus vertikal nach oben

bewegten Oberflache.

Die gestrichelte Linie zeigt dabei den Meniskus einer vertikal still stehenden Oberflache,
welcher entsteht wenn die Adhasion innerhalb der Losung groRer ist als die Kohasion. Die

durchgezogene Linie veranschaulicht den Meniskus einer Probe, die vertikal nach oben bewegt
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wird. Durch langsames Herausziehen entsteht ein diinnerer Film auf dem Substrat, da weniger
Flussigkeit von diesem mithochgezogen wird. Durch héhere Riickzugsgeschwindigkeit entsteht
somit ein dickerer Flussigkeitsfilm auf der Oberflache. Die maximale Schichtdicke kann durch
folgende Formel beschrieben werden 5

2

3

he =0,94-k71-C

a

o
heo =094 [—-C
2

Formel 5: Maximale Schichtdicke

Q win

Hierbei bezeichnet h,, die Schichtdicke in groBer (unendlicher) Entfernung vom Meniskus,
! die Kapillarlinge, o die Oberflichenspannung, p die Dichte, g die
Erdbeschleunigungskonstante, C. die Kapillaritatszahl. Die Kapillaritatszahl wird durch das
Verhéltnis von Kapillaritatskraften zu Oberflachenspannung an Flussig-Gas Phasengrenze

definiert:

_n

Cq -

Formel 6: Kapillaritatszahl

wobei mn die dynamische Viskositit, V die Riickzugsgeschwindigkeit und o die
Oberflachenspannung darstellen. Damit lasst sich die Formel 5 wie folgt umschreiben:
2
(nv)3
11
pgzos

Formel 7: Maximale Schichtdicke umgeformt mit Hilfe der Kapillaritatszahl

heo = 0,94 -

Der beschriebene Zusammenhang fur die maximale Schichtdicke gilt nur fir sehr kleine
Kapillaritatszahlen (Ca<<1), flir das hier verwendete System kann dies angenommen werden.
Laut der Gleichung 7 héangt die Schichtdicke somit von der Viskositdit und der
Rickzugsgeschwindigkeit ab.

3.1.9 Ordnungsparameter

Die Ablagerung der Goldnanopartikel mit Hilfe der mizellaren Blockcopolymer-
Nanolithographie (BCMN) resultiert in einer quasi hexagonalen Anordnung auf der
Oberflache. Um die Ordnung des gebildeten Musters zu charakterisieren, wurde eine
quantitative Beschreibung der Qualitat des Musters eingefiihrt. Um ein mdgliches Modell auf
das quasi hexagonale Muster anwenden zu konnen, vergleicht man es mit einer

Kristallgitterstruktur. Ein kristalliner Feststoff besitzt zwei Ordnungsarten. Eine davon ist die
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translatorische Ordnung, bei der alle Partikel in einem ausgewéhlten Bereich Uber eine groRe
Distanz gleiche Abstédnde zu ihren Nachbarpartikeln besitzen. Dies wird durch eine radiale
Verteilungsfunktion g(r) ermittelt, welche die gemittelte Packungsdichte als Funktion der
Radialdistanz r ausgehend von einem Partikelzentrum angibt. Die zweite ist die orientierte
Ordnung, die zwei Partikel mit einem groRen Abstand zueinander beschreibt. Alle Nachbarn
dieser zwei Partikel liegen in gleicher Orientierung bezuglich definierter Achsen.
Flussigkeiten besitzen dagegen keinerlei Fernordnung jeglicher Art. Die Abnahme der Ordnung
in einem kristallinen Feststoff beim Schmelzen wird durch die Theorie von Kosterlitz,
Thouless, Halperin, Nelson und Young (KTHNY) beschrieben.> Sie schlagen eine sogenannte
hexatische Phase zwischen einem Kristall und einer isotropen Flussigkeit vor. Thermische
Verschiebungen der Partikel fihren dabei zu lokalen elastischen Verzerrungen in der
kristallinen Phase. Diese thermische Auslenkungen konnen vier benachbarte Teilchen so
verschieben, dass zwei Teilchen davon funffach und zwei siebenfach statt sechsfach koordiniert
sind. Somit entstehen zwei gebundene 5-7 Dislokationspaare mit entgegengesetzter Richtung.
Mit steigender Temperatur wachst die Anzahl der Dislokationspaare bis schliellich die
Schmelztemperatur erreicht ist und die Dislokationspaare sich voneinander trennen Abbildung
8.

°

° °
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Abbildung 8: Partikel mit 5 nédchsten Nachbarn sind gelb und Partikel mit 7 nachsten Nachbarn sind rot

dargestellt. a) Ein Dislokationspaar b) bei steigender Temperatur trennt sich das Dislokationspaar

Jetzt haben sie die Mdoglichkeit im Kristall frei zu diffundieren. Durch die freien
Dislokationspaare wird die Translationsordnung zerstort. Die Orientierungsordnung bleibt
dabei global erhalten, denn die Dislokationen verschieben lediglich die Gitterlinien, ihre
Orientierung bleibt dabei erhalten. Bei weiterer Erhohung der Temperatur konnen die freien
Dislokationen dissoziieren und bilden ftnffach und siebenfach koordinierte Teilchen, die als
Disklinationen bezeichnet werden. Da die Disklinationen keine Vorzugsrichtung aufweisen,

zerstoren sie die Orientierungsordnung und bilden damit eine isotrope Fliissigkeit.>®
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Die Formel 8 stellt einen Ordnungsparameter flr eine Partikelanordnung dar, mit dessen Hilfe
die Translationsordnung beschrieben werden kann.%’
L}’E,(r) = exp(lG . r)

Formel 8: Ordnungsparameter

G ist hier der reziproke Gittervektor der Anordnung. Sowohl fiir Disklinationen als auch fir

Dislokationen geht der Ordnungsparameter WE(F) gegen Null. Jedoch beeinflusst die

Disklination in einem hexagonal geordneten zweidimensionalem System zusatzlich die lokale
Orientierung der Bindungen zwischen den ndchsten Nachbarn. Aus diesem Grund wird zur
Quantifikation dieser lokalen Orientierungsordnung ein zusatzlicher Ordnungsparameter
We(r;) eingefihrt.
Nj
1 .
Yo (1) = ). exp(i66;)
J
k=1
Formel 9: Ordnungsparameter in Abhangigkeit des Winkels der Bindungsseiten j und k

Ojx ist dabei der Winkel der durch die Bindungsseiten j und k in Bezug auf eine Referenzseite r;
gebildet wird. Njstellt die Gesamtzahl der Partikel durch welche die lokale Ordnung bestimmt
ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grundlagen der KTHNY Theorie zur Bestimmung des
Ordnungsparameters der quasi hexagonal angeordneten Goldnanopartikel verwendet. Der
gemittelte Ordnungsparameter aller hexagonal orientierten Partikel in einer REM Aufnahme

wird mittels Formel 10 berechnet:

1 N(@) Nj
Ve () =g D, 2. P
j=1 k=1

Formel 10: Gemittelter Ordnungsparameter aller hexagonal orientierten Partikel

N steht flr alle Partikel in einem Bild (t=1). Der Ordnungsgrad kann Werte zwischen Null und
Eins 0 < W6 <1 annehmen. Ws=0 gilt fiir komplette Unordnung und We=1 flir perfekte Ordnung.
Gleichung 10 wurde in ein ImageJ Plugin eingebaut und ermdéglicht es, den Ordnungsparameter
von Gold-Nanopartikeln auf Oberflachen zu bestimmen, welche durch REM-Aufnahmen

visualisiert wurden.
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3.2 Funktionalisierung von Oberflachen

3.2.1 Selbstorganisierende Monolagen (SAM)

SAMs (self assembled monolayers) sind geordnete Ansammlungen von Molekdilen, die spontan
durch Adsorption auf einer festen Oberflache entstanden sind. Molekiile, die fahig sind solche
hochgeordnete Monolagen auszubilden, bestehen aus einer oberflachenaktiven Ankergruppe,
einem Rckgrat und einer Endgruppe Abbildung 9.

Endgruppe

Ruckgrat

Ankergruppe

Substrat

Abbildung 9: Aufbau einer selbstorganisierten Monolage

Am haufigsten werden zur Ausbildung von geordneten Monolagen Alkylthiole, Arylthiole,
Organosilane, Fettsduren sowie Alkylamine auf Metallen wie Gold, Silber, Platin, Kupfer oder
Silizium eingesetzt.®® Durch den Einsatz unterschiedlicher Adsorptionsmolekiile kénnen
unterschiedliche Oberflacheneigenschaften wie z.B. Benetzbarkeit oder Reaktivitat generiert
werden. Unter anderem finden SAMs Anwendung als chemische Bindungsgruppen fur weitere
Molekdle. In der Biologie spielen selbstorganisierte Monolagen ebenfalls eine groRe Rolle.
Hier dienen sie als Ankermolekiile fiir biologisch aktive Substanzen oder verhindern
unspezifische Proteinadsorption auf Oberflachen.

Generell werden SAMs entweder aus einer Losung oder einer Gasphase abgeschieden.®®
Meistens ist die Sattigungsbedeckung der Oberflache schon nach wenigen Minuten erreicht.
Der vollstandige Selbstordnungsprozess findet jedoch nachfolgend in mehreren Stunden statt.°
Der Wachstumsprozess einer Monolage beginnt mit der Physisorption, bei der die Molekiile
zuerst zur Oberfl&che diffundieren und an ihr mittels van-der-Waals-Krafte haften bleiben. Am
Ende dieses schnell stattfindenden Prozesses sind 80-90 % der Oberflache mit den Molekilen

bedeckt. Im weiteren Schritt erfolgt die Chemisorption, wobei es zur Ausbildung chemischer
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Bindungen zwischen der Oberflache und den Molekiillen kommt. Eine glinstige Ausrichtung
der Rickgratketten wird zur Minimierung der sterischen AbstoBung und Erh6hung der van-der-
Waals-Kréfte angestrebt.

Bei der Bildung einer organisierten Monoschicht spielen mehrere Energiearten eine Rolle. Die
treibende Kraft stellt bei der Bildung einer geordneten Monoschicht die Adsorption dar, somit
erfolgt der wichtigste Energiegewinn bei der Anbindung der Ankergruppe an das Substrat. Die
Rickgratketten wechselwirken miteinander tber van-der-Waals-Kréafte und gewinnen somit an
Energie je dichter sie aneinander gepackt sind. Wechselwirkungen zwischen den Endgruppen
kdnnen abhéngig von ihrer GroRe und chemischen Eigenschaften ebenfalls energiegewinnend
ablaufen. Bei dem Physisorptionsschritt hédngt der Energiegewinn von der Kettenldnge und
ihrer chemischen Eigenschaft ab. Sehr lange Alkanketten bringen z.B. einen hohen
Energiegewinn ein, jedoch liegt dann zwischen Physisorption und Chemisorption eine héhere

Energiebarriere, die anschlieBend iiberwunden werden muss (Abb. 10). %°

= freies Molekiil
g L &
2 Physisorption
g?n VWA Vo
g Chemisorption e
2
& >
S
= Abstand von der
3 Oberflache
Enhys L Y AR
chem pesssssssssss

Abbildung 10: Wechselwirkungspotential einer Adsorption in Abhéngigkeit des Abstandes zwischen
Molekul und Oberflache. Nach [31]

3.2.2  Thiolmonolagen auf Gold

Selbstorganisierte Monolagen aus Thiolverbindungen auf Goldsubstraten, werden in der
Forschung sehr haufig aufgrund ihrer hohen Stabilitat, hervorgerufen durch die starke Gold-
Schwefel-Bindung (120-180 kJ/mol), ®verwendet. Sie bilden schon bei Raumtemperatur

hochgeordnete und stabile Monolagen aus. Am haufigsten werden dabei Alkanthiole eingesetzt,
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aber auch Molekule wie Thioether,Thioacetate, Thiocyanate und Thiocarbamate spielen eine
Rolle bei der Bildung der SAMs. Die Bindung des Thiols an die Goldoberflache kann als
oxidative Addition mit anschlieRender reduktiver Eliminierung des Wasserstoffs dargestellt
werden.®

Wie schon im vorigen Abschnitt erwéhnt, lauft der erste Adsorptionsschritt innerhalb weniger
Minuten ab und die Substratoberflache ist danach fast vollstandig bedeckt. Die Kinetik ist dabei
stark von der Konzentration des Thiols in der Lésung abhangig.®® Des Weiteren ist die
Kettenldnge des Thiols fur Dynamik der Reaktion verantwortlich. Fir langere Alkanthiole sind
dabei 2-12 Stunden ausreichend um geordnete Monolagen zu bilden, bei kiirzeren Molekilen
dauert es dagegen ungefihr 24 Stunden.®?

Die Adsorption der Organothiole erfolgt in einem minimalen Abstand, der durch den
Platzbedarf der Ketten bedingt wird. Um einen optimalen Abstand auf der Oberflache zu
erreichen, werden die Ketten der Thiolmolekile um 30 ° zu der Oberflachennormalen geneigt
und das Schwefelatom liegt hier in der sp®-Hybridisierung vor. Diese Anordnung erlaubt es den
Molekiilen eine moglichst dichte Monolage auszubilden (Abb. 11).53

Terminale Gruppe

Alkylgruppe

Thiol-Kopfgruppe| O

Gold-Substrat

Abbildung 11 : Selbst assemblierte Monolagen eines Octanthiols auf einem Goldsubstrat.

3.2.3 Silanisierung von hydroxyterminierten Substraten

Zur Bildung von Monolagen auf hydroxyterminierten Oberflachen wie Glas oder Silizium
bieten sich besonders Alkylsilanverbindungen an. Dabei werden Molekiile wie Trichloro-
Trimethoxy- oder Triethoxysilane eingesetzt, die kovalente Bindungen mit der festen
Oberflache ausbilden. Der Selbstordnungsprozess héngt von mehreren Parametern, wie

Wasseranwesenheit im System, Losungsmittel oder Reaktionstemperatur und —zeit, ab.®*
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Auf Glas oder Siliziumoberflachen entstehen schon bei der Herstellung und beim Kontakt mit
der Umgebungsluft Hydroxylgruppen.®® Diese Hydroxylgruppen ermdglichen im Allgemeinen
die Reaktion mit Silanen. Dabei wird die Oberflache unter Alkoholabspaltung verestert, die
dabei ablaufende Reaktion kann in drei Schritte unterteilt werden (Abb. 12). Im ersten Schritt
hydrolysieren die Silane zu den entsprechenden Silanolen. Diese scheiden sich auf der
aktivierten Oberflache ab und physisorbieren dort im zweiten Schritt. AnschlieRend folgt eine
Chemisorption der Silanole, die danach miteinander Kondensationsprodukte ausbilden kénnen.
Silanole koénnen auch schon vor der Physisorption in Lésung zu polymeren Aggregaten
kondensieren und sich in einer Konkurrenzreaktion zu den monomeren Silanolen auf der
Oberflache absetzen. Adsorption polymerer Aggregate resultiert in inhomogener Topographie
und kann durch die richtige Wahl der Reaktionsbedingungen vermindert werden.%

OH OH OH

OMe Hydrolyse HO\ | /OH Kondensation HO—Sl—O—SI—DH
4,.

Si
| R
R \ / \
R R
A
HO—§i—0] /"O—Si—ou q .
N oo ]
K \ \ ~ | | HO — Si—0——Si—OH
$ SH — HO—5|—O—S|—OH - 5 S
-:- (L s\\“ “\..\H \\_‘5‘ “\-.\H
H & H S
| ‘ ~g ~g
Monomerphysisorption Chemisorption “

Kondensatphysisorption

Abbildung 12: Schema der Silanreaktion mit hydroxyterminierten Oberflachen. Nach [37]

Die im Rahmen dieser Arbeit zur Passivierung verwendete Silan-Verbindung ist in Abbildung
34 Abschnitt 3.2.4 dargestellt.

3.2.4 Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (PEG) ist ein lineares oder verzweigtes Polyethermolekul, welches in den
Molmassenbereichen von 200 bis mehreren Millionen g/mol erhéltlich ist. Seine hohe
Wasserloslichkeit beruht auf der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem
Ethersauerstoff und den Wassermolekilen. Aufgrund seiner nicht toxischen Wirkung wird

PEG bevorzugt auf dem biomedizinischen Gebiet eingesetzt.®” Zur Herstellung von
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Polyethylenglykol kommt das Ethylenoxid zum Einsatz, welches durch kontrollierte Oxidation
bei 300 °C und erhéhtem Druck aus Ethylen hergestellt wird. Das Polyethylenglykol wird dann
durch einen ring6ffnenden Polymerisationsmechanismus des Ethylenoxids gewonnen. Es sind
sowohl anionische wie kationische Polymerisationen moglich, jedoch wird die anionische
Strategie bevorzugt. Diese verlauft ohne Nebenreaktionen und l&sst sich besser kontrollieren,
was eine engere Polydispersitét erlaubt.

Der Aggregatzustand des PEGs hangt stark von seinem Molekulargewicht ab. Bei einem
Molekulargewicht unter 400 g/mol liegt das PEG in flissiger Form vor, ab einem
Molekulargewicht von 600 g/mol weist es eine pastenartige Konsistenz auf und ab 2000 g/mol

findet man PEG als feste Substanz vor.%®

3.2.5 Proteinabweisende Eigenschaft von Polyethylenglykol

Polyethylenglykol hat in den letzten Jahren aufgrund seiner proteinabweisenden Wirkung
immer mehr an Bedeutung im Bereich der Biomedizin gewonnen.®® Es existieren verschiedene
Theorien, die das hohe Potential unspezifische Proteinadsorption abzuweisen, erklaren.”®"*
Das Modell der sterischen Repulsion setzt eine maximale PEG-Dichte voraus und postuliert,
dass es bei Annédherung des Proteins an die Oberflache zu einer sterischen Abstollung des
Proteinmolekiils durch die PEG-Ketten kommt. Diese Theorie beruht auf den Phdnomenen der
Volumeneinengung und dem Volumenausschluss. Beim Ersteren bewirkt die Annéherung eine
Kompression der PEG-Ketten. Durch die Kompression, die mit der Volumeneinengung
einhergeht, wird eine Entropieabnahme der Makromolekile verursacht, da diese im
entspannten Zustand mehr Konformationsmdéglichkeiten als im komprimierten Zustand
besitzen (Abb. 13). Der Zustand der komprimierten PEG-Schicht ist entropisch ungiinstig und
somit fur die Adsorption der Proteine energetisch unvorteilhaft. Beim VVolumenausschluss wird
dagegen ein Durchdringen der PEG-Schicht angenommen, was ebenfalls zur konformativen
Entropieabnahme flhrt. Jedoch findet zusétzlich ein VVerdrangen der Wassermolekiile aus der
Kontaktzone statt. Das Verdrangen der Wassermolekile bringt eine Enthalpiednderung mit
sich. Insgesamt fuhrt der ganze Prozess zu einer Zunahme der freien Enthalpie und ist fir die
Proteinadsorption thermodynamisch ungunstig.

Des Weiteren wirkt sich die Mobilitat der PEG-Ketten auf die Proteinresistenz aus. Da PEG-
Molekiile keine sperrigen Seitenketten besitzen, sind sie im Stande, sich frei auf der Oberflache
zu bewegen. Aufgrund der schnellen Fluktuation der Polymerketten auf der Oberfldche wird
ein Absetzen des Proteins auf dieser verhindert. Langere PEG-Molekiile weisen eine schnellere
Bewegung auf der Oberflache auf und besitzen aufgrund dessen eine hohere ProteinabstoRung
(Abb. 13).7
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Abbildung 13: Mechanismen der Proteinresistenz einer PEG-Schicht. Links: Durch Kompression verlieren
PEG-Molekile Freiheitsgrade. Rechts: Proteinresistenz durch Kettenmobilitat. Langere Polymerketten

besitzen eine héhere proteinabweisende Wirkung. Nach [41]

3.3 Zelladhasion und Wechselwirkung der Zellen mit biomimetischen

Substraten

3.3.1 Die extrazellulare Matrix

Im Gewebe stehen Zellen in engem Kontakt mit komplexen extrazellularen Makromolekilen
die in der Gesamtheit die extrazellulare Matrix (EZM) bilden. Somit ist die extrazellulare
Matrix ein Netzwerk aus verschiedenartigen Molekulen, die Zellen untereinander verbindet.
Sie sorgt fir strukturelle Organisation der Zellen und die mechanische Stabilitt von Geweben.
Aullerdem spielen diese Verbindungen eine signifikante Rolle bei verschiedenen
physiologischen und pathologischen Prozessen, wie der embryonalen Entwicklung,
Entzlindungen oder Wundheilung von Geweben. Eine grundlegende Aufgabe der EZM besteht
darin, Signale zwischen Zellen und ihrer Umgebung zu tbermitteln. Dabei wechselwirken die
Makromolekiile der EZM mit verschiedenen Oberflachenrezeptoren der Zelle und l6sen
dadurch entsprechende Signalkaskaden aus.’

Die Hauptbestandteile der EZM setzen sich aus zwei Klassen zusammen: den sogennanten
Faserproteinen und den Glycosaminen. Die Faserproteine, wie Kollagen, Fibronektin und
Elastin, sind fur die mechanische Stabilitdt und Struktur der extrazellularen Matrix
verantwortlich, bilden aber auch die Adhdsionskomponenten fur Zellen. Die
Glykosaminoglykane hingegen kommen, meistens in der Form der Proteoglykane, kovalent an
ein Protein gebunden, vor (Abb. 14).
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Proteoglykanmolekiil Proteoglykan- Kollagenfaser
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Abbildung 14: Struktur der Extrazelluldarmatrix. (Adaptiert nach Pearson Education, Inc., publishing

Benjamin Cummings)

Glykosaminoglykane (GAGs) sind nicht verzweigte Polysaccharidketten, die aus sich
wiederholenden Disaccharideinheiten bestehen. Da die meisten GAGs stark negativ geladen
sind durch substituierte Aminozucker, tendieren sie dazu Natriumionen anzuziehen und
besitzen so eine ausgepragte hygroskopische Wirkung. Aufgrund ihrer volumindsen gelartigen
Eigenschaft, bilden GAGs einen Quelldruck aus und bieten somit der EZM hohe
Standhaftigkeit gegen Druckbelastungen.

Kollagene besitzen meist eine lange starre dreistrangige Helixstruktur, bestehend aus drei
Kollagenpolypeptidketten, die  seilartig umeinander  gewickelt sind.  Einzelne
Kollagenmolekile bilden nach der Sekretion in den Extrazellularraum hochpolymere
Kollagenfibrillen mit einem Durchmesser von 10-300 nm und einigen hundert Mikrometern in
der Lange aus. Im Gegensatz zu GAGs, die Druckbelastungen gegenwirken, weisen
Kollagenfibrillen eine hohe Bestandigkeit gegen Zugkréfte auf. In unterschiedlichen Geweben
besitzen Kollagenfibrillen unterschiedliche Strukturen. In der Sdugetierhaut bilden sie meist ein
komplexes Flechtwerk aus, welches Zugkréfte in mehrere Richtungen aushalten kann. Im
Sehnengewebe dagegen sind die Fibrillen in parallelen Biindeln entlang der Hauptachse der
Zugkraft angeordnet.

Viele Wirbeltiergewebe, wie Haut, BlutgefaRe oder Lungen, mussen je nach Funktion nicht
nur Belastungen aushalten, sondern auch elastisch sein. Die Hauptkomponente des elastischen

Gewebes besteht aus Elastin, dem hoch hydrophoben Protein, welches reich an Glycin und
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Prolin ist und nur einige Hydroxyprolin- und Hydroxylysingruppen enthalt. Der
biosynthetische Vorganger des Elastins Proelastin wird in den extrazelluldren Raum
abgesondert und lagert sich in der Nahe der Zellmembran zu elastischen Fasern zusammen.
Nach der Sekretion werden Tropoelastin Moleklle miteinander zur Ausbildung eines
komplexen Netzwerks verkniipft.”2

Die EZM enthélt zahlreiche nicht kollagene Proteine, die typischerweise unterschiedliche
Doménen, z.B. zur Bindung anderer EZM Makromolekiile oder Oberflachenrezeptoren der
Zelle, besitzen. Somit tragen diese Proteine nicht nur zur Organisation der Matrix bei, sondern
helfen den Zellen auch an diese anzubinden. Das Erste entdeckte Protein dieser Klasse war das
Fibronektin, ein groRes Glykoprotein, welches in allen Wirbeltieren vorkommt. Fibronektin ist
ein Dimer bestehend aus zwei Untereinheiten, die tber Disulfidbriicken miteinander verbunden
sind (Abb. 15). Fibronektin gehért zu den Multiadhdsionsproteinen und besitzt unteranderem
eine Bindungsstelle fur Integrine. Diese Bindungsstelle enthalt die RGD Tripeptidsequenz,
welche sich aus den Aminosduren Arginin (R), Glycin (G) und Asparaginsédure (D)
zusammensetzt. Dabei bietet die RGD Sequenz keine spezifische Bindungsstelle fiir ein

bestimmtes Integrin, sondern ist in der Lage an verschiedene Integrine zu binden.”?

!‘H RSN-Sequenz

~ " Selbstassoziation-__

* Kollagen-Bindungsstelle

b Zellbindung /(?f
Heparin- /
, Bin(lungsstcll@‘/
': 2

Abbildung 15: Fibronektinstruktur. Links: Die zwei Polypeptidketten sind Uber Disulfidbriicken
verbunden. Rechts: RGD Sequenz. Nach [42]

3.3.2 Transmembranrezeptoren

Die Zelladhésion spielt in vielen physiologischen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung
oder Apoptose eine grol3e Rolle. Sie ist darliberhinaus auch in pathologische Prozesse wie der
Metastasierung involviert. Die Adhésions- und Kommunikationsvorgange der Zelle werden

dabei durch Zelladhasionsmolekiile bzw. —rezeptoren vermittelt. Dabei wird zwischen Zell-
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Zell-Adhésion, die Kontakte zwischen mehreren Zellen herstellt und Zell-Matrix-Adhésion, die
Zellen in die extrazelluldre Matrix einbindet, unterschieden.

Zelladhé&sionsmolekile durchspannen die Zellmembranoberflache und lassen sich aufgrund
ihrer Struktur in vier Hauptfamilien und zwei Kleingruppen einteilen.”® Zu den Hauptgruppen
gehoren die Selektine, die Immunoglobulin-Superfamilie, die Cadherin-Superfamilie und die
Integrine. Die beiden kleineren Gruppen stellen die Syndekane " und die Disintegrine ™ dar.
Abgesehen von ihrer Struktur werden Zelladhdsionsmolekule beztglich ihres
Adhasionsmechanismus abgegrenzt. Da zweiwertige Kationen wie Ca®*, Mn?*, Mg?* die
Funktion einiger Adhasionsmolekiile beeinflussen, wird zwischen Ca?* abhingiger und Ca®*

unabhangiger Adhasion unterschieden.®

3.3.3 Integrine

Die Bezeichnung Integrin  wurde nach der ersten Charakterisierung der
Membranproteinkomplexe1986 vorgeschlagen und deutet daraufhin, dass das Protein die
extrazelluldre Matrix mit dem Zytoskelett verbindet.”” Integrine sind Heterodimere, die aus
einer nicht kovalent miteinander verbundenen o und B Untereinheit bestehen. In Wirbeltieren
wurden 18 o und 8  Untereinheiten entdeckt die miteinander 24 verschiedene Rezeptoren mit

unterschiedlichen Bindungseigenschaften bilden kdnnen (Abb. 16).78

Collagen receptors
(GFOGER)

sioydaosas

RGD
receptors
ayioads - apfaoynan]

Laminin receptors

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Integrinfamilie. Es existieren 24 unterschiedliche

Integrintypen die verschiedene EZM Proteine binden kénnen. Nach [49]
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Die Untereinheiten bestehen aus mehreren Doméanen die durch flexible Bindungen miteinander
verlinkt sind. Die Integrine besitzen einen groBen extrazelluldren Anteil, durchqueren die
Membran und weisen ein kleines zytoplasmatisches Ende auf. Die Grofie der einzelnen
Untereinheiten variiert je nach Integrintyp und beinhaltet etwa 1000 Aminoséauren in der a- und
etwa 750 Aminosduren in der B-Untereinheit. Die allgemeine Struktur der Ektodomaéne eines

Integrins ist in Abbildung 17 dargestellt.

a- Untereinheit

B-propellar

Abbildung 17: Schematische Darstellung der abgeknickten und aufrechten Konformation des Integrins.
Nach [53]

Die a-Kette besteht aus vier bis finf unterschiedlichen Domanen, dazu gehdren der
siebenblittrige B-Propeller, die Tigh-Domane, die Calfl- und Calf2-Doménen, sowie eine o-1-
Domine, die in 9 Integrinen enthalten und zwischen dem dritten und zweiten Blatt des f-
Propellers platziert ist (Abb. 17). Drei oder vier der letzten B-Propellerblatter weisen auf der
entgegengesetzten Seite zur Ligandenbindung Ca?* Bindungsstellen auf. Somit spielt die Ca?*
Bindung eine entscheidende Rolle bei der Bindung eines EZM-Liganden. Die B-Untereinheit
besteht aus 7 flexibel miteinander verbundenen Doménen, wobei die $-1 Doméne eine Kopie

der a-1 Doméne darstellt. Des Weiteren ist eine Pexin-Semaphorin-Integrin Doméne, eine
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Hybriddomane und vier cysteinreiche EGF (Epidermal Growth Factor) Module in der -
Untereinheit enthalten. Die -1 Domane besitzt eine Mg?* Bindungsstelle, MIDAS (metal ion
dependent adhesion site) und direkt in Nachbarschaft eine Bindungsstelle fir inhibitorisches
Ca®", die ADMIDAS (adjacent MIDAS) genannt wird. AuRerdem findet man noch eine
Bindungstelle fiir Mn?*, die nach der Bindung des lons zu einer Konformationsénderung fiihrt
und das Integrin in seine aktive Form Uberfihrt.

Die Kiristallstruktur eines heterodimeren Integrins konnte seine kompakte, geknickte
Konformation belegen.”® Spatere Untersuchungen zeigten, dass es sich bei dieser
Konformation, um eine inaktive Form handelt.8%8! Bei der Aktivierung verursacht ein inside-
out Signal, dass sich das Integrin am Stelzenknie aufrichtet und wie ein Klappmesser aus seiner
geknickten, inaktiven in die aktive, gestreckte Konformation tbergeht (Abb. 17). In der
geknickten Form ist der Integrinkopf (bestehend aus dem B-Propeller und der -1 Domane) zur
Zellmembran abgesenkt und somit unfihig einen EZM Liganden zu binden.®? Die
Ligandenbindungsstelle befindet sich an der Schnittstelle des B-Propellers und der 3-1 Domane,
wobei Integrine, welche eine a-1 Doméne besitzen auch iiber diese den Liganden binden.”
Ein Drittel der Integrine binden an die RGD-Sequenz, die zum Beispiel in Fibronektin enthalten
ist (Kapitel 2.3.1). Dabei bindet das RGD an der Verbindungsstelle zwischen o- und [-
Untereinheit. Die RGD-Einheit passt dabei perfekt in den Spalt zwischen einer -Propeller-
Untergruppe und dem Saurerest in der -1 Domane, der ein Kation bindet. RGD-bindende
Integrine sind fahig auch andere EZM Molekile zu binden, jedoch ist die Affinitat dabei
deutlich geringer: Diese Tatsache spiegelt die Genauigkeit der Passform zwischen RGD-
Sequenz und Bindungstasche wider.%2

Die Anbindung der EZM Molekaule leitet ein Agglomrieren (Clustern) der einzelnen Integrine
und eine anschlieRende Bindung unterschiedlicher Fokaladhdsionsproteine sowie
Aktinfilamente ein (Abb. 18). Dadurch ist die Zelle im Stande Signale an ihre Umgebung
weiterzuleiten und diese auch aus der AuBenwelt zu empfangen (inside-out und outside-in

signaling).
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Aktinzytoskelett
Fokale Adhésion

Zytoplasma

Plasma-
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Integrine

Extrazellulére Matrix

Abbildung 18: Integrinvermittelte Adhéasion leitet das Clustern der Integrine, Rekrutierung

unterschiedlicher Fokaladhasionsproteine sowie die Anbindung an das Aktin ein. Nach [66]

3.3.4 Fokale Adhéasionen

Zellen besitzen die Féhigkeit ihre Mikroumgebung zu erkennen und sich dieser anzupassen,
indem sie ihre Morphologie und ihre Motilitadt &ndern. Durch integrinvermittelte Adhésion
bilden sich fokale Komplexe aus, die an das Aktinzytoskelett binden und somit nicht nur die
biochemische Zusammensetzung der ndheren Umgebung erkennen, sondern auch z.B. ihre
Elastizitit, Topographie oder den Abstand der Liganden.® Fokale Komplexe entwickeln sich
mit der Zeit zu fokalen Adhé&sionen, die durch lokale Anh&ufung der Integrine entstehen und

eine GroRzahl an Fokaladhdsionsproteinen enthalten (Abb. 18,19).
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Abbildung 19: Das Clustern der Integrine, sowie Anlagerung von fokalen Adhasionsproteinen und

Anbindung an das Aktinzytoskelett reifen fokale Komplexe zu fokalen Adhésionen. Nach [59]

Sie konnen nicht nur die Integrine innerhalb des Zytoplasmas mit den Aktinfasern verbinden,
sondern auch diverse Siganlkaskaden aktivieren.®® Die Komponenten der fokalen Adhasionen
konnen sehr unterschiedlich sein und bestehen aus Geriistproteinen, GTP-asen 8 und Enzymen,
wie Kinasen, Phosphatasen oder Proteasen und Lipasen. In den Fokaladhdsionen existieren
mehrere Protein-Protein Wechselwirkungen, die es der Zelle erlauben, unterschiedliche
Signalkomplexe zu generieren und ihr Verhalten dementsprechend anzugleichen.

3.3.5 Vinculin

Wie oben schon erwédhnt, werden zur Bildung stabiler fokaler Adhédsionen mehrere
Adhaésionsproteine rekrutiert. Dabei spielt das Adapterprotein Vinculin eine wichtige Rolle bei
der Regulation der fokalen Adhdasionen. Im Vergleich zu Wildtyp-Zellen, wiesen Zellen mit
einer reduzierten Vinculinexpression verminderte Adhdsion von EZM-Proteinen, eine erhohte
Migrationsrate und nur wenige schwache Adhésionskontakte auf.8>8

Die Struktur des Vinculins beinhaltet drei verschiedene Domanen: einen N-terminalen Kopf,
einen flexiblen prolinreichen Hals und die C-terminierte Schwanzdomane (Abb. 20).
Aktivierung des Vinculins resultiert aus den konformationellen Anderungen dieser drei
Domanen. Dabei finden intramolekulare Wechselwirkungen zwischen der Kopf- und der
Schwanzdomadne statt, die das Vinculin in seine inaktive Form tberfuhren. Wird nun Vinculin
rekrutiert um an den fokalen Adhdsionen teilzunehmen, geht es in seine aktivierte offene Form
uber. Das Vinculin ist nur in der Lage fokale Adhé&sionen auszubilden, wenn eine Bindung des
Talins an die geOffnete aktivierte Form erfolgt. Die Wechselwirkung mit Talin fihrt zum
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Zusammenschluss der Integrine und somit zur VergréRerung der fokalen Adhasionen (Abb.
18,19).%7

Inaktives Vinkulin

Talin, a-Aktinin

Kopf
F-Aktin, Faxillin
prolinreiche Region

Aktives Vinkulin
Arp2i3 CAP, WVASE

Abbildung 20: Schematische Darstellung des Vinculinaufbaus und seiner aktiven und inaktiven Form. Nach
[60]

Die Aktivierung des Vinculins ermdglicht es, mehreren Interaktionspartnern an dieses zu
binden. Bis dato wurden 19 verschiedene Bindungspartner fir das Vinculin identifiziert, 88
unteranderem gehoren dazu a-Aktinin, Talin und Paxilin ( Abb. 21). Diese direkt bindenden
Proteine sind wiederum in der Lage an andere Proteine zu binden und somit das Vinculin an
ein ganzes Signalsystem zu koppeln.®

Das Vinculin ist in der Lage sowohl direkt als auch tiber andere Proteine an das Aktinzytoskelett
zu binden. Die direkte Wechselwirkung wird tber zwei Stellen in der Schwanzdomane
vermittelt. Nach der Aktivierung des Vinculins wird die Bindung zum Aktin ausgebildet und
die Aktinpoymerisation eingeleitet. Durch diese Bindung ist es dem Vinculin méglich, die
Weiterleitung der Signale zwischen Zellmatrix und dem Zytoskelett zu vermitteln. Es konnte
sogar gezeigt werden, dass die Menge des rekrutierten Vinculins an den Adhasionsstellen, mit

den ausgesetzten Kraften an der Zellmatrix korreliert.*°
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\105“‘ maching,.y

Abbildung 21: Direkte Bindungspartner von Vinculin und ihre weitergehenden Funktionen. Nach [60]

3.3.6 Paxillin

Paxillin ist ein relativ kleines Fokaladhdsionenprotein, welches mehrere Bindungsstellen fur
verschiedene Struktur- und Signalmolekiile besitzt. Es besteht aus zwei grundlegenden
Strukturdoménen, dem Aminoterminus und dem Carboxyterminus, welches wiederum aus 4
aneinandergereihten LIM-Domanen zusammengesetzt ist (Abb. 22). Die sogenannten LIM-
Doménen sind doppelte Zinkfinger, wobei jede aus 50 Aminosduren besteht. Diese besitzen
unteranderem die Funktion das Paxillins mit der Membran zu verbinden.®® Die meisten
Bindungspartner von Paxillin stammen aus den Gruppen der Kinasen und Phosphatasen mit der
Hauptfunktion die Paxilinrekrutierung zu regulieren und die allgemeine Organisation der
fokalen Adhdsionen zu steuern. Phosphorylierung durch FAK und SRC einiger Einheiten am
Aminoterminus ist wichtig fir die Weiterleitung externer Signale, die zur Zellmotillitat und zur
Regulation der Genexpression durch MAP-Kinase Kaskaden beitragen.®
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Abbildung 22: Struktur und Signalwege von Paxillin. Nach [66]

Des Weiteren bindet Paxillin an viele Proteine, die an der Reorganisation des Aktinzytoskeletts
beteiligt sind, sowie an der Zellbewegung und der Wundheilung teilnehmen. Paxillin nimmt
unteranderem eine kritische Rolle in der embryonalen Entwicklung ein. Experimente mit
knock-out Mdusen zeigten, dass diese bereits im Laufe der embryonalen Entwicklung
verstarben.%.

Bei der Ausbildung von fokalen Adhé&sionen wird Paxillin als eines der ersten Proteine in den
neugebildeten Fokalkontakten an der Zellfront beobachtet. Dies belegt, dass das Paxillin die
Ausbildung der fokalen Kontakte fordert und inre Zusammensetzung bestimmt.®* Mithilfe von
ICM und FRAP konnte nachgewiesen werden, dass an Stellen mit Paxillinagglomeraten
verstarkt Integrine Zusammenlagern, die weniger mobil sind als in den umgebenden

Regionen.®®

3.3.7 Synthetische Integrinbindende Molekiile

In den letzten Jahrzehnten versuchen Materialwissenschaftler funktionalisierte Polymere zu
synthetisieren, die eine spezifische Wechselwirkung mit der Zelloberflache nachahmen und
gleichzeitig an ein Substrat gebunden werden kénnen.?® Zu Beginn wurden Materialen mit den
adhasiven Proteinen Fibronektin, Kollagen oder Laminin beschichtet. ®°" Diese Proteine
bergen aus der medizinischen Sicht einige Nachteile. Da sie aus Organismen anderer Spezies
isoliert und aufgereinigt werden missen, besteht die Gefahr einer unerwinschten

Immunantwort und eines erhdohten Infektionsrisikos. Zusétzlich wird die Konformation des
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Proteins durch Oberflacheneigenschaften wie Benetzungsverhalten, Topographie oder Ladung
beeintrachtigt.%®%° Auf hydrophoben Oberflachen tendieren Proteine hauptséchlich zur
Wechselwirkung durch hydrophobe Aminoséuren, was zur Denaturierung oder zumindest einer
anderen Prasentation des Bindungsmotivs fiir die Zelle fiihrt.100:101

Die oben erwéhnten Probleme kénnen durch Verwendung kurzer, synthetischer Peptide, die
Zellbindungsmotive reprasentieren, vermieden werden. Kurze Peptide bieten auch die
Mdglichkeit nur ein einziges Bindungsmotiv zu tragen, wahrend EZM-Proteine meistens
mehrere Bindungsmotive beinhalten und somit nicht nur einen einzigen transmembranen
Rezeptor aktivieren.?

Bei dem Versuch makromolekulare Peptide zu kleinen Sequenzen zu reduzieren, wurde die
RGD-Sequenz (Abb. 23) als die kirzeste zelladhasionsfordernde Peptidsequenz in Fibronektin
entdeckt.'? Einerseits kann dieses RGD-Peptid als Inhibitor fiir Zelladhésion eingesetzt werden,

andererseits fordern sie diese, wenn das Peptid auf der Substratoberflache immobilisiert wird.

Guanidinoseitengruppe
\ Carboxylseitengruppe

HNYNHZ /

HN H
H § 0 |
N-Terminus HEN N\)J\N OH C-Terminus
0 H 3§

Arginin Glycin Asparaginsaure

R G D

Abbildung 23: Die in natlrlichen EZM-Melekiilen vorkommende RGD-Sequenz bestehend aus den drei

Aminosauren Arginin, Glycin und Asparaginsaure. Nach [68]

Fast die Halfte aller Integrine bindet an die RGD-Sequenz, wie z.B. das asBi- und owfs-
Integrin.?® Die Affinitat zu unterschiedlichen Integrinen wird durch die Konformation der
RGD-bildenden Schleife und der sie umgebenden Aminoséauren in dem entsprechenden EZM-
Protein begrundet. Wird die RGD-Sequenz aus dem EZM-Protein isoliert, so verliert es seine
Affinitdit und Selektivitat.?> Die Funktion des RGD-Tripeptids kann entweder durch

Blockierung der C-terminalen Carboxygruppe oder durch Verbindung mit flankierenden
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Aminosauren gemaf der natiirlichen Umgebung im Protein wiederhergestellt werden.%? Weil
lineare Peptide einer langsamen enzymatischen Degradation unterliegen und auBerdem
aufgrund ihrer Flexibilitat nicht selektiv mit den Rezeptoren wechselwirken, werden cyclische
Peptide fiir die Synthese zelladhésiver Sequenzen verwendet (Abb. 24).2% Vor allem zyklische
Pentapetide basierend auf der RGD-Sequenz in unterschiedlicher Konformation haben sich
bewéhrt. Die Stereochemie der zusétzlichen Aminoséduren (bt einen grofRen Einfluss auf die
Konformation der RGD-Sequenz und somit auch auf seine Selektivitat aus.'®* Peptide sind
ublicherweise, wie oben erwéhnt, sehr flexible Molekiile und kdnnen viele Konformationen in
Losung eingehen. Durch Einfiihrung sterischer Einschrankungen kdnnen sie dazu ausgenutzt
werden, Modelle mit einer rezeptorpassenden relativ starren Konformation zu entwickeln.
Einschrankungen in der konformativen Freiheit verbessern die Bindung an den Rezeptor, wenn
das biologisch aktive Molekil ohne grofie Anstrengung in die Bindungstasche anbinden kann.
Deswegen ist es von Vorteil das Rickgrat eines Peptides zu zyklisieren um die
»Bindungsflache* zu minimieren. VVor einigen Jahren haben Kessler et al. systematisch eine L-
Aminosdaure nach der anderen in einem RGDFV-Pentapeptid durch eine identische D-
Aminosaure ausgetauscht und dabei eine aktive und selektive Verbindung gegen das avp3-
Integrin entdeckt (Abb. 24).104

\‘/ Y=/ Variabel nicht essentiell
/ X fiir die Aktivitat
linear=flexibel nicht selektiv ot
y % H_N S
2zyklisch=starr selektiv O,
0O o~ m I
_ Ho— N =/ \__ ;
\ ! { JiHa
o Are__~NH HN—
Y
- Q . ® Q %
lonische
@ Wechselwirkungen lonische
Sterische Hinderung Wechselwirkungen

d;

Abbildung 24: A: Durch Zyklisierung des linearen RGD kann die Selektivitat erhdht werden. B: Das
Cyclopentapeptid c-RGDfV. Nach [80]

Da die D-Aminosaure in dem Molekulring nicht jede beliebige Position einnehmen kann,
zwingt sie das RGD-Tripeptid in eine bestimmte starre Konformation. Ein RGD-Peptid mit
einer mehr geknickten Konformation bindet zum Beispiel bevorzugt an das avp3-Integrin,

wihrend eine mehr lineare Form eine hohere Affinitit zum olIp3-Integrin besitzt.1%
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Weitere Studien zur Aktivitatsabhéngigkeit von der Struktur zeigten, dass die Anwesenheit des
Phenylalanins und des Wasserstoffatoms der Amidbindung zwischen Asp und D-Phe (Position
3 und 4) essentiell fir die Aktivitat sind. Dagegen tbt die Aminosédure in Position 5 keinen
Einfluss auf die biologische Aktivitat des Peptids aus. Diese Erkenntnis ist von groler
Bedeutung fiir die weitere Entwicklung der Integrinliganden gewesen, denn die Aminosaure in
Position 5 kann durch Einfiihrung einer neuen funktionellen Gruppe weiter funktionalisiert
werden, um die Liganden fiir verschiedene Anwendungen zu modifizieren,10%1%

In jlingster Zeit wurde es zur Herausforderung selektive Liganden fur asp1- und owps- Integrine
zu synthetisieren, denn diese beiden Rezeptoren besitzen eine 53 % Ubereinstimmung in der a-
Doméne und 55 % in der Kopfgruppe der B-Doméne. Um die Selektivitat der Liganden zu
erhdhen, wurden zundchst die Bindungstaschen der beiden Integrinrezeptoren untersucht und
die Unterschiede festgestellt. Es konnten dabei zwei Regionen lokalisiert werden, die daftr
sorgen, dass die Bindungstasche des a5p1 Integrins etwas breiter ist. Diese Tatsache kann zur
Mutation genutzt werden, um eine héhere Selektivitat zwischen den Liganden herbeizufthren.
Zusitzlich wurde in der as-Domine im Gegensatz zur av-Doméne eine schwécher saure
Bindungsstelle gefunden. Dieser Unterschied konnte ebenfalls zur Selektivitat beitragen.?’
Ausgehend von einem Tyrosingerust und unter Einbezug gewonnener Erkenntnisse der
Bindungstaschenmodelle, wurden unterschiedliche Liganden synthetisiert und einem
Selektivitatstest unterzogen. Die Liganden tragen ein Carboxylat und eine basische funktionelle
Gruppe in einem Abstand von 13 A. Das Carboxylat koordiniert an Metallionen in der MIDAS-
Region der B-Untereinheit, wéhrend die basische Gruppe Wasserstoffbriicken zu bestimmten
Aminosauren ausbildet. Die Liganden wurden einem kompetitiven ELISA-Test mit Einbezug
natlrlicher immobilisierter EZM-Liganden Vitronektin und Fibronektin sowie der
entsprechenden gel6sten Integrine unterzogen. Bei diesem Test haben sich zwei Liganden
besonders aktiv und selektiv gegenuber den Integrinen aspi und avfs herausgestellt (Abb.
25).107
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Abbildung 25: ospi- und avfs-Integrin selektive Liganden. 1 und 2 Antagonisten, 3 und 4
thiolgruppetragend fur die Oberflachenfunktionalisierung. Nach [82]

Um die Liganden in vivo testen zu kdnnen, wurden diese fiir die Funktionalisierung von
Goldnanooberflachen modifiziert. Um die beste Position fiir die Funktionalisierung zu finden,
ohne dabei die biologische Aktivitdt zu stéren, wurden Dockingstudien von Peptidmimetika
mittels Kristallstrukturen des avp3- und des a5B1- Integrins durchgefihrt. Bei diesen Studien
hat sich ergeben, dass die Isopropoxygruppe (Abb. 25) aus der Bindungstasche der Integrine
herausragt und somit fur die Funktionalisierung bestens geeignet ist. Die beiden Mimetika
wurden in mehreren Syntheseschritten mit einer Thiolgruppe funktionalisiert und danach auf

ihre Bioaktivitat mittels eines kompetitiven Integrinbindungsassays untersucht.1%
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4 Materialien und Methoden

4.1 Verwendete Gerate und Methoden

4.1.1 Homogene Goldsubstrate

Glasplattchen (20 x 20 mm, Carl Roth & Co GmbH, Deutschland) wurden im Ultraschalbad
(Sonorex Super RK 102H, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin) in einer 1:1
Mischung aus Ethylacetat (p.a., AppliChem GmbH, Darmstadt) und Methanol (p.a. Merck,
Deutschland) 5 min lang gereinigt. AnschlieBend wurden die Plattchen mit Methanol abgespult
und im Stickstoffstrom getrocknet. Saubere Oberflachen wurden anschlieBend mit einer 3 nm
dicken Titanschicht (1,5*10 mbar, 120 mA, 30 s) und einer 8 nm dicken Goldschicht (5*10°
Zmbar, 60 mA, 20 s) bedeckt. Dazu wurde das MED 020 Coating Systems der Firma Bal Tec

verwendet.

4.1.2 Sputter Coater

Um  die strukturierten  Glassubstrate  ohne  Aufladungseffekte  unter  dem
Rasterelektronenmikroskop untersuchen zu konnen, ist es notwendig diese vorher mit einer
leitenden Schicht zu bedecken. Dazu wurde eine diinne Graphitschicht (ca. 5 nm) mit Hilfe des
MED 020 Coating Systems der Firma Bal Tec aufgedampft. Zum Bedamfen der Glasproben
wird ein Karbonfaden zwischen zwei Elektroden gespannt und unter Hochvakuum Spannung
angelegt. Nun erhitzt sich der Karbonfaden und hinterlasst beim Verdampfen eine dinne
Schicht auf der Oberfléche.

4.1.3 Plasma Systeme

Plasmabehandlungen wurden in den Plasma Systemen 100-E der Firma TePla (po2 = 0,4 mbar,
150 W, 45 min) und 100 der Firma PVA TePla (pH2 = 0,3 mbar, 600 Watt, 45 min). Zur
Generierung des Plasmas wird eine Mikrowellenentladung des Reaktionsgases bei einem
bestimmten Druck erzeugt. Die entstehenden Elektronen besitzen geniigend Energie, um an
Gasmolekilen, mit welchen sie kollidieren, verschiedene Prozesse wie Anregung, Zerfall oder
lonisierung auszuldsen'®. Auf diese Weise entsteht eine reaktive Mischung aus Atomen, lonen
und Radikalen. Diese reaktiven Spezies sind in der Lage mit den sich in der Reaktionskammer
befindenden Proben zu reagieren. Das Plasma ist besonders geeignet, um organische

Verbindungen von

42



Materialien und Methoden

Substratoberflachen zu entfernen. Verwendet man Sauerstoff als Reaktionsgas, so werden
Kohlenstoffbindungen aufgebrochen und in CO und CO: Uberfiihrt. Beide Gase sind
leichtfltichtig und werden durch den Gasstrom entfernt. Im Plasma finden neben chemischen
Reaktionsprozessen auch physikalische Vorgange statt. Durch das Auftreffen der Teilchen auf
der Substratoberflaiche werden Atome aus dieser herausgeschlagen. Somit wird das
physikalische Atzen durch die Masse und die mittlere kinetische Energie der Teilchen
bestimmt. Folglich finden in einem Plasmareaktionsraum chemische und physikalische
Reaktionsprozesse parallel statt.Um den physikalischen Atzanteil zu reduzieren, konnen
verschiedene Parameter variiert werden. Da die mittlere kinetische Energie von der mittleren
freien Weglange und dem lonisierungsgrad der Gasmolekiile abhéngt, kdnnen diese z.B. durch
Erhéhung des Gasdruckes oder Erniedrigung der Plasmadichte verringert werden.

4.1.4 Rasterelektronenmikroskop

Ein Rasterelektronenmikroskop ermdglicht es, Probenoberflichen mittels eines
feingebiindelten Elektronenstrahls abzurastern. Mit dieser Methode sind Aufldsungen bis zu
einigen Nanometern erreichbar.

In Abbildung 26 ist der Aufbau eines herkdbmmlichen REMs dargestellt. Die Elektronenquelle
emittiert im Hochvakuum Elektronen, die mit einer Spannung bis zu 30 keV zur Anode
beschleunigt werden. Dort werden sie mithilfe des Wehneltzylinders zu einem feinen Strahl
fokussiert. Die weitere Fokussierung erfolgt mit elektromagnetischen Linsen, die aus einer
stromdurchflossenen Spule und einem ferromagnetischen Kern bestehen. Ein Rastergenerator
sorgt dafir, dass die Probenoberflache Zeile fiir Zeile mit dem Elektronenstrahl abgetastet wird.
Das auf diese Weise gewonnene Signal wird verstarkt und auf dem Bildschirm, der zeitgleich
vom selben Rastergenerator angesteuert wird, als Helligkeitswert angezeigt (siehe Abb.26).1°
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Abbildung 26: Aufbau eines Rasterelektronenmikroskopes nach [111] 1%

Trifft der Elektronenstrahl (Primérelektronen, PE) auf die Probenoberflache kommt es zu einer
Reihe von Wechselwirkungen. Prinzipiell kann zwischen der elastischen und der unelastischen
Streuung der Elektronen an Festkorpern unterschieden werden. Bei der elastischen Streuung
werden die PE ohne Energieverlust vom Coulombfeld des Atomkerns der Probe abgelenkt und
andern lediglich ihre Bahn. Die von der Probe gestreuten Elektronen werden dann
Rickstreuelektronen genannt. Bei der inelastischen Streuung wird das Elektron nicht nur
abgelenkt, sondern gibt auch einen Teil seiner Energie an die Atome der Probe weiter. Diese
Wechselwirkungsart fuhrt unter anderem zu sogenannten Sekundarelektronen (SE). Dies sind
Elektronen, die aus der duBeren Schale der Probenatome herausgeschlagen werden.**? Fiir die
Erzeugung eines Abbildes der Probenoberflaiche sind ausschlieBlich diese beiden
Wechselwirkungsarten ausschlaggebend. Zusétzlich kdnnen auch Elektronen aus der inneren
Schale herausgeschlagen werden was zur Entstehung der charakteristischen Réntgenstrahlung
fuhrt. Diese Art von Strahlung wird zum Beispiel bei der XPS Analyse zur
Zusammensetzungsaufklarung von Festkorpern und Oberflachensubstraten verwendet. Ferner

kann ein durch das Auftreffen des
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Primdrstrahls entstandener unbesetzter Elektronenzustand auf einer inneren Elektronenhiille
durch ein Elektron aus dem AuBeren der Elektronenhiille besetzt werden. Die Energie des
nachriickenden Elektrons kann auf ein Elektron desselben Atoms ubertragen werden, welches
dann das Atom verlasst. Dieser Vorgang wird Augereffekt genannt und kann bei der
Augerelektronenspektroskopie zur Charakterisierung von Materialoberflachen eingesetzt
werden. Die GroRe des Wechselwirkungsvolumens (Abb. 27) héngt wvon der
Beschleunigungsspannung ab, seine Form von der mittleren Ordnungszahl. Besteht die Probe
vorwiegend aus leichten Atomen, so ist das Wechselwirkungsvolumen birnenférmig, bei einer
Probe  mit  hauptsdchlich  schweren  Atomen ist ein  halbkugelférmiges

Wechselwirkungsvolumen zu beobachten.

Primarstrahi

Augerelektronen (ca. 10A)

Sekundirelektronen
(ca. 50-500 A]

Rickstreuelektronen
(bis ca. 100 nm)

Charakteristische
Réntgenstrahlung
(bis ca. 500 nm)

Rontgen-
kontinuum

Abbildung 27: Wechselwirkungsvolumen eines Elektronenstrahls und einer Substratoberflache.

Die Ruiickstreuelektronen werden mittels eines Gber der Probe positioniertem InLens Detektors
(Abb.27) erfasst. Somit kann der Materialkontrast visualisiert werden, wobei Elemente mit
hoheren Ordnungszahlen heller erscheinen. Sekundéarelektronen werden in SE1- und SE2 —
Elektronen unterteilt: SE1 — Elektronen verlassen die Probe im Bereich der Einstrahlzone des
PE wahrend mehrfach gestreute SE2 — Elektronen die Probe in einem bestimmten Abstand zum
Einstrahlbereich verlassen.

SE2-Elektronen werden mit einem SE2 Detektor (Abb. 28), der meistens seitlich Gber der Probe

platziert ist, detektiert. Diese Detektionsart ermdglicht einen hohen Topographiekontrast.1°
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Primarelektronen

Detektor

A= magnetische Linse

Spule zur Ab-
rasterung ~——— elektrostatische Linse
SE2
Detektor BSE
Detektor

Abbildung 28: Unterschiedliche Detektorarten eines REMs

In dieser Arbeit wurden die Aufnahmen (Abb. 29) an einem Rasterelektronenmikroskop (LEO
1530, Zeiss, Oberkochen) durchgefihrt, bei dem der Elektronenstrahl mittels einer
Feldemissionskathode (Schottky Emitter) erzeugt wird. Typisches Arbeitsvakuum betrug dabei
<5*10° mbar und es wurde eine Beschleunigungsspannung von 5 keV verwendet. Vor den
Aufnahmen am Rasterelektronenmikroskop wurden die Oberflachensubstrate mit einer diinnen
Graphitschicht bedampft (siehe Abschnitt 3.1.1).

Abbildung 29: REM-Aufnahme einer goldnanostrukturierten Oberflache
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4.1.5 Phasenkontrastmikroskopie

Ungefarbte Zellen kdnnen mit der Hellfeldmikroskopie nicht untersucht werden, da
durchsichtige Objekte die Phase, nicht aber die Amplitude des einfallenden Lichts &ndern. Fir
das menschliche Auge sind nur Amplitudendanderungen wahrnehmbar, da diese in
Helligkeitsunterschieden resultieren. Bei einem Phasenkontrastmikroskop werden Phasen- in
Amplitudenédnderungen umgewandelt. Durch das Auftreffen der Wellenfront an einer Probe
wird diese in zwei Teile zerlegt. Ein Anteil passiert die Probe, ohne mit ihr Wechselwirkungen
einzugehen, der andere Teil wird in alle Richtungen gestreut. Beide Wellenanteile werden dann
an der Objektivlinse gesammelt und in der Bildebene fokussiert. Dort interferieren sie und
ergeben wieder eine gemeinsame Welle. Die Phasenverschiebung zwischen den beiden

Wellenanteilen lautet dann,

6 =2nA/a

Formel 11: Phasenverschiebung

wobei A der optische Gangunterschied ist,
A= (Mn2-nl)t

Formel 12: Phasenverschiebung

t ist die Dicke der Probe, (n2-nl) ist der Unterschied der Brechungsindizes zwischen der Probe
und dem umgebenden Medium und o die Wellenldnge. Die Phasenverschiebung zwischen den
beiden Wellenanteilen wird durch ein a/4 Pléittchen entweder um eine halbe Wellenldnge
vergroRert oder aufgehoben. Die VergrofRerung fuhrt zu destruktiver Interferenz der beiden
Wellenanteile und wird positiver Phasenkontrast genannt. Die Ausléschung der
Phasenverschiebung verursacht konstruktive Interferenz und heit somit negativer
Phasenkontrast (Abb. 30).
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destruktive Interferenz konstruktive Interferenz

Abbildung 30: Destruktive und konstruktive Interferenz

Um die Phasenkontrastmikroskopie zu ermdglichen, missen in den Mikroskopaufbau,
zusétzlich zu Objektiven, Phasenring und Ringblende eingebaut werden (Abb.31). Der
Phasenring manipuliert Phase und Intensitat des ungebeugten Lichtanteils. Das Objekt wird
durch eine Ringblende beleuchtet, dadurch wird vom Mikroskopierlicht nur ein geringer Teil
benutzt. Der Phasenring ist auf der Phasenplatte aufgedampft und Uberdeckt in der
Objektivbrennebene das Bild der Ringblende. Damit Phasenring und Ringblende zur Deckung

gebracht werden kénnen, ist eine Zentriervorrichtung notwendig.!2

Bildebene

gebeugtes Licht

gy ™ Phasenplatte
'\O/' und Phasenring

nicht gebeugtes
Licht

Objektiv

Objekiebene mit Praparat

/LL ;\'\\ } Kondensor

—T J
Jm L:\- @ Ringblende

Abbildung 31: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Phasenkontrastmikroskopes. Adaptiert nach

[112] 112
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In dieser Arbeit wurden die Aufnahmen an einem inversen Mikroskop des Typs Olympus IX
71 (Olympus, Hamburg, Deutschland), ausgestattet mit einem Delta Vision RT und Spectris
System (Applied Precision Inc., Isaaqua, WA, USA), gemacht. Fur Versuche mit lebenden
Zellen ist das System mit einer Inkubatorkammer ausgestattet, die es erlaubt bei 37 °C und 5 %
CO2 zu arbeiten. Dabei wurden die folgenden Objektive verwendet: 10x/0.25 Phl A-Plan
(Zeiss) und 20x/0.5 Ph1U-PlanF1 (Olympus).

4.1.6 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie ist eine der effektivsten Methoden, um Proteine in einer Zelle zu
lokalisieren oder auch relative Lokalisation mehrerer Proteine zueinander zu bestimmen. Um
bestimmte Proteine in der Zelle zu visualisieren, werden diese mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern angefarbt.

Die Injektion immunogener Substanzen in lebende Organismen flhrt zu einer Immunantwort
mit Antikdrperbildung. Nach der Isolierung der Antikdrper konnen sie zur Detektion von
Proteinen in Zellen verwendet werden. Die Antikdrper besitzen eine Y-artige Form (Abb. 32)
und bestehen aus zwei schweren und zwei leichten Ketten und besitzen dabei eine C- und eine
V-Region. Die C-Region ist bei allen Antikorpern sehr &hnlich die VV-Region stellt dagegen die
Bindungsstelle fir das Antigen dar. Die Antikorper-Antigen-Wechselwirkung funktioniert
nach einem Schllssel-Schloss-Prinzip und findet in der V-Region des Antikorpers statt. Dort
bildet sich eine Bindungstasche zwischen der leichten und schweren Kette aus, die von der
Form und der GroRe nur an ein bestimmtes Antigen binden kann. Die dabei stattfindende

Wechselwirkung ist nicht kovalenter Natur und daher reversibel.
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Antigen-Bindungsstelle Antigen-Bindungsstelle

\Y

Abbildung 32: Schematische Darstellung eines Antkorpers

Es kann zwischen direkter und indirekter Immunfluoreszenzfarbung unterschieden werden. Bei
der direkten Methode bindet ein fluoreszenzmarkierter Antikorper direkt an das Antigen des
Zielproteins in der Zelle und wird mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Bei der
vorwiegend verwendeten indirekten Methode bindet ein unmarkierter Priméarantikorper an das
Antigen. Der anschlieBend eingesetzte Sekundarantikérper erkennt die wirtspezifische Fc —
Region des Primarantikdrpers und ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert.’

Als fluoreszierende Stoffe werden meistens Molekiile eingesetzt, die konjugierte
Doppelbindungen in aromatischen Systemen enthalten. Durch Anregung mit einer spezifischen
Wellenldnge emittieren diese Molekule Licht, dieser Effekt wird Lumineszenz genannt.
Lumineszenz wird in Phosphoreszenz und Fluoreszenz unterteilt, die sich in der Leuchtdauer
unterscheiden. In den oben genannten Molekiilen werden Elektronen aus den bindenden =-
Orbitalen durch Absorption eines Photons in n*-Orbitale befordert. Allgemein beginnt der
Prozess damit, dass ein Elektron aus dem Grundzustand S durch Absorption eines Photons h*v
in den angeregten Zustand S; angehoben wird (Abb.33).
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Abbildung 33: Jablonski Diagramm

Aus diesem angeregten Zustand hat das Elektron mehrere Mdoglichkeiten Energie abzugeben
um wieder in den Grundzustand zurlickzukehren. Fallt es aus dem Singulettzustand S; wieder
in den Zustand So, so emittiert es fluoreszentes Licht. Gelangt es dagegen Uber das ,,intersystem
crossing® in den Triplettzustand T1 emittiert es ein phosphoreszierendes Photon und relaxiert
dann in den So Zustand zuriick. Der Ubergang zwischen dem So und dem Si Zustand ist
spinerlaubt und findet innerhalb von Nanosekunden statt. Dagegen ist der T1zu So Ubergang
spinverboten und findet daher im Bereich von Millisekunden bis Sekunden statt. Die emittierte
Wellenlange ist immer langer als die absorbierte, da es durch strahlungslose Ubergéinge ohne
Spinumkehr innerhalb des Systems (internal conversion) zu sogenannter Stokes-Verschiebung
(Abb.34) kommt. 112

Stokes-Verschiebung

Absorption

Intensitit

Emission

Wellenldnge

Abbildung 34: Stockes-Verschiebung
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StandardmaéRig wird als Lichtquelle eine Xenon- oder Quecksilberdampflampe verwendet, die
ein kontinuierliches Spektrum aussenden. Das ausgesandte Licht trifft dann auf den
Anregungsfilter, welcher alle Wellenlangen herausfiltert, bis auf die zur Anregung bendétigte.
Diese eine Wellenlénge regt die Probe zur Fluoreszenz an. Das von der Probe ausgesandte Licht
kann nun durch ein Emissionsfilter betrachtet werden, der vor allem die Anregungsfrequenz
herausfiltert.

Fluoreszenzbilder wurden hier an einem DeltaVision RT System (Applied Precision) mit einem

60x/1.4 Uplan Apo Olimmersionsobjektiv (Olympus) aufgenommen.

4.1.7 Datenauswertung

Zum Auslesen der Zellflache sowie der Vinculin- und Paxilinclustergrofle wurde ImageJ
((http://rsb.info.nih.gov/ij/ ,Version 1.48v) verwendet. Um die Spreitgeschwindigkeit der
Zellen zu messen wurde das MultupleKymograph Plugin (J. Rietdorf FMI Basel +A.
Seitz EMBL Heidelberg) fur ImageJ verwendet. Die Software wurde ebenfalls verwendet, um
den Kontrast und die Helligkeit der Bilder einzustellen. Die mit ImageJ ausgelesenen Daten
wurden weiterhin mit OriginlabPro 9.1 (OriginLab, Northampton, MA) ausgewertet und
graphisch dargestellt.

Um den Ordnungsparameter der hexagonalen Struktur und die Abstédnde der Goldnanopartikel
zu bestimmen, wurde das von Dr. Philippe Girard (Universitat Heidelberg) spezialangefertigte

ImageJ Plugin ,,dot_analysis.jar verwendet.

4.2 Oberflachenherstellung

4.2.1 Reinigung und Aktivierung der Substrate

Zur Reinigung und Aktivierung wurden die Glassubstrate (Deckgléser, 20 x 20 mm, Carl Roth
& Co GmbH, Deutschland) in einem Teflonhalter fixiert und fiir mindestens 60 min in
Caroscher Saure, bestehend aus einer 1:3 Mischung aus Wasserstoffperoxid (30 %, p.a.,
AppliChem) und konzentrierter Schwefelsaure (95 %, AppliChem) inkubiert. Danach wurden
sie mehrmals mit MilliQ-Wasser gespult, dreimal fur je 10 min im Ultraschallbad behandelt
und erneut gespult. Vor dem Strukturieren wurden die Oberflachen im Stickstoffstrom

getrocknet.
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4.2.2 Herstellung der mizellaren Goldlésung

Polystyrol(x)-block-poly(2-vinylpyridin)(y) (Polymer Source Kanada), PS(x)-b-P2VP(y)
wurde in ein mit Caroscher S&ure gereinigtes Glasgefd eingewogen und in einer
entsprechenden Menge Toluol (p.a., Merck, Deutschland) 24 h bei Raumtemperatur (RT)
gerihrt. AnschlieRend wurde Tetrachlorgoldsaure HAuUCIl, (Gold(lIT)chloridtrihydrat,

393,83 g/mol Sigma Aldrich, Deutschland) zu der Loésung hinzugefugt und unter
Lichtausschluss weitere 24 h bis zur vollstdndigen Auflésung der Goldsdaure geriihrt. Die
Menge der Tetragoldchlorséure wurde in Abhé&ngigkeit der Anzahl der P2VP-Einheiten und der
Beladung L nach folgender Gleichung berechnet.

m(Polymer) = L * M(HAuCly) * Anzahl(PVP
M (Polymer)

Einheiten )

m (HAUC14) =

Formel 13: Menge der Tetragoldchlorsdure in Abhangigkeit der Anzahl der P2VP-Einheiten

Fur die meisten Losungen wurde dabei L = 0,5 verwendet. In Tabelle 1 sind die in dieser Arbeit
verwendeten Diblockcopolymere mit entsprechendem Molekulargewicht und der Anzahl der
P2VP-Einheiten dargestellt.

Polymer PS Einheiten | P2VP Einheiten | Mw/Mn
PS(110000)-b-P2VP(70500) | 1056 671 1,09
PS(30000)-b-P2VP(12500) | 288 119 1,06
PS(190000)-b-P2VP(55000) | 1824 523 1,10

Tabelle 1: Verwendete Diblockcopolymere

4.2.3 Nanostrukturierung mit Hilfe des Tauchbeschichtungsprozesses

Die gereinigten Glassubstrate wurden mittels des Tauchbeschichtungsprozesses (,,dip coating®)
strukturiert.’ Dazu wurden die Deckglaser bei RT mit Hilfe einer extra angefertigten
Vorrichtung senkrecht in die mizellare L6sung getaucht und bei einer konstanten
Geschwindigkeit wieder herausgezogen. Nachdem das Losungsmittel vollstandig verdampft
war, wurden die Oberflachen fir 45 min im Plasma behandelt (siehe Abschnitt 3.1.2). Das
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Wasserstoffplasma (600 W; p(H2)=0,3 mbar)(PS210 Microwave Plasma System; TePla,
Deutschland) entfernt die organischen Mizellreste und reduziert das Tetrachloroaurat zu

elementarem Gold. AnschlieBend wurden die Substrate 24 h in einem Ofen bei 500 °C

getempert.

4.2.4 Passivierung der nanostrukturierten Oberflachen

Um Proteinadsorption und unspezifische Zelladhdsion an der Substratoberflache zwischen den
Goldnanopartikeln zu vermeiden, wurden die Glassubstrate entweder mit mPEG-
triethoxysilan-2000urea * oder mit PLL-PEG passiviert. Das mPEG-triethoxysilan-2000urea
wird kovalent an die Oberflache gebunden (Abb. 35). Vor der Anbindung des mPEG-
triethoxysilan-2000urea wurden die Substrate fir 10 Minuten im Plasma (pH2=0,4 mbar,
150 W) (PS 100-E; TePla, Deutschland) aktiviert. Danach wurden die Glassubstrate mit Hilfe
eines Teflonhalters in einem Schlenkkolben platziert und unter Schutzgasatmosphére (N2) bei
80 °C mit einer 0,25 mM mPEG-triethoxysilan-2000urea Toluol? Mischung in Gegenwart
katalytischer Mengen Triethylamin (p.a. Fluka, Schweiz) 20 h im Olbad zur Reaktion gebracht.

(\ BNAPN

Hydrophile Glasoberfléiche 43

kat. NE1, — Q
- .
—OBS.MH H/\PO\}
/ 43

Abbildung 35: Reaktionsschema der Anbindung des Triethoxysilans an das Glassubstrat

Um das physisorbierte PEG-silan zu entfernen wurden die passivierten Plattchen nach der
Reaktion dreimal mit Ethylacetat (p.a., AppliChem GmbH, Darmstadt) gespult und 5 Minuten
im Ultraschallbad behandelt. AnschlieRend wurde jedes einzelne Substrat mit Ethylacetat und
Methanol (p.a. Merck, Deutschland) abgespult und im Stickstoffstrom getrocknet.

! Synthetisiert von Dr. Nicole Plath und Dr. Nadine Perschmann
2 Getrocknet iiber einem 3A Molekularsieb (Carl Roth, Deutschland)
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Die Anbindung des PLL-g-PEG an die Glasoberflaiche erfolgt elektrostatisch. Das
polykationische Poly-(L-Lysin)-Poly(ethylenglykol)-Copolymer (PLL-g-PEG) (PLL(20kDa)-
g-[3,5]-PEG(2kDa); [3,5]=Lysine pro PEG Kette; Surface SolutionsS, Schweiz) ist in der Lage

an die negativ geladene Glasoberflache zu binden (Abb. 36).

PEG-Ketten

MH,4 NHy NH4 NH NH3 NH; PLL-Riickgrat

negativ geladene Substratoberfliche

Abbildung 36: Anbindung des PLL-PEGs an eine negativ geladene Substratoberflache

Vor der Anbindung des PLL-g-PEG an die nanostrukturierten Substrate, wurden diese erst
10 min im Sauerstoffpalsma (p(02)=0,4 mbar, 150 W; PS 100-E TePLa, Deutschland) aktiviert.
Im zweiten Schritt erfolgte dann die einstiindige Inkubation mit 150 pl PLL-g-PEG L&sung
(10 MM HEPES, 6 M NaOH in destilliertem Wasser) pro Oberflache. Nach der Inkubation
wurden die Oberflachen mit MilliQ-Wasser abgespult und im Stickstoffstrom getrocknet.

4.2.5 Funktionalisierung der Goldnanopartikel mit selektiven Liganden

Zur Biofunktionalisierung der Goldnanopartikel wurden Thiol-funktionalisierte a5p1- und
avB3- integrinselektive Mimetika!® verwendet. Die Mimetika wurden durch die Synthese auf
Tyrosinbasis bestehender Geriiste in mehreren Reaktionsschritten hergestellt. Die
Stockkonzentration betrug 5 mM in MilliQ-Wasser und wurde bei -20 °C aufbewahrt. Fir die
Funktionalisierung wurden die Losungen auf Arbeitskonzentration von 25 um verdinnt. Die

frisch passivierten Substrate wurden mit den Mimetika 4 h lang in einer mit Parafilm
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ausgelegten Petrischale inkubiert. Um das Verdunsten der Ldosung zu vermeiden wurde die
Petrischale mit Parafilm versiegelt. Nach der Reaktion wurden die Oberflachen je dreimal 20
Minuten mit MilliQ-Wasser und unmittelbar vor den Zellexperimenten einmal mit sterilem

PBS gewaschen.

4.2.6 Funktionalisierung der Glassubstrate mit Fibronektin und Vitronektin

Als Kontrolle dienten homogene Proteinbeschichtungen der Deckgléser. Es wurde Fibronektin
als asP1- und Vitronektin als avf3-Kontrolle gewahlt.Dazu wurden die Glasplattchen zuerst in
Ethanol (p.a. Merck, Deutschland) im Ultraschallbad 10 Minuten gereinigt und danach im
Sauerstoffplasma fiir 10 Minuten aktiviert. Anschlielend erfolgte eine vierstiindige Inkubation
mit Fibronektin (plasma human Fibronectin, Sigma Aldrich, Deutschland) oder Vitronektin
(human vitronectin, Sigma Aldrich, Deutschland) beides 5 pg/ml in MilliQ-Wasser. Nach der
Inkubation wurden die Proben dreimal mit MilliQ-Wasser und unmittelbar vor den

Zellexperimenten nochmals mit sterilem PBS gewaschen.

4.3 Zellexperimente

4.3.1 Die Zelllinie
U20S Zellen (ATCC, HTB-96™) sind menschliche Osteosarkomazellen, welche aus dem
Knochengewebe eines 15 jéhrigen Madchens 1964 isoliert wurden. Dabei wurden die Zellen

aus dem maéRig differenzierten Sarkom am Schienbein enthommen und kultiviert.

4.3.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellkultivierung erfolgte komplett steril, das Splitten der Zellen und samtliche
Zellexperimente wurden unter einer Sterilbank (Heraeus Kendro, VWR International GmbH,
Deutschland) durchgefiihrt. Alle verwendeten Lésungen wurden ebenfalls steril angesetzt und
das Laborwerkzeug steril gehalten. Die Zellen wurden in einem Inkubator (Thermo Scientific,
USA) bei 5% CO, und 37 °C kultviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage bis die
Zellen eine Konfluenz von 80 % erreichten. Als Kultumedium diente DMEM (Dulbeco’s
modifiziertes essentielles Medium, Gibco, Deutschland) versetzt mit 10 % FBS (Fotales
Rinderserum, Life Technologoes, Deutschland), 1 % L-Glutamin (2 mM, Gibco, Deutschland)
und 1 % Penicilin Streptomycin (Gibco, Deutschland). Zum Ablésen der Zellen wurde zuerst
das Medium entfernt und die Zellen mit sterilem PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung, PAA,
Osterreich) gewaschen. Danach wurde 1,5 ml Accutase (Gibco, Deutschland) zugegeben und

fur 2 Minuten im Inkubator platziert. Nachdem sich alle Zellen vom Boden der
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Zellkulturflasche geldst hatten wurden 5 ml frisches Medium zu den Zellen gegeben und die
Zellsuspension fur 3 min bei 800 rpm zentrifugiert (5702 R, Eppendorf Deutschland). Das
Zellpellet wurde anschlieBend in frischem Kulturmedium resuspendiert und fur Experimente

sowie flr weitere Kultivierung verwendet.

4.3.3 Aufnahmen lebender Zellen zur Auswertung des Zellspreitens

Die funktionalisierten Oberflachen wurden mit sterilem PBS unter sterilen Bedingungen
gewaschen und in einer Petrischale mit einer passenden Aussparung mit Hilfe des
Dentalklebers (picodent twinsil® 22) befestigt. Im Anschluss wurden die Proben mit 3 ml
Kulturmedium bedeckt und 3*10* Zellen pro Oberflache/Petrischale zugegeben. Die Proben
wurden sofort unter das Mikroskop (Abschnitt 3.1.5) gebracht und mit den Aufnahmen
begonnen. Pro Oberflache wurden jeweils 20 einzelne Zellen alle 2 min Uber einen Zeitraum

von 4 h aufgenommen. Die Aufnahmen fanden bei 37 °C und 5 % CO; statt.

4.3.4 Aussdhen der Zellen auf funktionalisierten Oberflachen

Die funktionalisierten Oberflachen wurden steril mit PBS gewaschen und mit 3 ml
Kulturmedium bedeckt. AnschlieRend wurden auf jede Oberflache 1*10* Zellen gesetzt und im
Inkubator bei 37 °C und 5% CO. platziert. Nach 4 h wurden die Zellen fixiert und die

Fokalkontakte untersucht.

4.3.5 Fixierung und Immunozytochemische Farbung

Vor der Fixierung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und danach fir 20 Minuten
mit 3,7 % Paraformaldehyd (Sigma Aldrich, Deutschland) in PBS inkubiert. Anschlie3end
wurden die Proben nochmals mit PBS gewaschen und mit 0,1 % TritonX/PBS (Triton™ X 100,
Sigma Aldrich, Deutschland) 5 Minuten permeabilisiert. Nach griindlichem Waschen mit PBS
wurden die Proben fur 1 h in einer 1 % BSA/PBS (Rinder Serumalbumin, MP Biomedicals
LLC, Frankreich) Losung inkubiert, um unspezifische Proteinbindung zu vermeiden. Zur
Farbung wurde der primére Antikorper (siehe Tabelle 2) 1:100 in 0,1% BSA/PBS verdunnt und
fur 1 h auf die fixierten Proben gegeben.

Epitop Host und Spezifitat | Katalognummer und Hersteller

avPBs-integrin | mouse anti human MAB1976, Millipore

as-integrin | rat anti human MABII, Humphries Labor
vinculin mouse anti human V9131, Sigma
zyxin rabbit anti human 307011, Synaptic Systems
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asfB1-integrin | mouse anti human MAB1969, Millipore
as-integrin | rabbit anti human AB1949, Millipore
as-integrin | rabbit anti human AB1928, Millipore
B1-integrin mouse anti human MAB1981, Millipore
as-integrin mouse anti human GTX26131, GenTex
as-integrin rat anti human mabll, Humphries Labor
av-integrin | mouse anti human BD 611013, Bioscience
B3-integrin mouse anti human MAB2023Z, Millipore

Tabelle 2: Verwendete primare Antikorper

Nach der Inkubationszeit wurden die Proben mit PBS gewaschen und mit dem sekundaren
Antikdrper (siehe Tabelle 3) 1:100 verdunnt in 0,1 % BSA/PBS flr weitere 45 Minuten bei RT

inkubiert.

Epitop und Host

Konjugation

Katalognummer

Hersteller

und

mouse 1gG, goat Alexa 647 A-21236, Invitrogen
rat IgG, goat Alexa 488 A-11006, Invitrogen
mouse IgG, goat Alexa 488 A-11001, Invitrogen
rabbit 19G, goat Alexa 488 A-11078, Invitrogen

Tabelle 3: Verwendete sekundare Antikorper

Zum Anférben von F-Aktin diente TRITC-konjugiertes Phalloidin (Sigma Aldrich,

Deutschland), welches mit einer Konzentration 1 mg/ml in DMSO aufgel6st und 1:200 fur die

Féarbung verdinnt wurde. Im Falle der Aktinfarbung zusammen mit einem anderen Protein

wurde das Phalloidin-TRITC zusammen mit dem sekundéren Antikorper inkubiert.

AnschlieBend wurden die Proben mit PBS gewaschen und in Mowiol 488 (Sigma Aldrich,

Deutschland) eingebettet.

4.3.6 Transiente Transfektion der U20S-Zellen

Die Zellen wurden auf einer 6-Wellplate mit einer Dichte von 1x10° Zellen/Well ausgesét und

bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert wie im Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Fir ein Well
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wurden in einem Eppendorfgefall 100 pl OptiMeM (Gibco 31985-062) und 8 pl Lipofectamin

2000 (Invitrogen 11668027) gemischt. In einem anderen Eppendorfgefal? wurden 100 pl
OptiMem und 2 ug des av-mApple Plasmids (Addgene 54866 ) gemischt. AnschlieRend wurde
der Inhalt der einzelnen GefaRe gut gemischt, miteinander vermengt und einer 15 minutigen
Inkubationszeit unterzogen. Vor der Transfektion wurde das Kultivierungsmedium
ausgetauscht und das Plasmid-Lipofectamin 2000-Gemisch zu den Zellen tropfenweise
zugeflgt. Nach einer 32 h Einwirkzeit wurden die Zellen wie oben beschrieben mit Accutase

abgeldst und auf funktionalisierte Substrate ausgesetzt.

4.3.7 Blockierungsexperimente

Zur Durchfihrung der Blockierungsexperimente wurden die abgelosten Zellen in einem
Medium mit 1 % FBS und 1% BSA resuspendiert. Zu 100 pl Zellsuspension wurden 10 pl
thiolfreies Mimetikum zugegeben und eine halbe Stunde bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen auf funktionalisierte Substrate ausgesét und nach 4 h fixiert und angefarbt
wie vorher beschrieben (Abschnitt 3.3.5).
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Zellspreiten auf unterschiedlichen Goldnanopartikel Abstéanden fur

aspi-und oyP3-Mimetika

5.1.1 Zellflachenprogression mit der Zeit

Zur Untersuchung der Zellflachenprogression und des kinetischen Zellspreitens wurden
Goldnanopartikelsubstrate mittel der BCMN-Technologie hergestellt und jeweils mit den
selektiven Mimetika funktionaliesiert.

Die U20S-Zellen zeigen auf grofen wund kleinen Goldnanopartikel Abstédnden
unterschiedliches Verhalten. Auf 36 nm Abstanden spreiten sie sehr schnell auf beiden

Mimetika und erreichen dabei ihre maximale Zellflache innerhalb von 30 Minuten (Abb. 37).

30 nm 60 nm 90 nm

a5p1-Mimetikum

avp3-Mimetikum

Abbildung 37: Spreiten der U20S-Zellen auf drei unterschiedlichen Goldnanopartikelabstdénden von
36 nm, 60 nm und 90 nm. Fir 36 nm erreichen die Zellen eine grélRere maximale Zellflache als fiir 60 und
90 nm. Fiir das a5p1-Mimetikum ist die Zellfliiche auf allen Abstinden erh6ht im Vergleich zum avp3-
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Mimetikum. Bei 36 nm bilden sich fiir das aspi-Mimetikum Lamellipodien aus und die Zelle besitzt keine

rundliche wie auf dem avB3-Mimetikum.

Jedoch ist eine deutliche Diskrepanz in der projizierten Zellflache zwischen den beiden
Mimetika zu erkennen (Abb. 37, 38). Die Zellen auf dem ayB3-Mimetikum besitzen im
Gegensatz zu den Zellen auf dem asB:-Mimetikum nach einer Beobachtungszeit von vier
Stunden eine kleinere Zellflache. Da zwischen den einzelnen Goldnanopartikeln die Substrate
mit PEG-Silan passiviert wurden, waren die Zellen im Stande nur an den funktionalisierten
Goldnanopunkten anzuheften. Der Unterschied in der Zellflache verringert sich, je groRer die
Abstande zwischen den Goldnanopartikeln gewéhlt werden. Dementsprechend vermindert sich
dieser Effekt fir 60 nm und fir 90 nm Abstande, fur 90 nm Uberlagern sich die beiden Kurven
sogar. Bei den Abstdnden 60 nm und 90 nm ist ein steilerer Anstieg der ospB1-Kurve am Anfang
des Spreitprozesses zu erkennen, wahrend die ovf3-Kurve sehr langsam bis zur maximalen
Zellflache ansteigt. D.h. das initiale Zellwachstum ist groRer fur Zellen bei denen osf1-

Integrinheterodimere mittels des selektiven Mimetikums rekrutiert wurden.

={ = a5B1 36 nm

3500
48— v[33 36 nm
A T -I' T-I-I-T_T_T_T_T.T.I.'T —— -
3000—_ I_]'TTTI“}j_llIIllllIll +aig; zgnm

! _}I'.l.-l ——a5B1 90 nm
—&—ovp3 90 nm

Zellflache [um”2]

Zeit [min]

Abbildung 38: Progressionskurve der U20S-Zellflache.Dargestellt sind beide Mimetika auf drei

verschiedene Goldnanopartikelabstinden. Die Zellfliche wichst fiir das asfi1-Substrat schnelller an, als fur
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das avBs-Substrat fur alle drei Goldnanopartikelabstdnde. Bei kleiner werdenden Abstédnden der

Goldnanopartikel wachst die Differenz zwischen der asfi- und der avBz-Kurve. n=25
5.1.2 Spreitgeschwindigkeit der U20S-Zellen

Die Abbildung 39 zeigt die Geschwindigkeit des Spreitvorgangs, welche mit Hilfe des ImageJ
Plugins Multiple Kymograph gemessen und in Abhéngigkeit der Zeit als Diagramm dargestellt
wurde. Die Zellen breiten sich auf dem asp:-funktionalisierten Substrat schneller aus als auf
dem avPs-funktionalisierten, durchlaufen ein Maximum wund verlieren wieder an
Geschwindigkeit. Auf dem avf3-Mimetikum durchlduft die Zellausbreitungsgeschwindigkeit
keine auffalligen Extrema und schwankt lediglich ganz leicht an einigen Zeitpunkten. Auf 60
nm Substraten ist die Geschwindigkeit zu Beginn des Ausbreitungsprozesses hoher fir das
asB1-Mimetikum. Ungefahr nach einer halben Stunde erreichen jedoch die Zellen dieselbe
Ausbreitungsgeschwindigkeit fiir beide Mimetika. Bei einem NP-Abstand von 36 nm zeigt die
Ausbreitungsgeschwindigkeit fur das aspi-Substrat ein lokales Minimum zu Beginn des
Kurvenverlaufs. Dieses Minimum wird vermutlich durch den anfénglichen
Zellausbreitungsprozess verursacht. Bei einem Ausbreitungsvorgang der Zelle auf einer
Oberflache durchlauft diese meistens mehrere Stadien. Im ersten Schritt nimmt die Zelle einen
Kontakt mit der Oberflache auf. Die ganz friihe Phase des Zellausbreitungsvorgangs wird durch
eine passive Adhasion und eine Zelldeformation gezeichnet.*** Da bei einem NP-Abstand von
36 nm auch fiir das avB3-Mimetikum ein leichtes lokales Minimum beobachtet wird, werden
die Minima eventuell durch die hohe Dichte des Mimetikums verursacht. Somit bewirkt eine
hohe Konzentration des Mimetikums auf dem Substrat, anfanglich eine geringe

Geschwindigkeit des Zellspreitens die sich im Anschluss dann erhoht.
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Abbildung 39: Spreitgeschwindigkeit der U20S-Zellen auf integrinselktiven Mimetika fur 30 nm und
60 nm. Auf dem asBi-Mimetikum spreiten die Zellen schneller als auf dem ovf3-Mimetikum fir beide NP-
Abstande. Bei einem Abstand von 60 nm spreiten die Zellen langsamer als bei 36 nm fiir beide Mimetika.
Fiir das aspi-Mimetikum durchlaufen die Kurven ein Maximum und verlieren dann an Geschwindigkeit.
Nach 30 min erreichen die beiden Kurven fiir 60 nm ungeféhr die gleiche Spreitgeschwindigkeit. n=25,

Polynomialer Fit
5.1.3 Maximale projizierte Zellflache

Ebenfalls unterscheidet sich die maximale projizierte Zellflache fir U20S (Abb. 40), die auf
dem asP1-Mimetikum und auf dem avB3-Mimetikum ausgeséat wurden. Zusatzlich besteht ein
Unterschied in der GroRe der Zellfliche in Abhéngigkeit der verwendeten
Goldnanopartikelabstdande. Fir einen NP-Abstand von 36 nm wird fir das osPi-
funktionalisierte Substrat eine ca. 30 % grofRere Maximalzellflache erreicht als auf dem
entsprechenden avf3-Substrat. Je groRer die Goldnanopartikelabstdnde gewéahlt werden, desto
geringer ist dieser Unterschied zwischen den beiden Mimetika. Jedoch betrégt er fir 60 nm
15 % und fir 90 nm nur noch 7,5 %.
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Abbildung 40: Maximale Zellfliche fiir osB:- und avBs-Mimetika. NP-Abstande betragen
36 nm, 60 nm und 90 nm. Auf dem asP1-Substrat erreichen U20S-Zellen eine hdhere maximale
Zellflache als auf dem avfs-Substrat fir alle NP-Absténde. Je grof3er die NP-Abstande und
damit je geringer die Ligandendichte auf dem Substrat gewéhlt werden, desto geringer fallt

die maximale Zellflache fur beide Mimetika aus. p=0,0001

Da die Zellflache und die Zellausbreitungsgeschwindigkeit auf dem asB:-Mimetikum erhoht
sind, l&sst dies vermuten, dass das asPi-Integrin hauptséchlich fir das Zellspreiten
verantwortlich ist, wahrend das avps-Integrin wahrend des Zellausbreitungsprozesses keine
grolle Rolle spielt und eher bei der Bildung stabiler Fokalkontakte ins Spiel kommt.
Fibronektin- und Vitronektin-beschichtete Oberflachen zeigen eine ahnliche Wirkung auf
Zellen'* wie die in dieser Arbeit verwendeten Liganden. Auf Fibronektin nimmt man an, dass
die Adhé&sion groBtenteils durch das asPi-Integrin und auf Vitronektin durch das oavfs-Integrin
vermittelt wird. Auf Fibronektin kdnnen die Zellen eine grofiere projizierte Flache ausbilden
als auf Vitronektin. Die Fokaladhdsionen bilden diinnere Strukturen auf Fibronektin aus, die
uber die ganze Zellflache verteilt sind. Auf Vitronektin dagegen zeigen Zellen grofRere Cluster
der Adhasionsproteine auf, die gréRRtenteils in der Zellperipherie lokalisiert sind. Jedoch scheint
die Molekuldichte des Mimetikums auf der Oberfl&che, eine grolRe Rolle zu spielen. Je dichter
die Molekile beieinander liegen, desto leichter erkennt die Zelle das integrinselektive

Mimetikum und desto schneller kann sie spreiten und eine groRere Zellflache erreichen. Vor
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einiger Zeit wurde von Cavalcanti-Adam et al. gezeigt, dass die Ligandendichte auf der
Oberflache entscheidend fir die Bildung stabiler Fokaldhdsionen und flr das bestéandige
Zellspreiten ist'®, Dort wurden cRGD-biofunktionalisierte Goldnanopartikel-Oberflachen mit
unterschiedlichen Abstdnden von 58 nm und 108 nm verwendet. Im Vergleich zu 58 nm
Abstanden wurde auf 108 nm verzdgertes Zellspreiten mit mehreren Protrusions-Ruckzugs
Zyklen festgestellt. Von Arnold et al. wurde ebenfalls ein minimal notwendiger Abstand zur
Ausbildung der Integrincluster und der Integrinaktivierung festgestellt °. Vor kurzem wurde
von Liu et al. die Zugkraft der Integrine mit Hilfe der molekularen Zugkraftmikroskopie
(MTFM) in Kombination mit der BCMN und cRGD auf 50 und 100 nm Absténden untersucht.
Die Integrine auf den grolReren Abstédnden zeigten dabei eine deutlich reduzierte Zugkraft im
Vergleich zu den kleineren Abstanden'!®. Bei diesen Untersuchungen wurde das cRGD
verwendet, welches verschiedene Integrinheterodimere bindet. 2004 stellten Mondal et al. seine
Aktivitat nicht nur gegeniiber dem awf3-Integrin wie das bisher vermutet wurde, sondern auch
gegeniiber dem asP1- und avPs-Integrin fest!!’. Deswegen beeinflussen bei diesen Experimenten
eher mehrere Integrintypen das Zellverhalten, dabei bleibt aber die Frage offen wie die

Zellantwort durch einen bestimmten Integrintyp beeinflusst wird.

5.2 Untersuchung der Fokaladhasionen

5.2.1 Vinculinclustergrol3e auf verschiedenen Goldnanopartikelabstéanden

Um den Einfluss der einzelnen Integrinheterodimere auf die GroRe der Fokalkontakte zu
untersuchen, wurde Phosphopaxillin (Abb. 44), Vinculin (Abb. 41) und Aktin mittels
immunozytochemischer Farbung untersucht. Die Analyse der Vinculinclusterflache (Abb. 43)
ergab erhohte Werte auf dem avB3-Mimetikum fir alle drei Abstdnde. Fur 30 nm und 60 nm
waren die Vinculincluster signifikant groRer auf dem avB3-Mimetikum. Fir den 90 nm Abstand
ist zwar die Clustergrof3e auf dem avB3-Mimetikum erhoht, jedoch ist der Unterschied zum
asBi-Mimetikum nicht signifikant. Zellen, die auf dem avB3-Mimetikum ausgesat wurden,
zeigten meistens Fokaladhésionen peripher. Im Gegensatz dazu wiesen Zellen auf dem osp1-

Mimetikum eher fibrillare Fokaladhadsionen Gber die ganze Zellflache auf.
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30 nm 60 nm 90 nm

a5p1 Mimetikum

aVvp3 Mimetikum

Abbildung 41: Immunozytochemisch angefarbtes Vinculin in U20S-Zellen auf asp:1- und avps-Mimetika fur
NP-Abstande von 36 nm, 60 nm und 90 nm.

Werden die Zellen auf dem asp1-Mimetikum ausgesét, so beginnen sie nach der Adhdsion unter
Ausbildung von Lamellopodien sich sehr schnell auf dem Substrat zu bewegen. Auf dem owf33-
Substrat dagegen ist die Bewegung der Zellen minimal und die Ausbildung der Lamellopodien
bleibt aus (Abb. 42).

avp3 Mimetikum o531 Mimetikum

Abbildung 42: Unterschiedliches Spreitverhalten von U20S-Zellen auf asfi- und avfs-Mimetika. Es sind

unterschiedliche Zeitpunkte des Spreitprozesses aufgezeigt. Auf dem asB1-Substrat beginnt die Zelle nach 30
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Minuten sich zu polarisieren und bewegt sich auf dem Substrat. Zellen auf dem avBs-Substrat &ndern sogar

nach 48 Minuten kaum ihre Form.

Verantwortlich fiir solch ein substratspezifisches Verhalten kénnte die schon vorhin erwahnte
VinculinclustergroRe sein. Da diese auf dem aspi-Mimetikum reduziert ist, ist die Adhasion an
das Substrat dementsprechend schwécher. Da auf dem oyf33-Substrat groRere Vinculin Cluster
ausgebildet werden, ist auch die Anbindung dementsprechend starker und die Bewegung
dagegen reduziert. Somit ist der Adhé&sionseffekt geringer in Zellen, die kleinere
Vinculincluster besitzen, es fallt ihnen einfacher sich auf dem Substrat zu bewegen. Allerdings
wird hier eine chaotische Bewegung im Gegensatz zum oyfs-funktionalisierten Substrat
beobachtet.
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Abbildung 43: Boxplot-Darstellung der VinculinclustergroBe auf asBi- und ovps-Mimetika fir NP-
Abstande von 30 nm, 60 nm und 90 nm. Die Vinculinclusterflache ist fir alle drei NP-Abstande hoher auf
dem avBa-Mimetikum als auf dem asBi-Mimetikum. Die Werte der Vinculinclusterflache liegen in dem
Boxplot-Diagramm zwischen 25 % und 75 % und die Whisker zwischen 10 % und 90 % des Datenbereichs.

Die waagerechte Linie in der Box zeigt den Median. **p < 0,0001, *p < 0,001, n = 30

5.2.2 Phosphopaxilinclustergrofie auf verschiedenen Goldnanopartikelabsténden

Es wurde in der Literatur berichtet, dass die Phosphorylierung von Paxillin an Tyrosin 118 eine
entscheidende Rolle bei der Ausbildung und dem Abbau bzw. der Umordnung der
Fokaladhé&sionen einnimmt. Das Paxillin wird bei der Aktivierung und Anbindung der Integrine
an die EZM bei der Adhision phosphoryliert!!s, In der vorliegenden Arbeit wurde
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Phosphopaxillin immunozytochemisch angefarbt (Abb. 44), um den Einfluss der einzelnen

Integrine auf die Paxillinphosphorylierung zu tberprifen.

30 nm 60 nm 90 nm

a5B1 Mimetikum

avp3 Mimetikum

Abbildung 44: Immunozytochemisches Anfarben des Phosphopaxillins auf aspi- und avBs-Mimetika fir

NP-Abstande von 30 nm, 60 nm und 90 nm.

Dafur wurde die GroRe der Paxillincluster auf beiden Mimetika fur die NP-Abstande 30 nm,
60 nm und 90 nm analysiert. Cluster des Phosphopaxillins werden auf dem oz Mimetikum
signifikant (p < 0,0001) kleiner wenn der Abstand der Goldnanopartikel von 30 auf 60 nm
erhéht wird. Wird nun der Goldnanopartikelabstand weiter auf 90 nm erhéht, so reduziert sich
die ClustergroRe hingegen nicht signifikant im Vergleich zu 60 nm aber signifikant im
Vergleich zu 30 nm (Abb. 45). Fiir das aspi-Mimetikum ist zwar beim Ubergang von 30 nm
auf 60nm eine geringe Reduktion in der ClustergroRe bemerkbar jedoch ist sie nicht signifikant.
Allerdings besteht ein signifikanter GrofRenunterschied zwischen 30 nm und 90 nm sowie
zwischen 60 nm und 90 nm. Somit wird bei der asBi-integrinvermittelten Adhé&sion die
Paxillinphosphorylierung erst beim Ubergang zu groReren Goldnanopartikelabstanden bzw.
geringerer Ligandendichte auf dem Substrat beeinflusst. Jedoch wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Mimetika auf den einzelnen Nanopartikelabstdnden
festgestellt. Somit stellen die Integrine asf1 und avfB3 keinen grofRen Unterschied fir die Bildung

der Phosphopaxillincluster dar.

68



Ergebnisse und Diskussion

10 [] «581 Mimetikum
- - avp3 Mimetikum
| _** |
8 | '
I *% | ' _
I m
| *%
611 -
*% "

Flache der pPax Cluster [um”2]

| | I

30 nm 60 nm 90 nm

Abbildung 45: Boxplot-Darstellung der Phosphopaxillinclusterflache auf aspi- und avBs-Mimetika fiir NP-
Abstande von 30 nm, 60 nm und 90 nm. Die Werte der Phosphopaxillinclusterflache liegen in dem Boxplot-
Diagramm zwischen 25 % und 75 % und die Whisker zwischen 10 % und 90 % des Datenbereichs. Die

waagerechte Linie in der Box zeigt den Median. **p < 0,0001, *p < 0,001, n =30

5.2.3 Zyxin und Aktin

Aktinfilamente kommen in zwei unterschiedlichen Formen in der Zelle vor. Zum einen ist es
der quasi zweidimensionale Aktinkortex und zum anderen das dreidimensionale
Aktinnetzwerk, welches im Zytosol lokalisiert ist. Der Aktinkortex besteht aus teilweise
polymerisierten Aktinfilamenten und bildet eine ,,Rinde”, die sich an der Zellwand befindet.
Da die Dicke im Vergleich zur lateralen Ausdehnung vernachldssigt werden kann wird der
Kortex als zweidimensional betrachtet. Das im Zytosol lokalisierte Aktin stellt ein miteinander
verknupftes Aktinnetzwerk dar. Wird die Zelle durch innere oder &uere Einflisse stimuliert,
so bildet dieses Netzwerk oft parallel angeordnete und dicht beieinander liegende Filamente
aus.

Zellen Uben Kontraktionskrafte auf die EZM hauptsachlich Gber das Aktinzytoskelett tiber die
Fokaldhé&sionen aus, wahrend mechanische Kréafte der EZM ebenfalls tber Fokaladhasionen an
Aktin weitergeleitet werden. Dabei spielt das Fokaladh&sionsprotein Zyxin eine entscheidende

Rolle und scheint die zu Ubermittelnden Kréfte zwischen dem extra- und dem intrazellularen
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Raum weiterzuleiten. In der vorliegenden Arbeit wurde das Zyxin immunozytochemisch und
Aktin mittels Phalloidin fluoreszent markiert (Abb. 46). Dabei wurde ein asB1 und ein avfs-
funktionalisiertes Substrat verwendet. Flr das asBi1-Substrat wurden deutlicher ausgebildete
Zyxincluster in der Peripherie der Zelle und ein dichteres Aktinzytoskelett beobachtet. Wobei
das Zyxin mit den Aktinfasern verbunden war. Auf dem avB3-Ligand lagen die Zyxincluster
mehr im Innern der Zelle und waren deutlich geringer an der Anzahl und das Aktinnetzwerk
nicht so dicht vernetzt wie auf dem asB1 Ligand. Vor einiger Zeit stellte Rahmouni et al.!® ein
System zur Messung der osPi- und avPs-integrinvermittelten Krafte vor. Dabei wurden
elastische Goldnanopartikel-bedeckte-PEG-S&ulen verwendet, die es ermdglichten die Krafte
mit Hilfe der Hellfeldmikroskopie in Kombination mit der Fluoreszenzmikroskopie zu
bestimmen. Dabei stellten sie fest, dass Zellen, die ber das aspi-Integrin adhérieren, hohere
Krafte auf die Nanosdulen ausiiben als Zellen, welche uber das ovBz mit den S&ulen
wechselwirken. Des Weiteren zeigten die Zellen in dieser Studie einen hoheren Zyxinlevel auf
dem asPB1-Substrat im Vergleich zum avfs. Das ist ein deutlicher Hinweis auf unterschiedliche

Mechanismen bei der Krafterzeugung der Zellen.

Aktin Uberlagerung

Zyxin

o581 Mimetikum

avp3 Mimetikum

Abbildung 46: Immunozytochemisches Anfirben des Zyxins und des Aktinnetzwerkes fiir asBi1- und ovfs-

Mimetika
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5.3 Untersuchung der asPi- und avfs-Integrine

5.3.1 Screening der Antikorper

Zur Uberprifung der Integrinrekrutierung durch das aspi- und das ovBs-Mimetikum wurden
immunozytochemische Farbungen der beiden Integrinheterodimere durchgefiihrt. Zur
Durchfiihrung dieser Farbungen musste im ersten Schritt eine Reihe von Antikorpern getestet
werden, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen die Integrinheterodimere osp1- und
avfB3 zuverlédssig erkennen. Dazu wurde mehrere Antikorpern, die das osP1- oder das avp3-
Integrinheterodimer ansprechen, getestet. Es wurden sowohl Antikorper eingesetzt, die beide
Untereinheiten der Integrine erkennen, als auch welche, die nur eine der beiden Untereinheiten
binden (Abb. 47). Fir die Untersuchung des asp1-Integrinheterodimers wurden die Antikorper
anti asPB1-Integrin mouse IgG, zwei unterschiedliche anti-as-Integrin rabbit 1gG, das anti-ps-
Integrin mouse 1gG und das anti-as-Integrin mouse 1gG verwendet. Da die genannten
Antikorper kein erfolgreiches Anfarben des aspi-Integrinheterodimers zeigten wurde der anti
as-Integrin rat 1IgG Antikorper. Dieser Antikorper erwies sich als der beste zur Detektion des
a5-Integrins fir das vorliegende System (Abb. 47).

Zum Anfarben des avP3 -Integrins wurden zwei unterschiedliche anti-ay-Integrin mouse 1gG,
der anti-Bs-Integrin mouse 1gG und der anti-avB3-Integrin mouse 1gG verwendet. Fir die
Detektion des avf3-Integrinheterodimers wurde der letztgenannte Antikorper verwendet, da er
beide Untereinheiten dieses Integrins erkennt.
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Abbildung 47: Screening der Integrinantikorper. Es wurden mehrere Antikdrper getestet und die
verwendet die am besten die beiden Integrinheterodimere erkennen. Fur weitere Experimente wurden das
MAB II anti a5 und das MAB 1976 anti avf3 verwendet.

5.3.2 Kontrollexperimente auf Fibronektin und Vitronektin

Diese Experimente dienten einerseits als Kontrolle fur Adh&sionsexperimente mit den
Mimetika, andererseits wurde mit ihrer Hilfe bewiesen, dass U20S-Zellen notwendige
Integrine zur Untersuchung der selektiven Mimetika aufweisen (Abb. 48).

In der Literatur wurde ein unterschiedliches Zellverhalten fur Fibronektin- und Vitronektin-
beschichtete Substrate berichtet. Es werden unterschiedliche Muster bei Vorgang des
Zellspreitens sowie bei der Verteilung der Fokaladh&sionen beobachtet. Auf Fibronektin

adhdrierende Zellen spreiten auf dem Substrat viel starker und bilden fokale Adhdsionen vor
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allem durch die gesamte ventrale Membran aus. Im Gegensatz dazu besitzen auf Vitronektin
adherierende Zellen Fokaladhasionen vorwiegend in der peripheren Zone!',

In dieser Arbeit wurden integrinselektive Mimetika zur Untersuchung des Zellspreitens und der
Fokaladhéasionsbildung den beiden EZM-Proteinen Fibronektin und Vitronektin vorgezogen,
da die Mimetika spezifisch nur die Integrine asp1und ovfs rekrutieren.

Zusétzlich wurden jedoch Zellexperimente auf Fibronektin und Vitronektin zur Uberpriifung
der Zelladhasion und des Zellspreitens durchgefiihrt. Nach einer 4 stiindigen Adhé&sionszeit der
Zellen auf den Substraten, wurden sie fixiert. Anschlieend wurde eine immunozytochemische
Féarbung des as- und des ovPs-Integrins durchgefihrt. Auf Fibronektin weisen die Zellen neben
vereinzelten oyps-Integrinclustern verstirkt as-Integrin tber die ganze ventrale Zellmembran
verteilt auf. Auf Vitronektin treten dagegen ovps-Cluster in der Peripherie auf, wihrend das os-

Integrin nur einzelne sehr schwache Fokalkomplexe ausbildet.

ab avp3 Uberlagerung

Fibronektin

Vitronektin

Abbildung 48: as- und avBs-Integrine auf homogen beschichteten Substraten mit Fibronektin und
Vitronektin.

5.3.3 ospi- und avPs-Integrinmuster auf Goldnanopartikeln funktionalisiert mit

selektiven Mimetika

73



Ergebnisse und Diskussion

Um die durch beide Mimetika rekrutierten Integrine zu detektieren, wurde die as-Untereinheit
indirekt markiert. Zur Untersuchung des ay-Integrins wurde das Fusionsprotein oy-mApple
durch transiente Transfektion in den Zellen exprimiert. VVor der Integrindetektion wurden die
Zellen auf goldnanostrukturierte Oberflachen, funktionalisiert mit selektiven Mimetika,
ausgesat und nach 4 h fixiert. Hierfur wurden 30 nm Abstande und 60 nm Abstande verwendet.
Der 90 nm Nanopartikelabstand wurde nicht verwendet, denn dieser bietet wie von Arnold et
al. gezeigt eine zu geringe Ligandendichte die das Integrinclustern nicht erlaubt. Auf solchen
grolRen Abstanden sind die Zellen weder im Stande groRe Fokaladhdsionen auszubilden noch
sich vollstandig auszubreiten. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine Verringerung der
Zellflache und der Clusterflaiche der Adhé&sionsproteine (Kapitel 5.1, 5.2.1 und 5.2.2)
beobachet.

Auf allen Substratoberflichen wurden oy-Integrincluster gefunden, jedoch ist die ClustergroRe
auf 30 nm Partikelabstdnden erhoht im Vergleich zu 60 nm. Auf 60 nm Abstidnden sind av-
Integrincluster fir das avB3-Mimetikum ebenfalls gréRer, verglichen mit dem osp1 -Mimetikum.
Zellen welche auf dem asP1 -Mimetikum ausgesédt wurden, wiesen zusétzlich as-Cluster auf,
welche mit den ay-Clustern kolokalisieren, wobei die ay-Cluster nicht so dominant waren wie
auf den avfB3-Substraten. Dagegen zeigten Zellen auf dem ovPB3-Mimetikum reine oy-Cluster die
sich in der Peripherie der Zelle befanden. Weiterhin wurden fiir den 30 nm Abstand und das
asB1 -Mimetikum deutlichere as-Cluster beobachtet, wéhrend auf dem 60 nm Abstand fur das
gleiche Mimetikum eher ,,dunnere* Cluster, die eine fibrillare Struktur aufweisen, beobachtet
wurden (Abb. 49).

Somit fiihrt die Rekrutierung des asf1 -Integrins zu einer Aktivierung des avBsz-Integrins. Das
avBs-Integrin ist nach den Ergebnissen des Kapitels 5.1 zwar nicht fir das anfangliche Spreiten
der Zellen notwendig, jedoch scheint es fur die Bildung stabiler Fokalkontakte unentbehrlich
zu sein. Dieses Verhalten konnte auch einen ,,Crosstalk zwischen den beiden Integrinen
indizieren, denn Integrine sind befahigt, auch mit anderen Integrinheterodimeren zu
kommunizieren und somit einen Multikomplex auszubilden. Solch ein Multikomplex fihrt
dann weiterhin zur Aktivierung und Mobilisierung anderer Signalmolekiile!®. Es wurden in
der Literatur einige ,,Crosstalks” zwischen Integrinen berichtet. Meistens wurde dabei die
Funktion des Zielintegrins und die gleichzeitige Anbindung des sogenannten
informationsiibertragenden Integrins beschrieben. Es wurden viele Beispiele des
Integrincrosstalks in primdren Zellen aber auch in Makrophagen, T-Zellen, Endothelzellen und
anderen Zelllinien gefunden'?!. Die Wechselwirkung einzelner Integrine untereinander kann

unterschiedliche Funktionen der Zelle wie z.B. Phagozytose!??123, Adhasion!?#12°, Migration
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125126 oder Genexpression*?” beeinflussen. In vielen Féllen wird berichtet, dass das

signaliibermittelnde Integrin zu einem viel geringeren Anteil in betroffenen Zellen exprimiert
wird als das Zielintegrin. Dies soll ein Hinweis dafir sein, dass die beiden beteiligten Integrine
nicht miteinander um die Aktivierung eines Signalmolekils konkurrieren, sondern dass das
signallbermittelnde Integrin eine Signalkaskade auslost, die die Funktion des Zielintegrins
beeinflusst.

1994/95 haben Blystone et al. einen ,,Crosstalk zwischen den Integrinen osP1 und avBs in
Makrophagen nachgewiesen. Dabei wurde gezeigt, dass eine Blockierung des avf3 -Integrins
die asp1 -Integrin vermittelte Phagozytose verhindert!?2123,

Vor kurzem zeigte Guasch et al.'?8, dass bei Verwendung von abwechselnden adhasiven
Bereichen bestehend aus asB1 -Mimetikum und avfB3-Mimetikum aufgereinigte Integrine nur an
das entsprechende Mimetikum binden. Werden auf diese Mikroinselsubstrate U20S-Zellen
ausgesat und anschlielend Integrine immunozychemisch untersucht, so wird das gleiche
Verhalten wie oben beschrieben beobachtet. D. h. es wurden wieder beide Integrine auf dem
asB1-Mimetikum beobachtet. Folglich ist die Kolokalisation des asp1- und des ovfs-Integrins
kein Effekt der in dieser Arbeit verwendeten nanostrukturierten Substrate sondern auf die
Fahigkeit der beiden Integrine miteinander zu kommunizieren zurlckzufihren. Somit wird
hochstwahrscheinlich die hohe Affinitét des asB1 -Liganden durch den Crosstalk ,,lbersehen®.
Auf der molekularen Ebene, kommt es nach der Wechselwirkung der einzelnen Integrintypen
mit der extrazellularen Matrix zur anschliefenden Signalibermittlung. Solch eine
Signalweiterleitung wird teilweise durch die Rho-Familie der GTPasen eingeleitet und fuhrt zu
spezifischen aber zur gleichen Zeit koordinierten Antworten zwischen den Rezeptoren'?®13,
RhoA-GTPasen spielen hauptsachlich eine Rolle bei der Reifung fokaler Komplexe, die durch
Bindung des asp1 -Integrins entstehen. Eine Blockierung der Rho-GTPasen verhindert sogar
die Bildung von Fokaladhasionen®2. asp1-Integrin exprimierende Zellen besitzen eine hohere
RhoA Aktivitat als avfBs-exprimierende Zellen und zusétzlich die Fahigkeit Adhé&sionsstellen
zu stabilisieren und diese mit dem Zytoskelett zu verbinden'®. Dieser Mechanismus ist eng
verbunden mit der Aktivierung des ATP-abh&ngigen Motorproteins Myosin-1l. Die
Hochregulation dieses Effektormolekils, welches fur die Aktin-getriebene Zellmotilitat
verantwortlich ist, erfordert die Anwesenheit des ovps-Integrins im Zusammenspiel mit dem
asB1 -Integrin. Der beschriebene Mechanismus der RhoA-abhéngigen Signaliibertragung von
innen nach aulen (inside-out signalling) konnte auch in vorliegender Arbeit flr die

Anwesenheit des avfBs-Integrins auf dem asp1 -Mimetikum sein.
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Abbildung 49: a5- und av-Integrine auf 30 und 60 nm Goldnanopartikelabstand auf asf1- und avBs-Mimetika. Auf
dem asBi-Mimetikum sind as- und ev-Integrincluster detektiert worden, wéhrend auf dem avfs-Mimetikum

nur av-Integrincluster vorkommen

Aus den aufgenommenen Fluoreszenzbildern wurde die Anzahl der ayp3-Cluster auf dem avf33-
Mimetikum und Anzahl der as-Cluster auf dem asf1-Mimetikum bestimmt (Abb. 50). Demnach
ergab die Analyse eine hohere Anzahl der oyvp3-Cluster auf dem avf3-Mimetikum als a5-Cluster
auf dem osP1-Mimetikum. Somit ist die Zelle im Stande auf dem avfB3-Mimetikum durch
Ausbildung groRer Anzahl an ayvps-Clustern stabil zu adhérieren. Auf dem asf:-Mimetikum
wird eine geringere Anzahl an as-Clustern ausgebildet, dies fuhrt womdglich unter anderem
auch zur zusatzlichen Rekrutierung des avBs-Integrins zur notwendigen Stabilisierung der
fokalen Kontakte.

Allgemein konnen Adhdasionskontakte die von Zellen ausgebildet werden anhand der

molekularen und strukturellen Kriterien in zwei Gruppen unterteilt werden. Fokale Kontakte
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sind hauptséchlich in der Zellperipherie auffindbar und enthalten hohe Konzentrationen an
Vinculin und Paxillin, Proteine die einen phosphorylierten Tyrosinrest sowie oyvfs-Integrin
besitzen. Im Gegensatz dazu bilden fibrillare Adhésionen gestreckte oder perlenschnurartige
Strukturen die im Zellzentrum lokalisiert sind und einen hohen Anteil an Tensin und osP1-
Integrin besitzen. 1341% Diese zwei unterschiedlichen Adhasionstypen unterscheiden sich nicht
nur in ihrer Form und der molekularen Zusammensetzung, sondern scheinen auch
unterschiedliche Aufgaben zu besitzen. %% Klassische Fokalkontakte befinden sich
ublicherweise in einer Entfernung von 10 - 20 nm vom Substrat. Fibrillare Adhdsionen liegen

dagegen 100 nm vom Substrat entfernt und bieten der Zelle keine starke Haftung.!3*

[ ] avp3 Cluster auf avp3 Mimetikum
50 [ ]a5pI Cluster auf a5B1 Mimetikum

40 -

30

Anzahl der Cluster

20

10 -
avp3 aspl

Abbildung 50: Mittlere Anzahl der a.fs-Cluster auf dem avfs-Mimetikum und der as-Cluster auf dem asf1-
Mimetikum. Die Anzahl der avfs-Cluster auf dem a.ps-Mimetikum ist héher als die Anzahl der as-Cluster
auf dem asfi-Mimetikum. Die Werte des Boxplots liegen zwischen 25 % und 75 %. Die Whisker liegen

zwischen 10 % und 90 %. Die waagerechte Linie stellt den Median dar.

5.3.4 Blockierungsexperimente

Um herauszufinden, welchen Einfluss die Integrine im Einzelnen auf das Zellverhalten
austben, wurden in vorliegender Arbeit Blockierungsexperimente der beiden Integrine
durchgefuhrt. Die Inhibierung der einzelnen Integrine wurde mittels thiolfreier Mimetika
vollbracht. AnschlieBend wurden die Zellen auf ihr Adhé&sionsverhalten auf den

funktionalisierten Substraten getestet. Dabei wurde entweder das asP1-Integrin oder das owfs-
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Integrin inhibiert und anschlieBend die Zellen auf beiden Substratsorten ausgesetzt (Abb. 51).
Bei Inhibierung des asB1-Integrins und anschlieBendem Aussahen auf dem asB1-Substrat wurde
die Adhésion der Zellen unterbunden. Wurden aber Zellen mit dem blockierten avp3-Integrin
auf gleiche Substrate ausgesetzt, so wiesen diese eine ungehinderte Adhé&sion auf.
Dementsprechend findet man keine Adhasion auf dem avf3--Substrat wenn das avps-Integrin
inhibiert ist. Wird dagegen das asBi-Integrin blockiert und Zellen auf demselben Substrat
ausgesat, so findet Adhé&sion statt. Dieses Resultat belegt nun, dass die Mimetika eine

integrinselektive Adhasion entweder Uber das asf1- oder das ovfs-Integrin auslosen.

avp3 Integrin blockiert

Kontrolle a5f1 Integrin blqckiert

a5p1 Mimetikum

£
=
=
®
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s
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>
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Abbildung 51: Blockierung der Integrine asp: und avfs zeigte wie selektiv beide Mimetika sind. Wird das

eine Integrin blockiert, so findet Adhéasion ausschlief3lich auf dem anderen Mimetikum statt.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Blockierung des avBs-Integrins einen
groleren Einfluss auf das Zellverhalten austibt, als die Blockierung des asBi-Integrins. Die
Analyse der Zellzahl nach dem Inhibieren des jeweiligen Integrins ergab, dass weniger Zellen
sich auf dem Substrat befinden, wenn das ovps-Integrin blockiert wird (Abb. 52). Aus der
Gesamtanzahl der adhérierenden Zellen auf dem osPB1-Mimetikum bleiben bei Inhibierung des
avBs-Integrins 60% rundlich klein und sind sogar nach 4 h Adhé&sionszeit nicht im Stande auf
dem Substrat zu spreiten. Wird das asp1-Integrin blockiert, so ist die Gesamtanzahl der Zellen
auf dem avfB3-Substrat um 54 % hoher als bei Blockierung des avB3-Integrins. Auch die Anzahl
der nicht vollstdndig gespreiteten Zellen ist mit 52 % etwas niedriger.

Die Blockierungsexperimente an beiden Integrinen zeigen zwar eine deutlich selektive

Eigenschaft der Mimetika auf, jedoch wirkt sich die Inhibierung des avps-Integrins
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dramatischer auf die Zelladhdsion aus und weist wiederum auf die notwendige Anwesenheit

des avPBs-Integrins wie schon bei der immunozytochemischen Anfarbung gesehen wurde, hin.

EZZy o5p1 Substrat: avp3-Integrin blockiert
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Abbildung 52: Anzahl der Gesamtzellen, der runden und der gespreiteten Zellen auf beiden Mimetika nach

Blockierung entweder des asPi-Integrins oder des ovBs-Integrins.

Zusétzlich wurde nach der Blockierung der einzelnen Integrine eine immunuzytochemische
Féarbung des osBi- und des ovPs-Integrins durchgefiihrt. Nach der Blockierung des avp3-
Integrins findet man auf dem asBi-Mimetikum keine ovp3-Cluster mehr und das
Adhésionsmuster der a5-Untereinheit nimmt eine mehr fibrilldre Gestalt an. Auf dem avf3-
Mimetikum werden nach der Inhibierung des asB1-Integrins, weiterhin av3-Cluster beobachtet
(Abb. 53).

Somit bewirkt eine Blockierung des avBs-Integrins eine teilweise Funktionsstorung des ospi-
Integrins, es bleibt zwar eine Anheftung und Spreiten an das Substrat moglich, jedoch scheint

es dass keine stabilen Fokalkontakte geformt werden kdnnen.
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Abbildung 53: Anfirbung der Integrine as und ovfs nach dem Blockieren auf Substraten funktionalisiert

avfi3 Mimetikum

mit den selektiven Mimetika.

5.3.5 aspi- und avBs-Mimetikum immobilisiert auf einem Substrat

Bisher wurden in dieser Arbeit Zelladhdsionsexperimente jeweils auf den einzelnen Mimetika
beschrieben. Zur Untersuchung des Zellverhaltens bei Angebot beider Mimetika wurde das owps-
Mimetikum und das aspi-Mimetikum im Verhdltnis 1:1 gemischt und auf Goldnanopartikeln
immobilisiert. Wie auf Abbildung 54 zu sehen ist, verhalten sich Zellen auf doppelt
funktionalisierten Substraten sehr dahnlich zu den Zellen auf dem osP1-funktionalisiertem Substrat.
Nach einer 4 stiindigen Adhé&sionszeit sind U20S-Zellen auf dem asf1-Substrat und auf dem doppelt
funktionalisierten Substrat um ca. 30 % ausgebreitet im Vergleich zum oyf3-Substrat. Hier weisen
die Zellen eine kleinere projizierte Flache auf, zusétzlich befinden sich viele runde ungespreitete
Zellen auf der Oberflache, die sogar nach dem Waschen mit PBS nicht abgeldst werden kdnnen.

a5B1-Mimetikum avfi3-Mimetikum avp3- und a5p1-Mimetikum

Abbildung 54: Links: Zelladhision auf dem aspi-Mimetikum Mitte: Adhésion auf dem ovfBs-Mimetikum
Rechts: Adhésion auf beiden Mimetika
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Interessanterweise wurde bei der Anfarbung der beiden Integrine hauptséchlich das as-Integrin
auf den doppelt funktionalisierten Substraten detektiert. Dieses befand sich vorwiegend in der
Zellperipherie und bildete im Gegensatz zum asp:-Mimetikum keine fibrillaren Strukturen
sondern Cluster aus (Abb. 55).

oS avp3 Uberlagerung

a5p1- und avp3- Mimetikum

Abbildung 55: Integrinfarbung auf einem doppelt-funktionalisierten Substrat mit osfi- und ovfs-

Mimetikum. espi-Integrincluster befinden sich in der Zellperipherie.

Welcher Mechanismus sich hinter solch einer Integrinrekrutierung verbirgt ist unklar.
Womadglich wird bei Anwesenheit beider Mimetika als erstes das aspi-Integrin und erst spater
das avPs-Integrin rekrutiert. Es wurden hier nur Substrate mit 60 nm Goldnanopartikelabstand
doppelt funktionalisiert, da zuvor dieser Abstand von Cavalcanti-Adam et al.>! als optimal fiir
das Zellspreiten und Ausbildung der fokalen Adhé&sionen von Fibroblasten berichtet wurde. Es
besteht die Wahrscheinlichkeit, dass bei einem groReren oder kleineren Abstand wieder ein
anderes Adhéasionsmuster entsteht, da dadurch wiederum eine andere Ligandendichte den
Zellen angeboten wird. Es sollte aber auch die projizierte Zellflache sowie das Spreitverhalten
auf Oberflachen funktionalisiert mit beiden Mimetika untersucht werden.

Die prézise Funktion der Integrine asp1 und ovf3wéhrend des Zellspreitens und der Ausbildung
fokaler Kontakte ist bisher ungekléart und bleibt von groRer Bedeutung fiir das Verstandnis
dieser Prozesse. Es wurde von unterschiedlichen Forschungsgruppen nachgewiesen, dass das
avBs-Integrin sich in den friihen Fokalkomplexen befindet. Eine Reifung dieser Fokalkomplexe
fuhrt zur Rekrutierung unterschiedlicher Fokaladhésionsproteine und des asBi-Integrins,
welches mit dem ayBs-Integrin kolokalisiert, 84134138

Unter Verwendung von asPi1-und avBs-integrinselektiven Mimetika wurden in Rahmen dieser
Arbeit Substrate hergestellt, die in U20S-Zellen jeweils nur das eine Integrin rekrutieren.

Mithilfe dieser Substrate konnte unterschiedliches VVerhalten der Zellen beobachtet werden. Der
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Spreitvorgang war beschleunigt fir Zellen auf dem asPi-Substrat im Vergleich zum owfs-
Substrat. Die maximale Zellflache nach Beendigung des Spreitvorgangs lag fiir Zellen die Uber
das Integrin asP1 mit der Oberflache wechselwirken um 30 % hoéher. Somit ist das asPB1-Integrin
mehr in den Spreitprozess der Zellen involviert als das avB3-Integrin. Allerdings zeigte die
Untersuchung der Vinculinclusterflache einen hoheren Wert bei Zellen die tber das avfs-
Integrin mit der Oberflache wechselwirken, und damit einen stérkeren Kontakt zu ihr aufbauen.
Da der Kontakt der Zellen auf dem avp3-Mimetikum zu dem Substrat groRer ist, fallt es ihnen
schwerer sich Uber dieses zu bewegen. Die geringere Zellmotilitat auf dem ovf3-Mimetikum
im Vergleich zum oasBi-Mimetikum machte sich zusétzlich in der Ausbildung von

Lamellopodien bemerkbar.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Vorherige Studien zeigen, dass die Integrine asP1 und ovf3 an vielen biologischen Prozessen
wie Migration, Proliferation oder Apoptose beteiligt sind. Sie werden sogar mit mehreren
pathologischen Vorgangen wie der Angioneogenese, der Arteriogenese'® oder der
Thrombose'*° in engen Zusammenhang gebracht. Aufgrund der fehlenden effektiven Methoden
konnten bislang jedoch nur unprazise die genauen Funktionen der einzelnen Integrine bestimmt
werden.

Gegenstand dieser Arbeit war ein System, welches die Funktionsaufklarung der Integrine osp1
und ovP3 bei der Ausbildung der Adhé&sionskontakte und dem Zellspreiten ermoglichte. Dazu
wurden hochselektive und aktive Liganden®®'4%14 fijr die genannten Integrine auf
Goldnanopartikeln immobilisiert und als biomimetische Substrate fiir Zellexperimente
verwendet. Dieses Vorgehen erlaubte erstmalig eine Untersuchung unterschiedlicher
Zelleigenschaften die durch die einzelnen Integrine asB1 und owfBs dirigiert werden. Zusatzlich
bietet der vorgestellte Substrataufbau die Moglichkeit zur Regulierung der Ligandendichte auf
der Substratoberflache, was zur Untersuchung des Zellverhalten ausgenutzt wurde.
Anfangliche Kinetikuntersuchungen der U20S Zellen auf selektiven Mimetika zeigten ein
unterschiedliches Verhalten je nachdem welches Mimetikum zur Funktionalisierung des
Substrates verwendet wurde (Abb. 37, 38). Das immobilisierte asBi-Mimetikum fuhrte zu
einem schnelleren und aktiveren Zellspreiten, wahrend das avf3-Mimetikum ein langsames und
zdgerndes Spreiten herbeifiihrte. Nach gleicher Beobachtungszeit erreichten Zellen auf dem
asP1-Substrat eine groRere projizierte Zellflache als auf dem ovfz-Substrat (Abb. 37, 40). Das
asP1-Integrin ist zufolge dieser Ergebnisse groRten Teils flr das Spreiten und womaoglich auch
fur die Motilitat zustandig, denn es wurde auf dem aspB1-funktionalisierten Substrat eine gréiere
Beweglichkeit der Zellen beobachtet (Abb. 42). Bei Verwendung unterschiedlicher
Goldnanopartikelabstdnde auf den Substraten und damit verbundener unterschiedlicher
Ligandendichte konnte die Geschwindigkeit des Zellspreitens fur beide Mimetika beschleunigt
oder verzogert werden (Abb. 39). Eine Verringerung des Nanopartikelabstands z. B. von 60 nm
auf 30 nm fuhrt zu einer Beschleunigung des Zellspreitens fir beide Liganden, jedoch war
dieser Effekt starker auf dem oasP:i-Mimetikum. Bei VergroBerung des Abstandes nahm der
Unterschied in der Zellspreitgeschwindigkeit zwischen den beiden Mimetika ab. Bei einem

Abstand von 90 nm verschwand er fast vollstandig und es lag nur ein geringftigiger Unterschied
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fur beide Mimetika vor. Die erh6hte maximale Zellflaiche bleibt bei Verringerung des
Goldnanopartikelabstandes bestehen, jedoch verringert sich dieser Unterschied je groler der
Abstand zwischen den Goldnanopartikeln wird.

Eine Integrin-vermittelte Adhésion fuhrt zum Agglomerieren von Integrinen und anschlie3end
zur Rekrutierung intrazellularer Proteine. In vorliegender Arbeit wurde der Einfluss der beiden
Integrine auf die ClustergroBe des Adhdasionsproteins Vinculin untersucht. Dazu wurden
Substrate mit unterschiedlichen Goldnanopartikelabstdnden hergestellt. Eine Analyse der
Clusterfliche ergab erhohte Werte auf dem avf3-Mimetikum fur alle Abstdnde (Abb. 43).
Jedoch war der Unterschied fiir den grofiten Goldnanopartikelabstand von 90 nm nicht mehr
signifikant. D.h. auch im Falle der Fokaladhasionsausbildung spielt die Ligandendichte eine
entscheidende Rolle und bt Einfluss auf die Zelladhasion aus.

Auch das Adhésionsprotein Phosphopaxillin wurde hier zur Analyse herangezogen, um
festzustellen welchen Einfluss die Integrine asB1 und avps auf dieses ausiiben. Ebenfalls wurden
hier drei unterschiedliche Goldnanopartikelabstande von 30, 60 und 90 nm fiir die Experimente
und Analyse der Phosphopaxillin-Cluster eingesetzt. Es wurde beobachtet, dass sich beim
Ubergang von 30 auf 90 nm und beim Ubergang von 60 auf 90 nm die Clusterflache des
Phosphopaxillins auf dem asBi-Mimetikum signifikant verringert. Auch fiir das owf3s-
Mimetikum verringert sich die Flache der Cluster beim Ubergang von 30 auf 60 nm und von
30 auf 90 nm signifikant. Es wurde zusatzlich die Clustergrof3e fur jeden einzelnen Abstand fur
beide Mimetika verglichen. Auf 30 nm wurden erhéhte Werte fiir das owpz-Mimetikum und fur
das asPBi-Mimetikum auf den Abstdnden 60 und 90 nm beobachtet (Abb. 45). Es waren zwar
beschriebene Differenzen aus dem Boxplot-Diagramm auszulesen, jedoch wurde durch
Anwenden eines Mann-Whitney-Testes keine Signifikanz festgestellt. Somit wird die
Ausbildung des Phosphopaxillins nicht besonders stark von jedem Integrin im Einzelnen
beeinflusst. Dagegen spielt die Ligandendichte auf dem Substrat eine grélRere Rolle flr das
Formen grol3er und damit stabiler Phosphopaxillin-Cluster.

Des Weiteren zeigte das Aktinnetzwerk eine unterschiedliche Struktur fir beide Substrate. Fiir
das aspi-Substrat bildeten Zellen ein dichtes radiales Netzwerk bestehend aus diinnen Fasern.
Im Gegensatz dazu wurde auf dem avf3-Mimetikum ein weniger dichtes Netzwerk mit dickeren
Aktinfasern ausgebildet. Das Fokaladhdsionsprotein Zyxin, welches eng mit Aktin verbunden
ist, wurde verstarkt in Zellen festgestellt die auf dem ospB:1-Mimetikum ausgesetzt wurden (Abb.
46).

Adhasionskontrollexperimente auf Fibronektin und Vitronektin mit anschlieBendem

immunozytochemischen Anférben der beiden Integrine bewiesen, dass U20S-Zellen im Stande
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sind diese zu exprimieren. Die Zellen bildeten dabei unterschiedliche Adhdsionsmuster fir die
beiden EZM-Proteine aus. Auf Fibronektin fand man eine gro3e Anzahl an as-Clustern verteilt
uber die ganze Zelle und nur ein Paar avBs-Cluster. Auf Vitronektin dagegen wurden grolie
avBs-Cluster in der Peripherie der Zelle ausgebildet und nur wenige schwache as-Cluster im
Zellzentrum (Abb. 48). Zelladhasion auf Fibronektin wird gréRtenteils tber das asfB1- und auf
Vitronektin Gber das avPs-Integrin vermittelt. Die gefundenen Adhasionsmuster auf diesen
beiden EZM-Proteinen zeigten eine gewisse Ahnlichkeit zu den Adhasionsmustern auf den
selektiven Mimetika. So sind fibrillare a.5-Adhésionsstrukturen auf dem aspi1-Substrat ebenfalls
zum Zellzentrum hin verschoben und owps-Cluster auf dem ovf3-Substrat in der Zellperipherie
aufzufinden.

Die Untersuchung der Integrine mittels Immunofluoreszenz auf selektiv funktionalisierten
Substraten zeigte, dass das avpz-Integrin auf dem oyvpz-Mimetikum und beide Integrine auf dem
asP1-Mimetikum vorkommen. Dieses Ergebnis galt fiir Goldnanopartikelabstdnde von 30 und
60 nm. Die Oberflachen mit 90 nm Abstand wurde fir die Untersuchung der Integrine nicht
mehr eingesetzt, da vorige Ergebnisse zur Fokaladhadsionsproteinen und Zellspreitexperimenten
bewiesen, dass bei diesem Abstand kaum noch ein Unterschied zwischen den beiden Mimetika
besteht. ayvBs-Integrincluster waren dominanter auf dem avf3-Mimetikum. Das avf3-Integrin
auf dem osP1-Mimetikum wird hoéchstwahrscheinlich durch das osBi-Integrin innerhalb der
Signaltransduktion von innen nach auBen rekrutiert (inside-out-signaling) (Abb. 49).

Eine Blockierung des aspi-Integrins fihrte ndmlich im Falle des Aussetzens der Zellen auf das
asP1-Mimetikum zu einer kompletten Verhinderung der Adhasion. Wurden dagegen Zellen mit
dem blockierten asfi-Integrin auf das owps-Mimetikum ausgesetzt, so hat dies keine
Auswirkung auf die Zelladhasion gezeigt. Umgekehrt bei Inhibierung des avpz-Integrins kam
es zu einer Adhéasion auf dem asp1-Mimetikum wahrend sie auf dem avf33-Mimetikum ausblieb.
Immunozytochemisches Farben der Integrine wahrend der Blockierung gewahrte einen Blick
auf das Muster der Integrincluster auf dem jeweiligen Substrat. Auf dem avf3-Substrat wurden
bei Blockierung des asf1-Integrins nur avBs-Cluster entdeckt. Dagegen zeigten Zellen auf dem
asP1-Substrat bei Blockierung des avfs-Integrins lediglich das osBi-Integrin in fibrill&rer
Struktur (Abb. 53).

Bei der Immobilisierung beider Mimetika im Verhéltnis 1:1 auf einem Substrat zeigten die
Zellen in den Adhésionsassays ein ahnliches Verhalten wie auf dem ospi-Substrat. Und zwar
befindet sich hier, ahnlich zum aspB1-Substrat, eine groRere Anzahl an vollstandig gespreiteten

Zellen mit einer deutlich Kkleineren Zellanzahl im Anfangsstadium des Spreitprozesses.
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Interessanterweise wurde bei doppelter Funktionalisierung des Substrates hauptsichlich das os-

Integrin beim Anfarben detektiert (Abb. 54).

Die Forschung auf dem Gebiet der Integrine und fokaler Adhdsionen schreitet mit einem hohen
Tempo voran und bietet standig neue Mdoglichkeiten zur Aufklarung ihrer Struktur und
Funktion. Hier konnten die unterschiedlichen Aufgaben der Integrine asp1 und avfps mittels der
BCMN und selektiver Mimetika aufgezeigt werden.

Da durch integrinvermittelte Adhésion die Struktur und GréRe vieler Adhésionsproteincluster
beeintrachtigt wird, wurden in vorligender Arbeit die Adhdsionsproteine Vinculin und
Phosphopaxillin untersucht. Es existiert jedoch eine Reihe weiterer Adhasionsproteine die
hochstwahrscheinlich auch vom asfi- und ovBs-Integrin beeinflusst werden. Z.B. kénnte eine
Analyse des Adhasionsproteins Talin, Kindlin oder Tensin durchgefiihrt werden. Talin wird
mit der Aktivierung des integrinvermittelten Signaltransfer von innen nach auflen in
Zusammenhang gebracht 142, In letzter Zeit wurde eine groBe Anzahl an Arbeiten publiziert die
belegen, dass Kindlin eine wichtige Rolle fir die Funktion der Integrine spielt. 14314 Die
Anwesenheit des Proteins Tensin in fokalen Kontakten ist ein Anzeichen fur fibrillare
Adhasion, die durch das aspi-Integrin vermittelt wird.

134,146

Ebenfalls ware eine Grél3en- und Formanalyse der Adhé&sionsplaques nach der Blockierung der
jeweiligen Integrine sinnvoll. Denn es hat sich in vorliegender Arbeit herausgestellt, dass die
Blockierung eines Integrins die Adhdsion auf dem entsprechenden Mimetikum verhindert, auf
dem anderen Mimetikum kann die Adhéasion allerdings ungehindert ablaufen. Im Falle der ovfs-
Blockierung fand zwar die Adhasion auf dem aspi-Substrat statt, jedoch wurde eine richtige
Ausbildung der as-Cluster verhindert. Vermutlich wird durch Blockierung des avf3-Integrins
auch die Bildung fokaler Kontakte beeinflusst.

Die Rekrutierung der Integrine auf doppelt funktionalisierten Substraten (Abb. 55) zeigte ein
anderes Muster als auf den einfach funktionalisierten Substraten. Um dieses Verhalten der
Zellen zu verstehen, waren Kinetikuntersuchungen und zusétzliche Analysen der projizierten
Zellflache notwendig. Auch Adhdsionsassays mit anschlieenden immunozytochemischen
Integrinféarbungen nach der Blockierung der einzelnen Integrine konnten hier Kenntnis Gber die
Rekrutierung der Integrine bei Angebot beider Liganden bieten. Zur doppelten
Funktionalisierung der Substrate wére ein alternierendes System bestehend aus zwei

unterschiedlichen  Nanopartikelarten sowie die beiden Mimetika verknlpft mit
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unterschiedlichen funktionellen Gruppen zur Anbindung an das jeweilige Nanopartikel des
Substrates hilfreich.

Des Weiteren kann das hier vorgestellte System zur Untersuchung des asfB1- und ovps-Integrin
abhangigen Migrationsverhaltens dienen. In der Literatur wurde bereits von einem
unterschiedlichen Migrationsstil berichtet, je nachdem welches Integrin involviert ist. Jedoch
fehlten bisher hochselektive Reagenzien die individuelle Rezeptoren ansprechen konnen 47
Danen et al'*®, beschreibt z. B., dass ein und dieselben Zellen bei Beteiligung des P1-Integrins

eine chaotische und bei Beteiligung des Ps-Integrins eine persistente Migration aufweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass das Agglomerierverhalten der Integrine
asP1 und avBs die Zelladh&sion, das Zellspreiten und die Ausbildung fokaler Adh&sionen
reguliert. Als Werkzeug dazu diente ein nanostrukturiertes Substrat, welches es erlaubte das
Agglomerieren der beiden Integrine durch unterschiedliche Goldnanopartikelabstande zu
kotrollieren. Méglicherweise kann in Zukunft diese Methode, kombiniert mit hochaufldsenden
mikroskopischen Verfahren, die Dynamik der Integrine asp:1 und a3 in den

Fokaladhasionsstrukturen aufklaren.
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