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Abstract

Biofunctionalized microstructures were introduced as an idealized platform system for
culturing permanent, as well as primary cell-culture-systems and for analyzing so
called tunneling nanotubes (TNTS) representing a recently discovered intercellular
way of cell-to-cell communication. To guarantee an optimized separation of cells on
the platforms, different cell-types were immobilized separately distributed on the gold-
dots, to which suitable ligands were covalently bound. This separation of cells is a
crucial requirement for the detection of TNTs in the course of investigations. The
optimized platforms, which were produced by means of photolithographie, were
utilized to analyse chemical, as well as mechanical influences on the formation and
stability of TNTs. Furthermore, the structures were characterized in detail due to their
structural properties by applying forcespectroscopic measurements. In this context, it
was possible for the first time to determine the force which is necessary to disrupt a
TNT.

Biofunktionalisierte ~ mikrostrukturierte  Oberflachen  wurden als ideales
Plattformsystem zur Kultivierung permanenter, sowie primérer Zellkultursysteme und
zur Analyse der zwischen ihnen ausgebildeten Tunneling Nanotubes (TNTS)
etabliert, die eine neuartige Form interzellularer Kommunikation darstellen. Um eine
optimale Zellvereinzelung auf den Plattformen zu gewahrleisten wurden
unterschiedliche Zelltypen durch geeignete, kovalent an die Goldpunkte
angebundene Liganden vereinzelt auf den Goldpunkten der mikrostrukturierten
Oberflachen immobilisiert. Diese Vereinzelung stellt eine entscheidende
Voraussetzung fur die Detektion der TNTs dar. Die optimierten, mittels
photolithographischer Verfahren hergestellten Plattformen wurden im Zuge der Arbeit
zur prazisen Analyse einer sowohl chemischen, als auch mechanischen
Beeinflussung der Bildung, bzw. Stabilitdt von TNTs herangezogen. Zudem wurden
die  Strukturen hinsichtlich ihrer  strukturellen Eigenschaften  durch
kraftspektroskopische Messungen im Detail charakterisiert, wobei unter anderem
erstmals die Kraft ermittelt werden konnte, die nétig ist, ein TNT zum Reil3en zu

bringen.
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2. Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden biofunktionalisierte mikrostrukturierte
Oberflachen als ideales Plattformsystem zur Kultivierung unterschiedlicher
Zellkultursysteme etabliert und zur Analyse komplexer biologischer Fragestellungen
herangezogen. Dabei wurden sowohl Zellen der neuroendokrinen Zelllinie PC12-251,
als auch hippokampale Primarkulturen auf die Existenz und die Eigenschaften von
TNTs hin untersucht. Die Detektion von sogenannten Tunneling Nanotubes (TNTs),
die eine neuartige interzellulare Kommunikationsart darstellen, wurde bisher durch
grof¥flachigen Membrankontakt der Zellen in den Kulturen erschwert. Auf die durch
photolitographische Verfahren hergestellten Goldpunkte der mikrostrukturierten
Oberflachen wurden fur die Immobilisierung der unterschiedlichen Zelltypen
spezifische Liganden ermittelt und kovalent angebunden, sodass die Zellen
ausschlieRich auf den Goldpunkten immobilisiert werden. Dies ermdglichte eine
kontrollierte Separierung der Zellen und ist somit von grof3em Vorteil fur die Detektion

von zwischen den Zellen aufgespannten TNTSs.

Die optimierten Plattformen wurden des Weiteren zur Analyse einer
chemischen Beeinflussung der TNT-Bildung verwendet. Hierzu wurden die auf den
biofunktionalisierten Oberflachen kultivierten Zellen mit Fentons Reagenz und
Methyl-B-Cyclodextrin behandelt, welche die Zusammensetzung der
Plasmamembran verandern. Dabei zeigte sich, dass es bei PC12-251 Zellen in
beiden Fallen zu einem Ruckgang der TNT-Bildung kam. Bei den primaren Zellen
wurde nach Zugabe des Fentons Reagenz dagegen ein Anstieg der TNT-Bildung
beobachtet. Dies kdénnte bedeuten, dass die Membranzusammensetzung der
unterschiedlichen Zelltypen pinzipiell sehr verschieden ist. Unter Verwendung der
mikrostrukturierten  Oberflachen wurde auch eine modgliche mechanische
EinfluBnahme auf die sehr sensitiven TNT-Strukturen untersucht. Dazu wurden
PC12-251 Zellen einem definierten Mediumfluss in einer eigens entwickelten
Flusszelle ausgesetzt. Hierbei konnte bestatigt werden, dass TNTs extrem

mechanosensitive Strukturen sind. Allerdings konnte gleichzeitig gezeigt werden,
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dass einzelne TNTs stabiler waren als andere. Dieses Ergebnis lasst darauf
schlie3en, dass verschiedene Arten von TNTs mit unterschiedlichen Eigenschaften
existieren. Um die TNTs von PC12-251 Zellen hinsichtlich ihrer strukturellen
Eigenschaften naher zu charakterisieren wurden daher kraftspektroskopische
Messungen angewendet, wobei zum ersten Mal die Kraft ermittelt werden konnte, die
notig ist, ein TNT zum Reissen zu bringen. Ferner konnte im Rahmen dieser Studien
die Existenz von Membranreservoirs gezeigt werden, die es TNTs ermdglichen,

Membranspannungen zu einem gewissen Grad auszugleichen.
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3.1 Mikrotechnologie zur Oberflachenstrukturierung

3.1.1 Alilgemeines zur Mikrotechnologie

Die Mikrotechnologie beschaftigt sich mit der Forschung und Entwicklung
kleiner Strukturen und ist ein Oberbegriff fur die unterschiedlichen Analysearten und
Bearbeitungsmethoden von Materialien, denen ihre GroRendimension von ein bis
einhundert Mikrometer gemeinsam ist. Sie umfasst dabei verschiedene
Forschungsgebiete aus der belebten und unbelebten Natur, der Chemie, Physik,
Biologie sowie den Ingenieurswissenschaften, die interdisziplinar eng
zusammenarbeiten [1]. Mittlerweile ermoglichen zahlreiche Verfahren zur
Mirkostrukturierung, wie beispielsweise die Photolithographie, die Herstellung von
Strukturen im mikro-Mal3stab [2]. So finden inzwischen beispielsweise Micro-Contac-
Printing [3,4], Micropillars [5,6] sowie Micro-Arrays [7] bei der Bearbeitung

unterschiedlichster biologischer Fragestellungen ihre Anwendung.

3.1.2 Photolithographie

Die Photolithographie ist ein lithographisches Reproduktionsverfahren
(Lithographie vom altgriechischen lithos -der Stein und graphein -schreiben), bei dem
mittels Belichtung, das heil3t der Projektion der von Objekten reflektierten
Lichtstrahlen mit Hilfe optischer Linsensysteme auf eine lichtempfindliche Schicht,
Strukturen auf Materialien aufgebracht werden kénnen. Neben Elektronen- bzw.
lonenlitographie und Rontgenlithographie findet vor allem die optische Lithographie
Anwendung. Im Folgenden wird die Prozessfuhrung der optischen Photolithographie

beschrieben.
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3.1.3 Prozessfiihrung der optischen Photolithographie

In der optischen Photolithographie werden die spateren Strukturen Uber
Masken definiert, welche meist aus Quarzglas und Chrom bestehen. Die Struktur der
Arbeitsmaske wird dann auf eine Schicht organischen Photolacks (Photoresist)
Ubertragen [8]. Die Auflosung wird dabei im Wesentlichen von der verwendeten

Lichtwellenlange bestimmt.

A\ Cberfischenreinigung DS 5. %ﬁl’_"ml“ einer

Goldschicht

MR . #ufringen des V- - - - - i

Photaresists
oy
3. Bestrahlen des A55555 7. Mikrostrukaurierte
& Photoresists mit Oberflache
L UV-Licht
ARV 1. erivickein des
Photoresists

Abbildung 1: Schema der Prozessfiihrung in der optischen Photolithographie.

Zunachst wird das zu verwendende Substrat gereinigt (Abbildung 1, Schritt 1)
[9]. Der Resist (Photolack) ist eine meist organische, lackartige Flussigkeit, welche
nun Uber eine Lackschleuder (spincoater) auf das zuvor gereinigte Substrat
aufgebracht wird (Abbildung 1, Schritt 2). Man unterscheidet zwischen Negativ- und
Positivlack. Beim Negativlack bleiben die belichteten Stellen beim Entwickeln
erhalten, wahrend beim Positivlack, der ausschlieRlich in dieser Arbeit verwendet
wird, die belichteten Stellen durch den Entwickler herausgelést werden [9].
Eventuelle topographische Stufen auf einem nicht ebenen Substrat werden durch
den Photolack aufgrund seiner Oberflachenspannung planiert, was eine
unterschiedliche Lackdicke an Stufen zur Folge hat [10]. Je nach Aufgabe und damit
verbundener Beanspruchung des Lacks betragt die Schichtdicke 0.5 -8 pm. Eine
Mindestschichtdicke von 0.5 ym sollte nicht unterschritten werden, da dinne
Lackschichten zur Lochbildung neigen, auch wenn dadurch eine hohere

Strukturauflosung erreicht werden kann. Beim sogenannten prebake verdunstet das
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Lésemittel, wodurch der Lack ausgehartet wird [8]. Die Lackschicht nimmt infolge
einer Kontaktbelichtung (Abbildung 1, Schritt 3) die von der Arbeitsmaske
vorgegebene Struktur an, indem sich die belichteten Gebiete photochemisch
verandern. Nach dem Entwickeln und dem daraus resultierenden Herauslésen der
belichteten Strukturen, verbleibt der nicht-belichteten Teil (Abbildung 1, Schritt 4)
des Photoresists auf dem Substrat. Mittels der Sputter-Technik werden homogene
Metallschichten (Titan- und Goldschichten) auf das Substrat und den verbliebenen
Photoresist aufgebracht (Abbildung 1, Schritt 5) [9,10]. Der sich anschlief3ende lift-off
dient zum Abtragen bzw. Ablésen des Uberschissigen, zuvor aufgesputterten Metalls
(Abbildung 1, Schritt 6). Nach diesem Prozess verbleibt nur die gewunschte
gesputterte Struktur auf dem Substrat zurtick (Abbildung 1, Schritt 7) [9]. Die so
hergestellten mikrostrukturierten Substrate kdnnen nun durch eine so genannte
Biofunktionalisierung der  Goldstrukturen flur unterschiedliche biologische
Fragestellungen und daraus resultierenden Anforderungen, wie beispielsweise die
bessere Vereinzelung und Separierung von eukaryotischen Zellen, herangezogen

werden.

3.2 Funktionalisierung von Oberflachen

Ein wichtiger Zweig der Oberflachenwissenschaft ist die Erforschung von
organischen Adsorbatsystemen, die unter anderem in der Biologie Anwendung
finden. Hierbei sind selbstorganisierende organische Monolagen (SAMs, self
assembling monolayers) von besonderem Interesse [11]. Dabei handelt es sich um
geordnete Monolagen organischer Molektle auf Oberflachen, die sich spontan durch
das Eintauchen eines Substratmaterials in eine Ldsung des Molekils bilden
(Abbildung 2).
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4 - e ———
Substrat

Petrischale mit Thiolldsung

Substrat in Thiollésung ——
SAM

Abbildung 2: Generierung von self assembling monolayers (SAMs) auf Substraten.

Insbesondere Alkyl-, Arylthiole, Trichlorsilane aber auch Fettsauren und
Alkylamine bilden auf Metallen wie Gold, Silber, Kupfer, Quecksilber und Platin,
sowie Halbleitern wie Silizium, Galliumarsenid und Indiumphosphid meistens
kovalente Bindungen, die dem Adsorbat eine hohe Stabilitédt verleihen [11,12,13].
Zusatzlich fuhren van-der-Waals-Krafte zwischen langeren Alkylketten (ab einer
Methylenkettenlange von zehn C-Atomen) zu einer hohen inneren Ordnung und
daruber hinaus zu einer weiteren Stabilisierung der Monoschichten. Durch die Wahl
der jeweiligen Alkyl- bzw. Arylkettenlange und die Verwendung weiterer funktioneller
Endgruppen lassen sich modifizierte Monolagen mit malgeschneiderten

Eigenschaften herstellen [14].

Die verwendeten Moleklle miUssen dazu mehrere Eigenschaften besitzen. Die
zur Ausbildung von SAMs verwendeten Moleklle kann man in drei Molekulleinheiten
unterteilen: die Kopf- bzw. Ankergruppe, den Spacer und die Endgruppe
(Abbildung 3).

Endgruppe

(-

Spacer

; Kopfgruppe
[ e Substrat

Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines zur SAM-Bildung befahigten Molekiils.
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Die Kopf- bzw. Ankergruppe (Thiol-Gruppe) bindet das Molekll auf der
Oberflache (Gold), wahrend der Spacer durch van-der-Waals-Wechselwirkungen die
Monolage stabilisiert. Die Endgruppe ist maldgeblich flur die chemischen und
physikalischen Eigenschaften der neu gebildeten Oberflache wie beispielsweise ihre
Hydrophobie, Hydrophilie oder ihre Reaktivitat verantwortlich. Ebenso konnen
verschiedene Substrate durch die Anbindung von Peptiden und Proteinen, die eine
zur kovalente Anbindung befahigte Ankergruppe (Thiol-Gruppe) besitzen,
biofunktionalisiert und auf diese Weise fur biologische Anwendungen herangezogen
werden. Diese so funktionalisierten Substrate haben gegenlber konventionell mit
Proteinen beschichteten Oberflachen den Vorteil, dass die Proteine oder Peptide

durch die kovalente Anbindung definiert und strukturiert auf der Oberflache vorliegen.

3.2.1 Monolagen von Thiolen auf Gold

Im Hinblick auf funktionalisierte Oberflachen sind die am haufigsten
untersuchten Monolagen die auf Goldoberflachen, da sich Gold leicht auf
Tragermaterialien aufsputtern lasst und zudem an der Luft keine Oxidschicht bildet.
Durch die hohe Affinitat von Schwefelverbindungen zu Gold ist es aufl’erdem
moglich, selbstorganisierende Monolagen (SAMs) auf Goldoberflachen herzustellen
[11], in dem man organische Thiolldsungen mit der Goldoberflache in Kontakt bringt.
Auch Disulfide (RS-SR) und Xanthate (ROC(S)-S) bilden auf Gold SAMs aus [13].
Eine kovalente Bindung zwischen weichen Nukelophilen, wie beispielsweise Thiolen
(-SH) oder Isonitrilen (-NC), bei der die Bindungsenergie der Gold-Schwefel-Bindung
zwischen 120 und 180 kd/mol liegt, ermdglicht eine Funktionalisierung der
Goldoberflache durch Chemisorption [13]. Der Mechanismus der Adsorption eines
Thiols auf einer Goldoberflache kann als oxidative Addition der S-H-Bindung an Gold
unter Bildung des Au(l)-Thiolats beschrieben werden. Im Anschluss erfolgt eine
reduktive Eliminierung von Wasserstoff. Dieser Reaktionsablauf konnte jedoch bis

jetzt noch nicht nachgewiesen werden [13].

10
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R-S-H + Au,’ — R-S" Au* - Au, + % Ho

Die Ausbildung der Thiolmonolagen findet in zwei Schritten statt. Der erste
Schritt, der nur wenige Minuten dauert, ist eine schnelle Adsorption, der einen
Bedeckungsgrad der Oberflache von 80 bis 90 % des Maximalwertes liefert. Die
Kinetik der Adsorption ist abhangig von der Konzentration der Thiollosung und kann
beispielsweise mit Hilfe von XPS (X-ray photoelectron spectroscopy) und
Kontaktwinkelmessung genauer untersucht werden. Die Alkylkettenlange hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Anbindung von Alkanthiolen, da mit wachsender
Alkylkettenlange die Geschwindigkeit des ersten, schnellen Adsorptionsschrittes
abnimmt. Im Gegensatz dazu findet mit langkettigen Thiolen eine schnellere,
vollstdndige Bedeckung der Oberflache als mit kurzkettigen statt [15]. Im zweiten
Schritt, der bis zu mehreren Stunden dauern kann, wird der Maximalwert der
Oberflachenbedeckung erreicht [13]. Die Alkylketten gehen in einen geordneten
Zustand Uber, der durch van-der-Waals-Krafte vermittelt wird [13]. Auch
elektrostatische Krafte und Wasserstoffbricken zwischen funktionellen Gruppen (z.B.
—OH, -COOH) der Alkylketten haben einen Einfluss auf die Ordnung der sich
bildenden SAMs. Die Alkylketten sind gegeniber der Oberflachennormale um etwa
30 ° Grad verkippt [16]. Diese Orientierung ist energetisch gunstig, da diese zum
einen die sp-Hybridisierung der Schwefelatome erméglicht, zum anderen bestehen
zwischen den Alkylketten die bereits erwahnten van-der-Waals-Wechselwirkungen
[16]. Diese Thiol-Monolagen und sich ausbildenden SAMs kdénnen zur Analyse von
Zell-Substrat-Interaktionen  unter exakt definierten und reproduzierbaren

Bedingungen herangezogen werden.

3.3 Formen zellularer Interaktionen

Mit steigender Komplexitat des Umfeldes einer eukaryotischen Zelle, bzw.
durch die Interaktion mit anderen Zellen, entstand die Notwendigkeit komplexe

interzellulare Kommunikationssysteme zu entwickeln. Dies bedeutet, dass

11
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spatestens mit dem Schritt zur Vielzelligkeit solche Kommunikationssysteme bei der
Entwicklung, Funktion und Aufrechterhaltung eines Organismus von essentieller
Bedeutung sind [17]. Die interzellulare Kommunikation stellt daher einen essentiellen
Schritt bei der Entstehung multizellularer Organismen dar [18]. Die Mechanismen, die
der interzellularen Kommunikation zugrunde liegen, sind extrem vielfaltig und
gehoren zu den meistuntersuchten Prozessen Uberhaupt. Die dabei verwendeten
Kommunikationssysteme dienen der funktionellen Kontrolle und Koordination

verschiedenster, teilweise weit voneinander entfernter Zellsysteme.

Eine der verbreitetsten Form interzellularer Kommunikation besteht im
Austausch spezieller Signalmolekile, die zu einer Reihe verschiedenster
Stoffklassen zahlt, wie beispielsweise Proteine, Peptide, Aminosauren, Nukleotide,
Steroide, Retinoide, Fettsaurederivate und l6sliche Gase wie zum Beispiel NO und
CO [19]. Die meisten dieser Signalmolekule verlassen die Zelle Uber Exozytose
spezieller Transportvesikel oder durch Diffusion Uber die Plasmamembran. Andere
verbleiben an der Zelloberflache und werden erst durch eine Interaktion mit einem
Rezeptor wirksam [19,20]. Bei der sogenannten parakrinen Signallibertragung
werden Signalmolekile aus einer Zelle sezerniert, die dann direkt auf die
benachbarten Zellen wirken [19,20]. Im Gegensatz dazu werden bei der endokrinen
SignalUbertragung Signalmolekule ins Blut sezerniert. Durch den Blutkreislauf
werden diese schliesslich im gesamten Organismus verteilt. Neben den bereits
beschriebenen Formen der Signalweiterleitung kdnnen Signale auch Uber Cytoneme
[21] oder extrazellulare Membranvesikel, genannt Exosome/Argosome, Ubertragen
werden [22]. Die Signale koénnen hierbei auch Uber groRere Entfernungen
weitergeleitet werden. Eine der bestcharakterisiertesten und gleichzeitig
komplexesten Form der interzellularen Kommunikation ist die Kommunikation im

Nervensystem, die im Folgenden naher dargestellt wird.
Das menschliche Gehirn besteht aus ca. 100 Milliarden Nervenzellen, wobei

jede Nervenzelle ca. 10.000 Synapsen mit anderen Nervenzellen ausbildet.

Synapsen sind spezialisierte Kontaktzonen, an denen Nervensignale weitergeleitet

12
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werden; sie bilden daher strukturelle Grundlagen von Lernprozessen, sowie
Kommunikation und Bewegung [20]. An chemischen Synapsen (Abbildung 4) besteht
kein direkter Kontakt der Membranen von sendender und empfangender Zelle, sie
sind durch den synaptischen Spalt (Breite 20 nm) voneinander getrennt [19]. Ein an
der prasynaptischen Membran ankommendes Aktionspotential verursacht dort eine
Potentialanderung, welche zu einer Konformationsanderung der sich dort
befindenden Kalzium-Kanale fuhrt [23]. Es erfolgt nun durch diese Kanale ein
Kalzium-lonen Einstrom, der die Fusion von synaptischen Vesikeln mit der
prasynaptischen Membran steuert [24]. Die Vesikel sezernieren nun die sich in ihnen
befindenden Neurotransmitter in den synaptischen Spalt. Diese Neurotransmitter
diffundieren an die postsynaptische Membran, wo sie, nach Bindung an die dort
lokalisierten Liganden-gesteuerten lonenkanéle, eine Offnung des lonenkanals und
einen daraus resultierenden Einstrom von lonen bewirken (Abbildung 4). An einer
Synapse kann eine Erregung also nur unidirektional weitergeleitet werden. Die
Neurotransmitter werden im Anschluss entweder enzymatisch abgebaut, oder in die

umgebenden Nervenendigungen oder Gliazellen aufgenommen.

Gliazelle

Synapse mit
Neurotransmitter
Zellkdrper Zielzelle

Abbildung 4: Signalweiterleitung zwischen Neuronen an einer chemischen Synapse.
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Gliazellen wurden lange Zeit als passive Elemente des Nervensystems
angesehen, da sie, anders als Neurone, nicht elektrisch erregbar sind [25]. Sie sind
jedoch bei vielen neuronalen Mechanismen von grof3er Wichtigkeit. Die Astrozyten,
eine von drei Gliazelltypen, sind der haufigste Zelltyp (80 %) im menschlichen
Gehirn. Sie sind eng mit synaptischen Strukturen und Blutgefallen assoziiert,
weshalb sie als Nahr- und Stutzzellen bezeichnet werden [25]. So findet die
Versorgung der Neuronen mit z.B. Cholesterol Uber Astrozyten statt [26]. Astrozyten
sorgen ebenso fur die Wiederaufnahme von Neurotransmittern aus dem
synaptischen Spalt. Aufgrund ihrer Expression funktionaler Rezeptoren fur
Neurotransmitter werden sie vermutlich in die neuronale Kommunikation integriert
[27]. Neben der beschriebenen Kommunikation zwischen Neuronen, sowie zwischen
Neuronen und Gliazellen, findet auch eine Kommunikation zwischen Astrozyten statt.
Sie verarbeiten Signale in Form von intrazellularen Erhdéhungen der

Kalziumkonzentration [27,28].

Neben diesen SignalUbertragungswegen existiert allerdings auch die
Madglichkeit eines direkten Austauschs von Signalmolekilen zwischen Zellen [20].
Der Austausch kann entweder durch zytoplasmatische Kontinuitat erfolgen, wie zum
Beispiel Uber Gap Junctions, oder aber Uber Membrankanale, wie zum Beispiel bei
Pflanzenzellen Uber Plasmodesmata [29,30,31]. Neben diesen sehr gut
charakterisierten Kommunikationssystemen wurden gerade in den letzten Jahren
Mechanismen gefunden, die neben direktem Austausch von Signalmolekilen sogar
den interzellularen Transfer von ganzen Zellorganellen ermoglichen [32,33]. Diese
vollig neuartige Form der interzellularen Kommunikation wurde 2004 von Rustom et
al. erstmalig beschrieben [32]. Hierbei handelt es sich um die so genannten tunneling
nanotubes (TNTs) [32].
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3.4 Interzellulare Kommunikation tber Tunneling Nanotubes (TNTs)

Im Jahr 2004 wurde erstmalig eine neue, direkte interzellulare Verbindung
zwischen phaochromozytomen Rattenzellen (PC12-251) beschrieben [32]. Die
neuartigen, interzelluldaren Verbindungen wurden aufgrund ihrer Struktur tunneling
nanotubes (TNTs) benannt (Abbildung 5) [32]. Die sogenannten TNT-Verbindungen
bestehen aus dunnen Membrankanalen und kénnen sich de novo zwischen raumlich
getrennten Zellen ausbilden [34,35]. Ebenso wurde die Bildung von komplexen
zellularen Netzwerken beobachtet [36]. Nach und nach konnten TNT-ahnlichen
Strukturen auch bei Kulturen anderer Zelllinien und sogar in primaren Zellkulturen
nachgewiesen werden, darunter bei humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293),
Nierenzellen der Ratte (NRK), sowie Primarkulturen von Rattenastrozyten [37].
Interessanterweise wurden TNT-ahnliche Strukturen auch zwischen Immunzellen,
zum Beispiel zwischen dendritischen Zellen, gefunden [34,35,36]. Dort sind sie
moglicherweise an der Entstehung und Funktion der sogenannten Immunsynapsen
beteiligt. Ob diese Strukturen auch in Geweben, zum Beispiel zwischen Gliazellen
und Neuronen, existieren, ist bislang allerdings noch immer eine offene Frage. TNTs
Uberwinden beim Verbinden von Zellen grol’e Distanzen, die bis zu mehreren
Zelldurchmessern lang sind [32]. Der Durchmesser dieser Strukturen liegt zwischen
50 und 200 nm [32]. Erstaunlicherweise sind TNTs in der Regel nicht mit dem

Substrat der Zellen assoziiert, sie schweben vielmehr frei im Zellkulturmedium [36].
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Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zweier PC12-Zellen, die uUber ein TNT miteinander
verbunden sind (aus Rustom et al. 2004 [32]). Der Pfeil kennzeichnet das TNT, die Boxen 1-3 sind in den rechten
Bildern (1-3) vergrofRert dargestellt. Man beachte, dass das TNT zwischen zwei Zellen aufgespannt ist und keinen
Kontakt zum Substrat hat. Die TNT-Membran geht scheinbar Ubergangslos in die Plasmamembranen der

verbundenen Zellen tber (1, 3).

Eine sehr prominente strukturelle Eigenschaft von TNTs st das
Vorhandensein eines F-Aktin-Bundels, welches das gesamte TNT durchzieht. Die
Polymerisation von F-Aktin scheint zudem die treibende Kraft fur die Bildung dieser
Strukturen zu sein [32,36,38,39,40,41]. Die Geschwindigkeit des TNT-Wachstums
liegt bei Immunzellen zum Beispiel bei 0.2 um/s. Seit kurzem sind allerdings auch
TNTs bekannt, die Mikrotubuli anstelle von F-Aktin aufweisen [38]. Eine weitere, sehr
prominente Eigenschaft von TNTs ist ihre Sensitivitat. TNTs reagieren sensibel auf
mechanischen Stress, ebenso auf chemische Fixierung und dem Aussetzen von UV-
Licht [32].

Aufgrund der Tatsache, dass TNTs Membrankontinuitdt zwischen den
verbundenen Zellen vermitteln (Abbildung 5), sind sie am interzellularen Transfer von
Organellen, Bestandteilen von Membranen und zytoplasmatischen Molekulen
beteiligt [32,33,42]. Watkins et al. konnten sogar zeigen, dass Kalziumsignale

innerhalb von Sekunden von einer zur anderen Zelle tiber Distanzen von mehreren
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hundert Mikrometern durch TNTs verbreitet werden [36]. TNTs zeigen damit in ihrer
Funktion Parallelen zu den Gap Junctions, den am haufigsten vorkommenden
Zellverbindungen zwischen tierischen Zellen [29]. Im Gegensatz zu den chemischen
Synapsen bei Nervenzellen bilden Gap Junctions eine zytoplasmatische Kontinuitat
zwischen zwei benachbarten Zellen aus [29]. Gap Junctions ermoglichen den
Austausch von anorganischen lonen, Nukleotiden, Zuckern, Aminosauren und
Vitaminen [29]. Molekule mit einem Molekulargewicht Gber 1 kDa kénnen nach
gangigen Modellen nicht mehr ausgetauscht werden [29]. Durch die TNT-ahnlichen
Strukturen, die zwischen Immunzellen ausgebildet werden, konnte ein interzellularer
Transfer von GPIl (Glykosyl-Phospatidyl-Inositol) verankertem GFP beobachtet
werden [36]. Bei diesen Immunzellen entstehen diese Strukturen jedoch nicht de
novo, vielmehr sekundar an jenen Stellen, an denen sich Immunsynapsen befanden
[36]. Zwischen Myozytenvorlauferzellen werden durch TNTs vermutlich sogar

Mitochondrien interzellular transportiert [43].

Interessanterweise finden sich im Pflanzenreich ebenfalls Strukturen, die
auffallende Parallelen zu den TNTs aufweisen, die so genannten Plasmodesmata
[31]. Um zwischen Pflanzenzellen eine zytoplasmatische Kontinuitat zu vermitteln,
verbinden sogenannte Plasmodesmen als feine Membrankanale nahezu alle
lebenden Zellen einer Pflanze miteinander [31]. Plasmodesmata sind zylindrische
Plasmastrange mit einem Durchmesser von ca. 40 nm, die von einer Zisterne des
endoplasmatischen Reticulums (ER), dem so genannten Desmotubulus, durchzogen
sind [31]. Das Plasmodesmata wird zudem, wie viele TNTs, vom dynamischen Aktin-
Zytoskelett der Zelle durchzogen. Plasmodesmata werden priméar bei der Zellteilung
angelegt, kdnnen jedoch auch de novo zwischen Zellen gebildet werden (sekundare
Plasmodesmata). Die Funktion von Plasmodesmen liegt im interzellularen Transfer
von anorganischen lonen und Nahrstoffen. Der Transport erfolgt entweder
ungerichtet oder passiv, solange das zu transportierende Molekul unterhalb der
Ausschlussgrofe von 1 kDa liegt, oder aber selektiv und reguliert, wenn das Molekdl
ein spezifisches Transportsignal besitzt. Die Regulation des Transports uUber
Plasmodesmen ist abhangig vom Aktin/Myosin System der Zelle [31], was erneut die
Ahnlichkeit zu TNTs verdeutlicht.
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Die Tatsache, dass TNTs eine vollkommen neuartige Art interzellularer
Zellverbindung mit aulergewohnlichen Eigenschaften darstellen und diese
Strukturen auffallende Parallelen zu bereits gut charakterisierten interzellularen
Verbindungen sowohl im Tier-, als auch im Pflanzenreich aufzeigen, macht sie als
Ziel fur ndhere Untersuchungen, wie zum Beispiel zum Bildungsmechanismus von

TNTs, mittels mikrotechnologischer Techniken extrem interessant.

3.5 Ziele der Arbeit

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse von TNTs und TNT-
basierten Netzwerken zwischen Zellen mit Hilfe von mikrostrukturierten
biofunktionalisierten Oberflachen. Zu diesem Zweck sollen sowohl die permanente
Zelllinie PC12-251, als auch primare embryonale Kulturen von Astrozyten und
Neuronen, in vereinzelter Form auf speziell entwickelten, durch Photolithographie
hergestellten, mikrostrukturierten Oberflachen kultiviert werden. Da eine optimale
Zellvereinzelung essentiell fur den Nachweis der TNT-Strukturen ist, mussen die
Goldflachen dieser Oberflachen mit den, fur den jeweiligen Zelltyp optimalen
Liganden biofunktionalisiert werden. Die TNTs, die zwischen den Zellen der
unterschiedlichen Zelltypen auf den mikrostrukturierten Oberflachen ausgebildet
werden, sollen in der Folge hinsichtlich ihrer charakteristischen Eigenschaften
untersucht werden. Hierzu werden sowohl phasenkontrast-, fluoreszenz-, als auch
rasterelektronenmikroskopische Techniken verwendet. Anhand der optimierten
Zellsysteme soll im Weiteren untersucht werden, ob und in welcher Weise, die
Bildung, bzw. die Stabilitdt, von TNTs durch chemische Einflisse, zum Beispiel durch
Zugabe von ausgewahlten Reagenzien, die die Eigenschaften der Plasmamembran
verandern, beeinflusst werden kann. Von groflem Interesse sind ferner die
Auswirkungen von mechanischen Einflissen auf die hoch sensitiven TNTs. Aus
diesem Grund ist ein weiteres Ziel der Arbeit, Zellen in einer Flow Cell einem
definierten Mediumfluss auszusetzen, um die Auswirkungen auf die TNT-Neubildung,
sowie bereits bestehende TNTs zu untersuchen. Diese Methode soll zudem erste

Hinweise daruber geben, welche Mechanismen bei der TNT-Bildung zwischen Zellen
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beteiligt sind, und auf welche Weise diese beeinflusst werden kdnnen. In diesem
Zusammenhang sollen die generellen Eigenschaften von TNTs, vor allem ihre
Stabilitat, praziser charakterisiert werden. Aus diesem Grund sollen
Rasterkraftmikroskopie-Messungen herangezogen werden, um die Kraft, die

aufgebracht werden muss, ein TNT zum Reil3en zu bringen, zu messen.
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4. Material

4.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien stammen, wenn nicht anders gekennzeichnet,

von den Firmen Acros, Allresist, Clariant, Gibco, Merck, Roche Diagnostics und

Sigma-Aldrich und haben p.a. Qualitat. Medien und Medienzusatze stammen von

den Firmen Invitrogen und Sigma-Aldrich.

Aceton p.a.

10-Aminodecan-1-thiol

AR 300-35

AR-P 5350

AZ 1505

AZ 351 B

Cytochrome C

Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

di-Natriumhydrogenphosphat

Eisen(ll)sulfat

Etch 18

Ethanol 99 %ig
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Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

UIf Fritz (AK Grunze),
Universitat Heidelberg
Allresist GmbH, Strausberg
Allresist GmbH, Strausberg
Clariant GmbH, Frankfurt
Clariant GmbH, Frankfurt
Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

SHIPLEY Europe Limited,
Coventry (UK)
Chemikalienlager des
Theoretikums der Universitat

Heidelberg
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Ethanol p.a.
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Extran MA 01 alkalisch
1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan
Kaliumchlorid

Glutaraldehyd 2.5 %

L-Glutamin

IKVAV-Peptid
Methyl-B-cyclodextrin (MBCD)
11-Mercaptoundecansaure 95 %
0.1 M Natrium Cacodylat
Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydrogenphosphat
Phosphate Buffered Saline (PBS)

Poly-L-Lysin (PLL) 100 pg/mi

Trypsin

Twinsil® (Zweikomponentenkleber)

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 3 %
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Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Gibco-BRL, Gaithersburg
(USA)

Bachem Distribution Services
GmbH, Weil am Rhein
Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Acros Organics, Schwerte
J.T.Baker

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Merck KGaA, Darmstadt
Gibco-BRL, Gaithersburg
(USA)

Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Roche Diagnostics Mannheim
picodent® Dental-Produktions-
und Vertriebs-GmbH,
Wipperfurth
Sigma-Aldrich GmbH,

Taufkirchen
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o Wasserstoffperoxid (30 %ig) Sigma-Aldrich GmbH,

Taufkirchen

4.2 Puffer, Medien und Stammlésungen

e 10x PBS 37 mM NaCl
2.7 mM KClI
1.4 mM NaH2PO4
4.3 mM NayHPO,

pH 7.4
o PB-Puffer 5 mM Naz;HPO4
5mM NaH2P04
ad 100 ml H,O
e Fentons Reagenz 1.2 pl einer 1 M Eisen(ll)sulfat-Losung

werden mit 26.4 ul aqua dest. versetzt. 3 pl
einer 30 %igen Wasserstoffperoxid- Losung
werden mit 129 pl aqua dest. versetzt. Beide
Losungen werden auf Eis in einem 1:1
Verhaltnis gemischt. Die daraus
resultierende Endkonzentration des Fentons

Reagenz betragt 200 mM.

e PC12-Zellkulturmedium DMEM (Invitrogen)
10 % Pferdeserum HS (Invitrogen)
5 % fotales Kalberserum FCS (Invitrogen)
4 mM L-Glutamin

e PC12-Einfriermedium 90 % fotales Kalberserum FCS (Invitrogen)
10 % DMSO
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¢ Neuronenmedium NMEM-B27 1 mM Natrium-Pyruvat
2 mM L-Glutamin
0.22 % (w/v) NaHCO3 (5.5 %)
33 mM D(+)-Glucose
2 % (v/v) B27-Zusatzmedium
MEM-E

e Trypsin/EDTA (0.125 %) Gibco-BRL, Gaithersburg (USA)

e TFB 1 100 mM RbCl
30 mM KOAc
50 mM MgCl;
10 mM CaCl,
15 % (v/v) Glyzerin
pH 5.8

e TFB2 10 mM RbCI
75 mM CaCl,
10 mM MOPS
15 % (v/v) Glyzerin
pH 7.0

e LB-Medium 10 g NaCl
10 g Bacto-Trypton (Difco)
5 g Bacto-Hefeextrakt (Difco)

ad 11 H,O

pH 7.5
e LB-Platten LB-Medium mit 15 g/l Bacto-Agar
e Ampizillin 50 mg/ml Stocklésung in ddH,O

1:1000 verdunnt in LB oder LB-Agar
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e Kanamyzin 10 mg/ml Stocklésung in ddH,0
1:500 verdunnt in LB oder LB-Agar

4.3 In vivo Farbstoffe

Alle verwendeten in vivo Farbstoffe wurden von Molecular Probes Inc.,USA bzw.

von Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen bezogen.

 Dil, DO, DiD Vybrand™ Multicolor Cell-Labeling Kit (Molecular Probes Inc.,
USA)

e Celltracker™ Blue CMAC, Stocklésung 10 mM in DMSO (Molecular Probes
Inc., USA)

e Weizenkeim Agglutinin (Wheat Germ Agglutinin) WGA® Alexa Flour 488 und
WGA® Alexa Flour 565, Stockldsung 1 mg/ml in PBS (Molecular Probes Inc.,
USA)

e Tetramethylrhodaminisothiocyanat-Dextran (TRITC-Dextran), Stocklésung:
5 mg/ml (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

4.4 Plasmide (Expressionsvektoren)

e pEGFP-F Clontech Laboratories (USA)
e VSV-G-ECFP freundlicherweise bereitgestellt von
(entspricht VSV-G im Text) P. Keller (siehe Rustom et al. [44])
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4.5 Eukaryotische Zelllinien und Priméarkulturen

PC12-Zellen

Neuroendokrine Zellen, die einem Phaochromozytoma-Tumor
(Nebennierentumor) der Ratte entstammen [45]. Der im Labor verwendete
Klon Nummer 251 stammt urspringlich von Herrn Dr. H. Thoenen aus
Martinsried [46].

Neuronen-Primarkulturen aus E18-Embryonen von Wistar-Ratten

Die Neuronen stammen aus der Hippokampusregion von E18-Embryonen
(Wistar-Ratten) und wurden nach Standardmethoden prapariert (siehe
Methoden 5.3.1) [47].

Astrozyten-Primarkulturen aus E18-Embryonen von Wistar-Ratten

Die Astrozyten wurden nach Standardmethoden prapariert und kultiviert (siehe
Methoden 5.3.1) [48].

4.6 Bakterienstamm

DH5a [49]
Genotyp: supE44, AlacU169 (®80 lacZ AM15), hsdR17, recA1, endAf,
gyrA96, thi-1, relA1
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4.7 Gerate

Zusatzlich zu den hier aufgefuhrten Geraten wurden die ublichen Laborgerate

benutzt.

Flow Cell

Gene-Pulser® Electroporation System

Harvard Spritzenpumpe 11 (RS-232)

Inkubatoren Hera Cell

Kritisch-Punkt-Trockner CPD030
Lackschleuder BLE Delta10

Maskaligner MJB3

Mikromanipulation FemtoJet®

Photomaskendirektschreiber DWL6G6

Plasmaatzer 100-E
Schiuttelwasserbader GFL 1083

Sputter-Coater MEDO020

Sterilbanke Hera Safe

Ultraschallbad SONOREX SUPER 10P
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Eigenkonstruktion von
M. Abel (siehe Methoden
5.6.1)

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Mldnchen
Harvard Apparatus,
Massachusetts (USA)
Thermo Scientific,
Langenselbold

Bal-Tec GmbH, Witten
SUSS MicroTec GmbH,
Garching/Minchen

Karl Suss GmbH,
Garching/Minchen
Eppendorf AG,

Hamburg

Heidelberger
Druckmaschinen

TePla AG, Asslar

GFL- GmbH;

Burgwedel

Bal-Tec GmbH, Witten
Thermo Scientific,
Langenselbold
BANDELIN GmbH & Co,
Berlin
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e Q-Sense E4 (QCM) Q-Sense AB, Schweden
e Zentrifuge Centrifuge 5702 R Eppendorf AG,
Hamburg
Mikroskope:

ZEISS LEO 1530 (Rasterelektronenmikroskop) Carl Zeiss NTS GmbH,
Oberkochen

ZEISS Ultra 55 (Rasterelektronenmikroskop) Carl Zeiss NTS GmbH,
Oberkochen

Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope = AFM)-System:

Nanowizard |, JPK-Instruments (Berlin); Piezo ranges; x, y: 100 ym, z: 15 um;
CellHesion, JPK-Instruments (Berlin); inverses Fluoreszenzmikroskop:
Axiovert 200, Carl Zeiss Mircolmaging GmbH (Gottingen),
Olimmersionsobjektiv (63 x EC Plan-NEOFLUAR 63 x/1.25 Qil Ph3; Carl Zeiss
Mircolmaging GmbH, Géttingen) und verschiedene Filtersets (CFP-YFP, GFP-
MRFP oder CFP-mRFP, Carl Zeiss Mircolmaging GmbH, Goéttingen).

Aufrecht Mikroskop:
Axioplan 2 Imaging von Carl Zeiss Mircolmaging GmbH (Goéttingen) mit
monochromer  AxioCam MRm Digitalkamera (6.45 ym x 6.45 uym

Auflésungsvermoégen) von Zeiss (Carl Zeiss Mircolmaging GmbH, Géttingen).

Konventioneles, inverses Fluoreszenzmikroskop:

Olympus IX70 (Olympus Optical. Co.Europa GmbH, Hamburg) ausgestattet
mit einem T.l.L.L. Photonics System (T.l.L.L. Photonics GmbH, Martinsried),
verschiedenen Olimmersionsobjektiven (100 x PlanApo 100 x/1.40 NA und
40 x PlanApo 40 x/0.95 NA; Olympus Optical Co. Europe GmbH, Hamburg)
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und zwei verschiedene Filtersets (ein ,Tripleband“-Filterset DAPI/FITC/TRIC
F61-020 sowie ein ,Dualband“-Filterset ECFP/EYFP F51-017; AHF-
Analysetechnik AG, Tubingen). Das Mikroskop war zudem mit einer 37°C
Warmekammer und einer CO»-Begasungsanlage ausgertstet (Live Imaging
Services). Das Anregungslicht stammt von einem Monochromator
(PolychromelV) mit einer 100°W Xenon Lampe. Die Bilder wurden am
Seitenport des Mikroskops mit einer Digitalkamera (IMAGO-QE, T.I.L.L.
Photonics GmbH) unter Kontrolle der TILLvisION-Software aufgenommen. Zur
3D-Analyse wurde ein Piezo z-Stepper E-662 (Physik Instrumente GmbH &
Co. KG, Karlsruhe/Palmbach) unter Kontrolle des TILLviSION-Systems

verwendet.

Nikon TE2000-E  (Nikon Imaging Center, Bioquant Heidelberg):
Konventionelles, inverses Fluoreszenzmikroskop (Nikon GmbH, Dusseldorf)
ausgestattet mit einer Perkin Elmer spinning disc confocal ERS-FRET Einheit
[Laser Linien: 405, 440, 488, 514, 568, 640 nm] (Perkin Elmer Inc.,
Massachusetts, USA), Olimmersionsobjektive (100 x Plan Apo VC 100 x/1.40
NA; Nikon GmbH, Dusseldorf) und verschiedene Filtersets (CFP-YFP, GFP-
mRFP oder CFP-mRFP, Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA). Das
Mikroskop war zudem mit einer 37°C Warmekammer, Tokai Hit Microscope
Incubation System for life-cell-imaging, ausgeruUstet (Tokai Hit Co., Ltd.,
Japan). Die Bilder wurden am Seitenport des Mikroskops mit einer
hochsensitiven 30 Hz Digitalkamera [Aufldsungsvermdgen: 1024 x 1024 Pixel]
(EM-CCD HAMAMATSU PHOTONICS DEUTSCHLAND GmbH (Herrsching
am Ammersee) unter Kontrolle der UltraVIEW ERS-Software aufgenommen.
Zur 3D-Analyse wurde ein Piezo z-Stepper (Perkin Elmer Inc., Massachusetts,
USA) unter Kontrolle des UltraVIEW ERS-Systems verwendet.
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4.8 Verbrauchsmaterialien

Reaktionsgefalle wurden von den Firmen Eppendorf und Sarstett bezogen.

Plastikwaren fur die Zellkultur wurden von den Firmen Nunc, Sarstett sowie Greiner

und Soéhne bezogen.

Zellkulturschalen (60 x 15 mm)

Zellkulturschalen (100 x 15 mm)

Zellkulturschalen (150 x 20 mm)

Deckglaser ( 24 x 24 mm)
Deckglaser (rund) @ 50 mm

4.9 Software

TillVisION v4.01

UltraView ERS v3.0

JPK Image Processing v2.1.12
Microsoft Excel 2003

Microsoft Word 2003

Origin v7.0383

Imaged 1.38d

Corel Draw 11.0

Adobe Photoshop CS2

Adobe Acrobat 6.0 Professional
Adobe Acrobat Distiller 6.0
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Wiesbaden

Nunc GmbH & Co.KG,
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JPK Instruments AG, Berlin
Microsoft Inc., USA

Microsoft Inc., USA

Origin Lab Corporation

National Institutes of Health, USA
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5.1 Herstellung mikrostrukturierter Oberflachen

5.1.1 Herstellung der Chrommasken

Reinigen des Quarzglases

Das Quarzglas (70 x 70 mm) wird zunachst in Milli-Q-Wasser 10 min im
Ultraschallbad bei einer Wassertemperatur von 20°C und einer
Ultraschallintensitat von 100 % vorgereinigt, im Anschluss daran in einer
Losung aus Extran/Milli-Q-Wasser (1:10-Volumenteile) weitere 20 min im
Ultraschallbad endgereinigt, zuletzt 10min mit Milli-Q-Wasser im
Ultraschallbad (bei 20 °C und 100 %) gewaschen. Das feuchte Quarzglas wird
im Stickstoffstrom getrocknet und anschlieRend fur 10 min im Ofen bei einer

Temperatur von 100 °C erhitzt.

Besputtern des gereinigten Quarzglases mit Chrom

Das gereinigte Quarzglas wird einseitig bei 120 mA und einem
Argondruck von 1.3 x 10% mbar fiir 320 s mit Chrom besputtert (Sputter-
Coater MEDO020, Bal-Tec GmbH). Die so erreichte Schichtdicke des Chroms
auf dem Quarzglas betragt 150 nm.

Belacken des mit Chrom besputterten Quarzglases

Das mit Chrom besputterte Quarzglas wird im Ofen bei 200 °C 5 min
inkubiert, anschlieRend mit der chrombesputterten Seite nach oben in einen
Exsikkator gelegt, in dem zuvor in eine kleine Petrischale mit 200 pyl des
Haftvermittlers 1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan gegeben wurde. In dem
Exsikkator wird fir 10 min Vakuum gezogen (ca. 102 mbar) und danach
weitere 10 min gehalten. Es wird bellUftet, das besputterte Quarzglas

herausgenommen, in der Lackschleuder zentriert ausgerichtet und mittels
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Vakuum fixiert. 800 pyl des Positiv-Photoresists AZ1505 werden mit einer
Eppendorfpipette zentriert auf das Quarzglas gegeben. Die Lackschleuder
wird in 2 Stufen betrieben, wobei die erste Stufe bei 500 U/min und einem
Beschleunigungsgrad von 6 flr 7 s den Photoresist auf dem Quarzglas
homogen verteilt. In der zweiten Stufe wird bei 3500 U/min und einem
Beschleunigungsgrad von 6 mit einer Zeitdauer von 25 s eine Schichtdicke
des Photoresists von 1pum erzeugt. Das Quarzglas mit dem
aufgeschleuderten Photoresist wird 30 min bei einer Temperatur von 80 °C im
Ofen getrocknet. Danach kann das abgekuhlte Quarzglas mittels des

Photomaskendirektschreibers DWL66 beschrieben werden.

Beschreiben des belackten Quarzglases mit dem DWL66

Das belackte Quarzglas wird mittels des Photomaskendirektschreibers
DWLG66 der Firma Heidelberger Druckmaschinen beschrieben, wobei zuvor mit
der AutoCAD-Software die gewlnschten Strukturinformationen auf den

Laserdirektschreiber Ubertragen wurden.

Entwickeln des beschriebenen Quarzglases

In eine Petrischale (Durchmesser des Petrischalenbodens: 11 cm) wird
eine Losung aus Milli-Q-Wasser/AZ351B-Entwickler (6:1-Volumenanteile)
gegeben und das beschriebene Quarzglas fur 55s auf einer wippenden
Mischapparatur entwickelt. Das entwickelte Quarzglas wird sofort danach in
ein zuvor vorbereitetes, mit Milli-Q-Wasser gefilltes Becherglas gelegt, um
den Entwicklungsprozess zu stoppen. Danach wird das Quarzglas nochmals
grundlich mit Milli-Q-Wasser abgespult und im Stickstoffstrom vollstandig
getrocknet. Im Anschluld erfolgt die Prufung der Strukturibertragung mit Hilfe

eines Lichtmikroskops.
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Atzen des entwickelten Quarzglases

Das entwickelte Quarzglas wird in eine mit Chromatzlosung Etchl8
geflllte Petrischale (Bodendurchmesser: 11 cm) gelegt. Unter standigem
RUhren und Schwenken des Quarzglases fur 55 s in der Chromatzlésung wird
die gewunschte Struktur in die Chromschicht des Quarzglases hineingeatzt.
Die geatzte Maske wird nach Ablauf einer Atzzeit von 55 s aus der Petrischale
genommen und in ein zuvor vorbereitetes, mit Milli-Q-Wasser gefilltes
Becherglas gelegt, um den Atzprozess zu stoppen. AnschlieBend wird die
Chrommaske mit Milli-Q-Wasser abgespult und im Stickstoffstrom getrocknet.

Die Strukturtberprifung der Chrommaske erfolgt unter dem Lichtmikroskop.

Reinigen der geatzten Chrommaske

Um den belichteten und somit nicht entwickelten Teil des Positiv-
Photoresists, der noch auf der Chromschicht vorhanden ist, vollstandig zu
entfernen, wird die geatzte Chrommaske in ein mit DMF gefllltes Becherglas
gelegt und fur 2 min im Ultraschallbad (Temperatur 20 °C, Intensitat 100 %)
gereinigt. AnschlieBend wird die Chrommaske mit DMF abgespult und im

Stickstoffstrom vollstandig getrocknet.

5.1.2 Herstellung strukturierter Deckglaschen

Reinigen der 24 x 24 mm Deckglaschen

Die Deckglaschen werden in ein Teflongestell platziert und dieses in ein
mit Aceton geflilltes Becherglas gelegt. Das Becherglas wird zur Reinigung
der Deckglaschen in ein Ultraschallbad (5 min, 20 °C, 100 % Intensitat)
gestellt. Danach wird jedes Deckglaschen einzeln aus dem Aceton

entnommen und im Stickstoffstrom vollstandig getrocknet.
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Belacken des gereinigten Deckglaschens

Das zuvor mit Aceton gereinigte Deckglaschen wird zentriert auf dem
Tisch in der Lackschleuder ausgerichtet und mittels Vakuum fixiert. 250 pl des
Positiv-Photoresists AR-P5350 werden mit einer 1 ml Einwegspritze zentriert
auf das Deckglaschen gegeben. Die Lackschleuder wird in 2 Stufen betrieben,
wobei die 1.Stufe 500 U/min bei einem Beschleunigungsgrad von 6 fur 7 s den
Photoresist auf dem Deckglaschen homogen verteilt. In der 2. Stufe bei
4000 U/min und einem Beschleunigungsgrad von 6 mit einer Zeitdauer von
40 s wird der Photoresist auf eine Schichtdicke von 850 nm gebracht. Das
Deckglédschen mit dem aufgeschleuderten Photoresist wird bei einer
Temperatur von 80 °C fur 25 min im Ofen getrocknet. Das abgekuhlte,

belackte Deckglaschen kann dann mittels des Maskaligners belichtet werden.

Belichten der belackten Deckglaschen

Die Arbeitsmaske mit den gewlnschten Strukturinformationen wird im
Maskaligner Model MJB3 der Firma Karl Suss mittels Vakuum fixiert und durch
das Direktkontaktverfahren auf die belackten Deckglaschen ubertragen. Die

Belichtungszeit betragt 9 s.

Entwickeln der belichteten Deckglaschen

In einem Becherglas wird eine Losung aus Milli-Q-Wasser/AR300-35-
Entwickler (1:1-Volumenverhaltnis) vorbereitet und die Deckglaschen fir
jeweils 25 s in der Losung entwickelt. Direkt nach Ablauf der Entwicklungszeit
werden die Deckglaschen in ein mit MIlli-Q-Wasser vorbereitetes Becherglas
gegeben, um den Entwicklungsprozess zu stoppen. Danach werden die
Deckglaschen mit Milli-Q-Wasser abgespult und im Stickstoffstrom vollstandig
getrocknet. Zur Strukturkontrolle werden die entwickelten und getrockneten
Deckglaschen unter dem Lichtmikroskop betrachtet, um gegebenenfalls
zeitliche Anderungen bei der Belichtungszeit und/oder Entwicklungszeit
anzupassen, da diese Parameter von der jeweiligen Reinraumtemperatur und

Luftfeuchtigkeit abhangen und minimal differieren konnen.
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Besputtern der entwickelten Deckglaschen

Die entwickelten Deckglaschen werden zuerst bei 120 mA und einem
Argondruck von 1.3x 10?mbar 35s mit Titan (Schichtdicke 5nm) und
anschlieBend bei 60 mA und einem Argondruck von 5.0 x 102 mbar fiir 60 s
mit Gold (Schichtdicke 50 nm) besputtert.

Lift off der besputterten Deckglaschen

Das Deckglaschen wird in ein mit Aceton gefllltes Becherglas gelegt
und fur 1 min bei einer Temperatur von 46 °C und 100 % Intensitat im
Ultraschallbad behandelt. Wahrend dieser Zeit I6sen sich die meisten
unerwinschten Titan- und Goldreste zwischen den Strukturen des
Deckglaschens ab. Zur vollstandigen Reinigung des strukturierten
Deckglaschens wird der Reinigungsprozess im Ultraschallbad ein zweites Mal
mit neuem Aceton fur weitere 20 s bei wiederholt und das Deckglaschen im

Anschluss im Stickstoffstrom vollstandig getrocknet.

5.1.3 Funktionalisierung der strukturierten Deckglaschen

Plasmaatzen der Substrate

Die Deckglaschen werden mit der nichtstrukturierten Oberflache auf
Objekttrager in ein Metallgestell gelegt und fir 5 min bei 150 W und einem
Druck von 0.4 mbar in ein Wasserstoffplasma platziert, um die Oberflache der

Deckglaschen zu reinigen.

Biofunktionalisierung der mikrostrukturierten Deckglaschen

Je nach spaterem Verwendungszweck werden die Deckglaschen in
einer 50 uM 11-Mercaptoundecansaure-Ldsung, einer 50 yM 10-Aminodecan-

1-thiol-Lésung, oder einer 50 uM IKVAV-LAsung, jeweils in PB-Puffer gelost,
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Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die biofunktionalisierten Deckglaschen werden
nach dem Inkubieren mit PB-Puffer mehrmals gewaschen und mit Hilfe eines
2-Komponenten-Klebstoffes in einen Petrischalenboden, in welchem ein Loch

ausgespart ist (Durchmesser: 1.4 cm), geklebt.

5.1.4 Quarzkristall-Mikrowaage (QCM)-Messungen

QCM-Messungen erlauben es, Massenanalysen und viskoelastische Analysen

von adsorbierten Proteinschichten an fest/flissig-Grenzflachen durchzufihren
[50,51,52].

Reinigung der Kristalle (SiO,- und Au-Kristall)

Die SiO2- und Au-Kristalle (QSX 301 - Standard Gold und QSX 303 -
Silicon Dioxide (Q-Sense AB, Schweden)) werden 45 min in einer 3 %igen
SDS-LAsung inkubiert, und anschlieBend mit Milli-Q-Wasser abgespult.
Nachdem sie im Stickstoffstrom getrocknet wurden, werden sie einer 15 min
Sauerstoff-Plasmabehandlung (150 W bei 0.4 mbar) unterzogen. Die
gereinigten Kristalle kdnnen nun in das Gerat platziert werden.

Nachweis der Liganden auf den Kristallen

Zunachst wird die Resonanz-Frequenz bestimmt. Diese dient als
Referenz fur alle weiteren Messungen. Die im Anschluss fur die Messungen
verwendeten Lésungen haben folgende Konzentrationen: 10-Aminodecan-1-
thiol [20 uM], 11-Mercaptoun-decansaure [10 uM], IKVAV [10 uM] in PB-

Puffer. Die Flussraten betragen 60 pl/min.
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5.2 Zellkultur von PC12-251 Zellen

Die neuroendokrine Zelllinie PC12 wurde aus einem Phaochromozytoma-

Tumor (Nebennierentumor) der Ratte etabliert [45].

5.2.1 Kultivierung und Passagieren

Die adharent in Kultur wachsenden PC12-Zellen werden in DME-Medium mit
10 % Pferdeserum, 5 % FCS und 1 % L-Glutamin auf 10 cm Petrischalen kultiviert,
wobei das Medium alle zwei Tage gewechselt wird. Die Inkubation der Zellen erfolgt
im Inkubator bei 37 °C in einer mit 10 % CO, gesattigten Atmosphare. Zur
Passagierung werden die Zellen mit PBS gewaschen, 10min in 0.25%
Trypsin/EDTA inkubiert und anschlie®end 5 min bei 250 x g zentrifugiert. Vor dem
erneuten Ausplattieren (PC12-Zellen 1:3) werden die Zellen mit Hilfe einer verengten
Pasteurpipette vereinzelt. Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Versuche

wird mit PC12-Zellen der Passage 13-16 gearbeitet.

5.2.2 Einfrieren von PC12-Zellen

Nach dem Trypsinieren wird zunachst die Zellzahl der sich abgelosten Zellen
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellzahl wird nun so eingestellt,
dass sich pro Kryordhrchen 1 x 10° Zellen pro Milliliter Einfriermedium (10 % DMSO,
90 % FCS) befinden. Die Zellen werden zunachst ein Tag bei -80 °C tiefgefroren und

anschlielend in flissigem Stickstoff gelagert.
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5.2.3 In vivo Farbungen bei PC12-251 Zellen

Dil/DiO-Farbung

Die Zellen einer konfluenten 15 cm Schale werden trypsiniert, fir 5 min
bei 800 U/min abzentrifugiert, in 2 ml 1 x PBS aufgenommen und zu gleichen
Teilen auf zwei Falconréhrchen verteilt. Zu je einem ml Zellsuspension werden
15 pl Dil bzw. DiO vorsichtig zugegeben. Die Zellen werden flr 20 min bei
37 °C und 10 % CO; inkubiert und alle 3 - 5 min vorsichtig geschuttelt, um die
Zellen in Suspension zu halten. Anschlielend werden die Zellen
abzentrifugiert, jeweils dreimal in 2 ml 1 x PBS und einmal in Kulturmedium
gewaschen, um dann auf den strukturierten Oberflachen ausplattiert zu

werden.

WGA-Farbung

Die in Kulturmedium vorliegenden PC12-Zellen werden direkt auf dem
strukturierten  Deckglaschen in der 5cm Petrischale mit WGA
Alexa® Fluor 488 und WGA Alexa® Fluor 565 (Stocklésung 1 mg/ml in PBS) in
einer Verduinnung von 1:300 angefarbt (— 3 ul). Die Farbung erfolgt 3 - 5 min

vor der Mikroskopie.

5.2.4 Amplifizierung von Expressionsvektor und Transfektion

Herstellung kompetenter Bakterien flir die Transformation

Um Plasmid-DNA aufnehmen zu koénnen, werden die Bakterien
zunachst vorbehandelt [49]. 100 ml einer Bakterien-Kultur in der
logarithmischen Wachstumsphase (ODggp = 0.4 - 0.55) werden auf Eis gekuhlt
und in zwei Aliquote 10 min bei 4 °C und 3000 x g zentrifugiert. Das Sediment

37



5. Methoden

wird in 30 ml kaltem TFB1 suspendiert, 10 min auf Eis gekuhlt und wie oben
zentrifugiert. Die kompetetenten Bakterien werden in 4 ml kaltem TFB2

aufgenommen und in 200 pl Aliquoten bei -80 °C gelagert.

Transformation von Bakterien

Als Transformation wird das Einbringen von Plasmid-DNA in
kompetente Bakterien bezeichnet. Dazu werden 10 ng zirkulare Plasmid-DNA
mit 100 pl kompetetenten Bakterien 30 min auf Eis inkubiert. Es folgt ein
Hitzeschock fur 1 min bei 42 °C und danach die Zugabe von 800 pl LB-
Medium. Der Ansatz wird Uber Nacht bei 37 °C rotiert und anschlielend in
verschiedenen Verdinnungen auf LB-Agar-Platten (vorgewarmt und mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt) verteilt. Es folgt eine Inkubation bei

37 °C, bis Kolonien sichtbar werden.

Praparation von Nukleinsauren (Plasmid-DNA-Maxi-Praparation)

Zur Gewinnung groRerer Mengen sauberer Plasmid-DNA (zum Beispiel
fur die Transfektion eukaryotischer Zellen) werden Saulen der Firma Marligen
verwendet. Die Praparation erfolgt nach den Angaben des Herstellers. Aus
400 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur werden auf diese Weise 600 bis
800 ug Plasmid-DNA isoliert.

Transfektion der PC12-251 Zellen

Die PC12-Zellen werden in einer Zellkulturschale mit einem
Durchmesser von 10 cm bis zu einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert. Nach
dem Trypsinieren werden die Zellen in ein 15 ml Spitzréhrchen uberfluhrt und
5 min bei 250 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in
1ml PBS mit einer verengten Pasteurpipette resuspendiert. 800 pl der
Zellsuspension werden in eine Elektroporationskuvette Uberfuhrt und die
entsprechende Menge zirkularisierte cDNA hinzu gegeben (50 ug). Nach

mehrmaligem Resuspendieren wird die DNA-Zell-Suspension mit einer
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Spannung von 0.25 kV und einer Kapazitat von 960 uF elektroporiert [53,54].
Die Zellen werden sofort in 37 °C warmem DME-Medium aufgenommen und

in einer Zellkulturschale ausplattiert.

5.2.5 Mikroinjektion

Die mikrostrukturierten Deckglaschen werden zunachst 5 min in einem
Wasserstoffplasma von Verunreinigungen befreit. Sie werden nun Uber Nacht bei
4 °C in 40 pl einer IKVAV-Lésung [50 uM] inkubiert. Uberschiissiger Ligand wird
danach durch zweimaliges Waschen in PB-Puffer entfernt. Die biofunktionalisierten
Deckglaschen werden in die Aussparung (Durchmesser: 1.4 cm) einer Petrischale
geklebt, und es werden darauf 5 x 10°-PC12 Zellen ausgesat. Nach zweistiindiger
Inkubation werden ausgewahlten Zellen Cytochrome C (10 pl [12.5 mg/ml], geldst in
3 ul TRITC-Dextran) mit einer Microinjektionsnadel injiziert (Mikromanipulation
FemtoJet®, Eppendorf AG), wobei TRITC-Dextran dazu dient, mikroinjizierte von
nicht injizierten Zellen mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie (Olympus [X70,

Olympus Optical. Co.Europa GmbH Hamburg) zu unterscheiden [61,62,63].

5.3 Zellkultur priméarer embryonaler Astrozyten und Neuronen

Bei Primarkulturen handelt es sich um bis zur ersten Passage aus
Korperflussigkeiten oder Koérpergeweben gewonnene Explantate von vielzelligen
Organismen. Als Ausgangsmaterial fur die Kulturen dient in dieser Arbeit
Hippokampusregion von E18-Embryonen der Wistar-Ratte [47,48] (siehe Material
4.5)
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5.3.1 Praparation und Kultivierung

Hippokampaler Neurone

Die Praparation der Hippokampi erfolgt nach dem Protokoll von Banker
et al. [47]. Die isolierten Hippokampi werden in einem 15 ml Spitzréhrchen mit
5ml HBSS gesammelt. HBSS wird verworfen, die Hippokampi mit 1 ml
Trypsin/EDTA versetzt, 20 min bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und nach
Zugabe von 2ml NMEM-B27 mit einer Pasteurpipette dissoziiert. Die
Suspension wird nun 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um zu
gewabhrleisten, dass sich vorhandene Aggregate und Hirnhautreste absetzen
kénnen, die vereinzelten Neurone jedoch in Lésung bleiben. Der Uberstand
wird nun in ein weiteres 15 ml Spitzrohrchen Uberfuhrt, mit 12 ml NMEM-B27
versetzt, bei 250 x g 10 min zentrifugiert und das Zellpellet anschlie®end mit
einer Pasteurpipette in 1 ml NMEM-B27 resuspendiert. Die Zellsuspension
wird zum Schluss mit konditioniertem NMEM-B27 auf ein Gesamtvolumen von
10 ml aufgefullt. Mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer wird nun eine Zellzahl
von 5x10° Zellen bestimmt, das entsprechende Volumen aus der
Zellsuspension entnommen, abzentrifugiert, das Pellet in 200 yl NMEM-B27

resuspendiert und auf die mikrostukturierten Oberflachen aufgebracht.

Praparation Primarer Astrozyten aus E18 Rattenembryonen

Die E18 Rattenembryonen werden dekapitiert, die Schadeldecke
entlang des Schadelmedians gedffnet und die beiden Gro3hirnhalften
entnommen. Jeder GroRRhirnhalfte wird die Hippokampus-Region enthommen,
welche flur die spatere Weiterverarbeitung in HBSS auf Eis gelagert wird. Die
GroRhirnhemispharen werden von den Meningen befreit und je ein Grol3hirn
wird in einem 15 ml Spitzrohrchen mit 2 ml HBSS gesammelt. Die HBSS-
Lésung wird verworfen und durch 1 ml DNAse-Losung (0.5 mg DNAse/ 1 mli
HBSS) ersetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gewebe wird

zunachst mit der Pasteurpipette dissoziiert und zur weiteren Vereinzelung mit
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1 ml Trypsin/EDTA fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die
Suspension mit 10 ml DME-Medium mit 10 % FCS versetzt und 10 min bei
500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in 10 ml DME-
Medium mit 10 % FCS resuspendiert und in mit Poly-L-Lysin beschichteten
Zellkulturflaschen (Nunc) ausplattiert. Die Zellen werden nun 10 Tage bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert, wobei nach jeweils 2, 3 und 8 Tagen das
Kulturmedium ausgetauscht wird. Am achten Tag werden zusatzlich durch
leichtes Klopfen gegen die Zellkulturflasche die sich mit in Kultur befindenden
Neurone und Mikrogliazellen von den fester adharierenden Astrozyten
separiert. Das Zellkulturmedium wird ausgetauscht, und die Zellen werden bis
zum zehnten Tag wie beschrieben weiterkultiviert. Die Astrozyten werden mit
2 ml Trypsin/EDTA fur 20 min bei 37 °C und 5 % CO, vom Flaschenboden
abgeldst, in ein 15 ml Spitzréhrchen Uberfihrt und 10 min bei 250 x g
zentrifugiert. Die Astrozyten werden nun in einer Kokultur mit den frisch
praparierten Neuronen auf den mikrostrukturierten Oberflachen Kkultiviert

(Verhaltnis Astrozyten/Neurone 1:2).

Die so praparierten Astrozyten werden nun bis zu drei Wochen wie
beschrieben weiterpassagiert, wobei das DME-Medium mit 10 % FCS gegen
NMEM-B27 ausgetauscht wird, um ein Neuronen-konditioniertes Astrozyten-
Medium zu erhalten. Im Gegensatz dazu werden die Neuronen stets frisch

prapariert fur die Zellexperimente verwendet.

5.3.2 In vivo Farbung bei primaren embryonalen Astrozyten und
Neuronen

e Celltracker™-Blue Farbung (Neurone)

Zur Anfarbung von Neuronen werden 6 pl des Farbstoffes Celltracker-
Blue zu 1 ml Neuronenmedium gegeben und mit einem Zellpellet
resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min werden die Zellen in

Medium resuspendiert, gezahlt und auf die Oberflachen ausplattiert.

41



5. Methoden

e Dil Farbung (Astrozyten)
Der Farbstoff Dil wird zunachst 1:500 in PBS verdunnt, anschlief3end

direkt auf das Zellpellet gegeben und mit den Zellen resuspendiert. Nach
15 min Inkubationszeit werden die Zellen mit PBS gewaschen, gezahlt und auf

die Oberflachen auspalttiert.

5.4 Mikroskopische Methoden

Wahrend samtlicher in vivo Analysen wurde darauf geachtet, den Transfer der
Zellen auf den mikrostrukturierten Oberflachen vom Inkubator zum Mikroskop mit
aulerster Vorsicht durchzufiihren, um Bewegungen des Zellkulturmediums zu
vermeiden. Uberflissige Lichteinstrahlung wurde wéahrend der mikroskopischen

Analysen wenn maoglich vermieden.

5.4.1 Konventionelle Fluoreszenz- und Videomikroskopie

Fir  Fluoreszenz-, Durchlicht- bzw. DIC-Mikroskopie wurde ein
monochromator-basiertes Mikroskopiesystem von T.l.L.L. Photonics (Olympus IX70,
siehe Material 4.7) verwendet. Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden die
Fluoreszenzfarbstoffe Celltracker™ Blue (353 nm), Alexa WGA 488 (493 nm), Dil
(551 nm), DiO (487 nm) und TRITC-Dextran (550 nm), sowie die an die
Markermolekule gekoppelten Farbstoffmolekule EGFP (pEGFP-F: 488 nm) und
ECFP (VSV-G-ECFP: 437 nm), mit den angegebenen Anregungswellenlangen
verwendet. Weitere Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem konventionellen,
inversen Fluoreszenzmikroskop (Nikon TE2000-E, Nikon GmbH, Dusseldorf)
ausgestattet mit einer Perkin ElImer spinning disc confocal ERS-FRET Einheit [Laser
Linien: 405, 440, 488, 514, 568, 640 nm] (Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA),
erstellt (siehe Material 4.7). Fir 3D-Analysen wurden jeweils 40 (z)-Schnitte mit Hilfe

eines Piezo z-Steppers (Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA) unter Kontrolle des
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UltraVIEW ERS-Systems aufgenommen und die 3D-Datensatze mit der 3D-
Erweiterung der UltraView ERS Software analysiert. Wichtig wahrend aller
mikroskopischen Analysen war die Energie des Anregungslichtes so weit wie moglich
zu reduzieren und die Beobachtungszeitraume so kurz wie mdglich zu halten, um die

sensitiven TNTs nicht zu zerstoren.

5.4.2 Zellpraparation fiir hochauflosende Rasterelektronenmikroskopie
(REM)

Zur ultrastrukturellen Analyse der TNTs bzw. TNT-basierter Netzwerke auf den
mikrostrukturierten  Oberflachen werden die Proben mit Hilfe eines
Rasterelektronenmikroskops (siehe Material 4.7) untersucht, welches Aufnahmen mit
einer hoheren Scharfentiefe erlaubt. Die Praparation der Proben folgt folgendem

Schema:

e Entwassern und Fixieren der Zellen

In das Medium der ausplattierten Zellen wird zur Fixierung eine Losung
bestehend aus 2.5 % Glutaraldehyd und 0.1 M Natrium Cacodylat (pH 7.4)
zugegeben. Nach 15 min werden die strukturierten Deckglaschen vom
Petrischalenunterboden vorsichtig abgelést und das sich noch auf dem
Deckgléaschen befindende Medium zusammen mit der Fixierlosung
abgenommen. Die Zellen werden anschliefend nach folgendem Schema in

einer ethanolischen Reihe entwassert:

1. Ethanol 50 % 20 min
2. Ethanol 60 % 20 min
3. Ethanol 70 % 20 min
4. Ethanol 80 % 20 min
5. Ethanol 90 % 20 min
6. Ethanol 100 % 20 min
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e Durchfiihrung der Kritisch-Punkt-Trocknung

Die sich in absolutem Ethanol befindenden Proben werden in den
Probenhalter platziert und in die Kammer der kritischen Punkt-Trocknung
gestellt. Die Probenkammer wird mit absolutem Ethanol zur Halfte beflllt und
anschlieend verschlossen. Nach Erreichen der Solltemperatur von 10 °C
kann CO; in die Kammer einstromen. Das Ethanol-CO2-Gemisch wird 2 min
durchmischt und anschlieRend soweit abgelassen, dass die Proben von der
Flussigkeit gerade noch bedeckt sind. Durch das Auslassventil wird ein Teil
des Ethanols aus der Anlage entfernt. Dieser Vorgang des kontinuierlichen
Austausches von Ethanol gegen CO, wird zwdlf Mal wiederholt. Danach sollte
jegliches Ethanol in den Zellen gegen CO, ausgetauscht worden sein. Die
Probenkammer wird auf 40 °C erwarmt. Nach Uberschreiten des kritischen
Punktes von 31 °C (76 bar) wird das Auslassventil geoffnet und das CO;
langsam und kontrolliert abgelassen, bis wieder Atmospharendruck in der
Kammer herrscht. Die strukturierten Deckglaschen mit den sich darauf

befindenden Zellen kénnen nun aus der Apparatur entnommen werden.

e Besputtern der getrockneten Zellen

Die Proben werden nach dem Trocknen mit einer Kohlenstoffschicht
besputtert (siehe Material 4.7) und konnen danach im

Rasterelektronenmikroskop (REM) betrachtet und charakterisiert werden.

5.4.3 Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie mittels Atomic

Force Microscopy (AFM)-Messungen

o Rasterkraftmikroskopie

Das Rasterkraftmikroskop (AFM) dient zur mechanischen Abtastung

von Oberflachen und der Messung atomarer Krafte auf der Nanometerskala.
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Wahrend der Messung wird eine an einer mikroskopisch kleinen Blattfeder
(Cantilever) befestigte Nadel zeilenweise in einem definierten Raster Uber die
mikrostrukturierte Oberflache gefuhrt (Scan-Vorgang) [58]. Durch die
Oberflachenstruktur der Probe biegt sich dabei der Cantilever
positionsabhangig unterschiedlich weit. Diese Auslenkung des Cantilevers
kann mittels optischer Sensoren gemessen werden und ist ein Maly fur
zwischen der Spitze und der Oberflache wirkende atomare Krafte. Durch das
punktweise Aufzeichnen der Auslenkungen bzw. Krafte lasst sich eine
Abbildung der Substratoberflache erzeugen.

Alle Experimente, die eine Abbildung der mikrostrukturierten Oberflache
zeigen (Cantilever: Vecco Nano Probe NP-S113-29517), werden im
intermittierenden Modus durchgefuhrt. Das Abbilden der Mikrostrukturen
erfolgt in PBS.

Kraftspektroskopie

Vor der Versuchsdurchfiihrung werden zunachst die Cantilever 30 min
in Caroscher Saure (1:3 H20, / H,SO4) gereinigt und im Anschluss mit Milli-Q-
Wasser mehrmals abgespult. Darauf folgt ein 45 min Sauerstoffplasma (150 W
bei 0.4 mbar). Die so gereinigten Cantilever werden nun 30 min bei
Raumtemperatur in einer 1 %igen PLL-L&sung inkubiert. Gereinigte, runde
Glasdeckglaschen werden in die Aussparung (Durchmesser: 4 cm) einer
Petrischale mit Hilfe eines Zweikomponentenklebstoffes geklebt, zweimal mit
PBS gewaschen und 30 min in 250 ul einer PLL-Lésung (100 pg/ml) bei
Raumtemperatur inkubiert. Um nicht absorbiertes PLL zu entfernen werden
die Deckglaschen zweimal mit PBS gewaschen. PC12-Zellen werden mit einer
verengten Pasteurpipette vereinzelt, gezahlt und jeweils 5 x 10°-Zellen auf
jede Oberflache ausplattiert. Die Zellexperimente werden nach 90 min
Inkubation im Zellkulturmedium vorgenommen (Cantilever: pmasch Ultrasharp
NSC12 / tipless / no Al).
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Eine zuvor mit PLL auf dem Cantilever durch Andriicken von 1800 s
immobilisierte PC12-Zelle wird von der Substratoberflache abgezogen. Eine
zweite PC12-Zelle, die durch ein TNT mit der am Cantilever immobilisierten
PC12-Zelle verbunden ist, verbleibt wahrend des Abrissvorgangs der ersten
PC12-Zelle auf dem Substrat. Die Verbiegungen des Cantilevers,
hervorgerufen durch Abrisskrafte zwischen Substart und PC12-Zelle, sowie
der anschliefende Riss des zwischen den beiden PC12-Zellen aufgespannten
TNTs , werden hochaufgeldst gemessen, indem ein Laserstrahl auf die Spitze
des Cantilevers gerichtet wird und der reflektierte Strahl mit einem
Photodetektor aufgefangen wird. Die Verbiegungen des Cantilevers geben
zum einen Aufschluss Uber die Krafte, die aufgebracht werden missen, um
die Zelle vom Substrat abzuziehen, zum anderen Uber die bendtigte
Abrisskraft fir ein TNT [59,60].

5.5 Chemische Beeinflussung der TNT-Bildung

Eine madgliche Beeinflussung der TNT-Bildung auf den mikrostrukturierten

Substraten wird nach Zugabe von Fentons Reagenz und Methyl-B-Cyclodextrin

(MBCD) zu den Zellen analysiert. Hierbei wird durch Fluoreszenzmikroskopie das

Verhaltnis von TNTs zu Zellen vor und nach der Behandlung mit den jeweiligen

chemischen Reagenzien ermittelt (siehe Ergebnisse 6.2.5 und 6.3.3).

5.5.1 Stimulation von Zellen mit Fentons Reagenz

PC12 Zellen werden auf den Oberflachen ausplattiert. Nach 1 Stunde erfolgt

die Zugabe von 200 mM Fentons Reagenz [55,56] in einer 1:100 Verdinnung. Die

Analyse der TNT-Bildung erfolgt 1 h nach der Zugabe.

Astrozyten und Neurone werden in Kokulturen 3 h nach dem Ausplattieren mit

200 mM Fentons Reagenz (1:100) behandelt, die fluoreszenzmikroskopische
Analyse (Nikon TE2000-E, Nikon GmbH, Dusseldorf) erfolgt auch hier 1 h nach der
Zugabe [40].
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5.4.3 Stimulation von Zellen mit Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD)

PC12-251 Zellen werden auf den mikrostrukturierten und biofunktionalisierten
Oberflachen ausplattiert. Nach 20 Minuten Inkubation erfolgt die Zugabe einer 2 mM
MBCD-L6sung in einer Verdunnung von 1:200 zu dem Zellkulturmedium. Die Analyse
durch Fluoreszenzmikroskopie (Nikon TE2000-E, Nikon GmbH, Dusseldorf) erfolgt
1.5 Stunden nach der Zugabe.

5.6 Mechanische Beeinflussung der TNT-Bildung

Die Frage nach einer mechanischen Beeinflussung der TNT-Bildung auf den
mikrostrukturierten Oberflachen wird durch die fluoreszenzmikroskopische Analyse
des Verhaltnisses von TNTs zu Zellen nach Anlegen eines definierten Mediumflusses
untersucht (siehe Ergebnisse 6.2.7).

5.6.1 Konstruktion der Flow Cell

Zur Untersuchung der Stabilitdt von TNTs findet eine selbst entworfene und
konstruierte Flow Cell [57] Verwendung (Abbildung 6). Auf den Teflongrundkoérper
der Flow Cell (Aussendurchmesser 5.4 cm, Innendurchmesser 2.5 cm) ist eine
Plexiglasplatte mit vier Schrauben und einem Dichtungsring montiert. So wird
gewahrleistet, dass kein Medium aus der Flow Cell auslaufen kann. An der
Unterseite des Teflongrundkorpers ist eine Aussparung (25 x 25 mm), so dass ein
Deckglaschen (24 x 24 mm) mit Hilfe eines Zweikomponentenklebers darin fixiert
werden kann. Der Mediumfluss durch die Flow Cell wird durch ein Schlauchsystem
ein- und ausgeleitet, das an den Verbindungsstellen zum Teflonkérper durch jeweils
einen Hahn abgeriegelt werden kann. Die Geschwindigkeit des Medimuflusses wird
durch eine an das Schlauchsystem angeschlossene handelsubliche Spritzenpumpe

reguliert (hier nicht gezeigt).
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Abbildung 6: Flow Cell Eigenkonstruktion mit Anschlussschlduchen zum Durchfluss des Zellmediums (Bild A)
(MaRstabsbalken, 2 cm). Die mikrostrukturierte Oberflache wird mit Hlife eines Zweikomponentenklebers an das
Teflongehause der Flow Cell angebracht. Die transparente Plexiglasscheibe ermdglicht das Visualisieren der
Zellen unter dem Mikroskop unter dem Mikroskop, Bild B.

5.6.2 Experimente mit PC12-251 Zellen

Zur Durchflhrung der Experimente werden die zuvor in PB-Puffer gereinigten,
mikrostrukturierten und  biofunktionalisierten Deckglaschen mit Hilfe des
Zweikomponentenklebstoffes in die vorgegebene Aussparung (25 x 25 mm) der Flow
Cell geklebt. Pro Oberflache werden 3.5 x 10° Zellen gesetzt und je nach Experiment
1-3h in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Durch die
angeschlossene Spritzenpumpe wird ein definierter Fluss angelegt, wobei sowohl
wahrend des Flusses, als auch nach dem angelegten Fluss Bilder mit Hilfe eines

Spinning Disc Mikroskops aufgenommen werden (siehe Abbildung 6, Bild B).
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6. Ergebnisse

6.1 Design und Charakterisierung der mikrostrukturierten

Oberflachen

Die Parameter der mikrostrukturierten Oberflache wurden so gewahlt, dass die
PC12 Zellen mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 13 ym ein wenig Uber
die Goldflache hinausragen, wenn sie zentriert darauf sitzen. Dieses gewollte
Uberlappen soll vor allem bei fluoreszenzmarkierten Zellen der erleichterten

Visualisierung der TNT-Ansatzstellen an der Zellmembran dienen.

*
.
-
.
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Abbildung 7: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen von der durch Photolithographie hergestellten Chrommaske

(A), und des mikrostrukturierten Deckglaschens (B), (MaRstabsbalken, 40 um).

Durch durchlichtmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 7) konnten einerseits
die durch die Chrommaske erhaltene mikrostrukturierte Oberflache, andererseits eine
homogene und fehlstellenfreie Anordnung der durch Photolithographie anhand der
Chrommaske hergestellten Goldflachen auf den Deckglaschen gezeigt werden (vgl.
Methoden 5.1.1 und 5.1.2). Die Goldflachen haben einen Durchmesser von exakt
10 um, der Kantenabstand zwischen den einzelnen Goldflachen betragt 20 ym
(Abbildung 7). Der Abstand der Goldpunkte von 20 um zueinander dient dazu, einen
noch ausreichenden Abstand der Zellen zu gewahrleisten, selbst wenn diese nicht
optimal vereinzelt auf den Oberflachen vorliegen sollten. Zwischen diesen Zellen
aufgespannte TNTs kdonnen aufgrund des noch vorhandenen Abstandes problemlos

detektiert werden.
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Im Folgenden werden die so hergestellten Oberflachen hinsichtlich ihrer
Oberflachenbeschaffenheit durch Rasterelektronenmikroskopie (REM)

charakterisiert.

6.1.1 Charakterisierung mittels Rasterelektronenmikroskopie

Mittels rasterelektronenmikroskopischer Verfahren soll ein Gesamtiberblick
Uber die mikrostrukturierte Oberflache dargestellt werden. Dazu wird auf die zu
untersuchenden Oberflachen eine 3 nm dicke Graphitschicht aufgedampft, um die fur
die Untersuchungen bendtigte Leitfahigkeit der Proben zu erhalten. Anschlieend

werden die Proben mit dem Rasterelektronenmikroskop analysiert (siehe Material

4.7).

SO AR e TR M e SR i L A T

Abbildung 8: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen eines mikrostrukturierten Deckglaschens.
(A): 45° Seitenansicht in 200x-facher VergroRerung (MaRstabsbalken, 120 ym). B zeigt die Aufsicht auf das
Substrat bei 500x-facher VergréRerung (Mafl3stabsbalken, 40 um).

Abbildung 8 A zeigt eine Ubersicht iber die p-Struktur der Chrommaske, die
als Schablone fur die Herstellung aller Deckglaschen verwendet wird. Abbildung 8 B

zeigt ein mit Hilfe dieser Chrommaske hergestelltes Deckglaschen.
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Abbildung 9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von p-Goldschisseln 3700x-fach vergrofiert.
A: Aufsichtsbild der Goldschiissel, B: 45° Seitenansicht der Goldschiissel (Mafl3stabsbalken, 6 ym).

Durch eine hohere VergroRerung, sowie einer gekippten Seitenansicht, zeigt
sich, dass es sich bei den Goldflachen vielmehr um Goldschisseln handelt
(Abbildung 9 A und B). Der verbleibende Rand ist ein Lift-off-Effekt, hervorgerufen
durch den negativen Kantenwinkel des Photoresists und des anschlieRenden
Sputter-Prozesses mit Titan und Gold. Dieser Effekt findet positive Verwendung in
der zusatzlichen Stabilisierung der rundlichen PC12-251 Zellen, die in den spateren

Zellexperimente auf den Goldschusseln immobilisiert werden.

6.1.2 Charakterisierung mittels Rasterkraftmikroskopie

Als weitere Methode, die mikrostrukturierten Oberflachen genauer zu
charakterisieren, wurden rasterkraftmikroskopische Messungen durchgefuhrt. Hierbei
rastert ein Cantilever die mikrostrukturierte Oberflache ab (siehe Methoden 5.4.3).
Die Auslenkung des Cantilevers wird von einem Laserstrahl erfasst, dessen
Reflexionen von einem Photodetektor. Dieser wandelt die Informationen schlief3lich
in ein Bild um, wobei die Oberflachen in wassriger Lésung im intermittierenden
Modus gescannt (Methoden 5.4.3) werden. Diese Technik ermdglicht eine

einheitliche Oberflachenabbildung der mikrostrukturierten Deckglaschen.
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slow [pm]

Abbildung 10: Oberflachenabbildung einer p-Goldschissel mittels Rasterkraftmikroskopie. A: Aufsichtsbild der

Goldschussel, B: Seitenansicht (Neigungswinkel 45°) einer Goldschiissel.

Abbildung 10 zeigt die Darstellung einer Goldschissel auf einem
Deckglaschen in Aufsicht (A) und in Seitenansicht (B). Die sich in Bild A rechts
befindende Farbskala gibt Aussage Uber die Hohe der gescannten Probe. Je heller
bestimmte Areale der Probe sind, desto hoher sind diese. Der bereits in Abschnitt

6.1.1 beschriebene Rand der Goldflachen ist hier ebenfalls deutlich zu erkennen.
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Abbildung 11: Héhenprofil einer pu-Goldschissel.

Die Darstellung eines Hohenprofils (Abbildung 11) zeigt unterschiedliche
Hohen der gescannten Goldschissel im Querschnitt. Die beschriebenen Rander
haben eine Hohe von ungefahr 150 nm, die Grundhdhe der Goldschussel betragt
50 nm. Der Rand hebt sich folglich 100 nm Uber die Grundflache des Goldes ab.
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Die mit Hilfe von Rasterelektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie
charakterisierten Oberflachen werden nun mit Liganden biofunktionalisiert, um spater

als Substrate fur eukaryotische Zellsysteme verwendet werden zu kdnnen.

6.1.3 Nachweis der Ligandenanbindung mittels QCM-Messungen

Nach der Charakterisierung der mikrostrukturierten Oberflachen wird durch
QCM-Messungen (Quarzkristall-Mikrowaage: Quartz-Crystal-Microbalance) die
Frage nach der Anbindung unterschiedlicher Liganden zur Biofunktionalisierung der
Strukturen beantwortet. Im Zuge der nachfolgenden Experimente soll geklart werden,
ob die fur die Biofunktionalisierung der Substrate ausgewahlten Liganden kovalent
an Gold anbinden, an die freien Glasflachen zwischen den Goldschusseln jedoch
nicht. Hierzu werden zwei Quarzkristalle verwendet, wobei der eine mit SiO,, der
andere mit Au beschichtet ist, was den Glas- bzw. Goldstrukturen der
mikrostrukturierten Oberflachen entspricht. Zur Biofunktionalisierung der Goldflachen
kommen als Liganden sowohl Alkanthiole, die 11-Mercaptoundecansaure oder das
10-Aminodecan-1-thiol, als auch das IKVAV-Peptid in Frage. Das IKVAV-Peptid ist
eine Zell-Bindungs-Domane der A-Kette von Laminin [64], die Zelladhasion und
neuronales Zellwachstum vermittelt [65]. Es enthalt die IKVAV-Zell-Bindungs-
Domane und entspricht dem Bereich 2091-2108 der Laminin A Kette [66]. Es weist
zusatzlich ein N-terminales Cystein auf. Diese Liganden werden nun in
unterschiedlichen Experimenten in die Reaktionskammern, in welchen die
unterschiedlich beschichteten Kristalle eingespannt sind, eingespult (Methoden
5.1.4). Die Adsorption eines Liganden an einen Kristall verursacht eine
Massenanderung auf dem Kristall, was eine Frequenzanderung der Schwingung des
Kristalls bedingt. Diese Frequenzanderung kann in einem zeitlichen Verlauf verfolgt
werden. Das Einspulen des Puffers, in dem die jeweiligen Liganden gelOst sind, zeigt
anhand der aufgezeichneten Kurve der Frequenzanderung, ob sich die adsorbierten
Liganden von der Kristalloberflache ablésen lassen und gibt so Ausschluss Uber die

Bindungsstarke des Liganden.
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In den nachfolgenden Schaubildern wird das Adsorptionsvermoégen der
unterschiedlichen Liganden auf den mit Glas oder Gold beschichteten Kristallen

dargestellt.
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Abbildung 12: Bild A zeigt das Schaubild zur Frequenzénderung von 11-Mercaptoundecansaure auf SiO,-

Kristall, Bild B das entsprechende Schaubild von 11-Mercaptoundecansaure auf Au-Kristall.

Abbildung 12 zeigt deutlich, dass die 11-Mercaptoundecansaure nicht
unspezifisch an Glas adsorbiert (A), da keine Frequenzanderung gezeigt werden
konnte. Der leichte Drift der Kurve resultiert aus der Messeigenschaft des

verwendeten Kristalls.

Dagegen konnte gezeigt werden, dass die Zugabe der 11-
Mercaptoundecansaure und somit die kovalente Bindung an den Goldkristall eine
drastische Abnahme der Schwingungsfrequenz bewirkt (B). Das Einspulen von PB-
Puffer erzeugt keine Frequenzanderung. Die 11-Mercaptoundecansaure bleibt
folglich kovalent an dem Goldkristall gebunden und lasst sich nicht durch den PB-
Puffer abspulen. Die Frequenzanderung betragt 35 Hz, was auf eine Schichtdicke
von 7 nm schlieBen lasst (5 Hz entsprechen ca. 1 nm). Diese Schichtdicke lasst
vermuten, dass es sich hierbei um eine Multilage des Liganden auf der Oberflache
handelt.
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Abbildung 13: Bild A zeigt Schaubild der Frequenzanderung von 10-Aminodecan-1-thiol auf SiO-Kristall, Bild B

das entsprechende Schaubild von 10-Aminodecan-1-thiol auf Au-Kristall.

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Messungen mit dem zweiten Liganden,
dem 10-Aminodecan-1-thiol. Dieser Ligand adsorbiert ebenfalls nicht unspezifisch an
den SiO,-Kristall (A). Der angezeigte Drift der Kurve resultiert auch hier aus den
Messeigenschaften des verwendeten Kristalls. Im Gegensatz dazu ist auch hier eine
kovalente Bindung an den Goldkristall zu beobachten (B), die auch durch das
Einspllen des PB-Puffers nicht reversibel ist. Die Frequenzanderung betragt hier
16 Hz, die errechnete Schichtdicke 3.2 nm, was auf eine Monolage des Liganden

hindeutet.
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Abbildung 14: Bild A zeigt das Schaubild der Frequenzanderung von IKVAV-Peptid auf SiO»-Kristall, Bild B das
entsprechende Schaubild von IKVAV-Peptid auf Au-Kristall.

Die Messungen zum dritten Liganden, dem IKVAV-Peptid (Abbildung 14),
zeigen, dass das IKVAV-Peptid zunachst an die Oberflache des SiO,-Kristalls

anbindet, jedoch nach Zugabe des PB-Puffers im Laufe der Zeit wieder von der
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Oberflache gewaschen wird (A). Im Fall der Physisorption des IKVAV-Peptids an die
Glasoberflache kann bei einer Frequenzanderung von 8.5 Hz eine Schichtdicke von
1.7 nm berechnet werden. Die Monolage 16st sich jedoch im Laufe der Zeit von der
Glasoberflache ab, da die Anbindung reversibel ist. Bild B beschreibt das Anbinden
des IKVAV-Peptids an die Goldoberflache des zweiten Kristalls. Im Gegensatz zur
Anbindung an die Glasoberflache ist diese Bindung irreversibel; das Einspulen von
PB-Puffer fuhrt hier nicht zu einem Ablosen des Liganden. Die Anbindung an Gold
erfolgt also kovalent. Die hier errechnete Schichtdicke betragt 2.2 nm

(Frequenzanderung: 11 Hz).

Die Ergebnisse zeigen, dass alle drei Liganden aufgrund ihrer Thiolgruppe
kovalent an die Goldoberflache des Kristalls anbinden und somit auch an die
Goldschusseln der mikrostrukturierten Oberflache. Eine Physisorption an Glas ist,
wenn vorhanden, stets reversibel, dass heif3t die Liganden werden durch den PB-
Puffer abgespdult. Aus diesem Grund sind prinzipiell alle drei Liganden zur selektiven

Biofunktionalisierung der mikrostrukturierten Oberflachen geeignet.

In den folgenden Zellexperimenten werden die drei unterschiedlichen
Liganden hinsichtlich ihrer Fahigkeit, Zellen vereinzelt auf den durch sie

biofunktionalisierten Goldflachen zu immobilisieren, getestet.

6.2 Experimente mit Zellen der Zelllinie PC12-251 auf

biofunktionalisierten Oberflachen

Nachdem in den vorausgegangenen Experimenten gezeigt wurde, dass alle
zur Verfugung stehenden Liganden zur selektiven Biofunktionalisierung der Zellen
herangezogen werden kdénnen, wird nun die Fahigkeit der einzelnen Liganden
untersucht, Zellen vereinzelt auf den funktionalisierten Goldflachen zu immobilisieren.

Dazu werden zunachst PC12-251 Zellen der Passagen 13 bis 16 verwendet. Die
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biofunktionalisierten mikrostrukturierten Oberflachen werden dabei parallel als
standardisierte Plattformen zur Analyse von Tunneling Nanotubes (TNTs) verwendet.
Diese Membrankanale sind zwischen einzelnen Zellen aufgespannt und sind
vermutlich an der interzellularen Kommunikation beteiligt. Da die Zellen durch die
Goldflachen auf den mikrostrukturierten Oberflachen separiert immobilisiert werden,
soll die Detektion von TNTs durch die Verwendung der mikrostrukturierten

Oberflachen entscheidend erleichtert werden.

Anmerkung zur statistischen Auswertung der Ergebnisse

Bei der Auswertung der Zellversuche wird stets das Verhaltnis von der
Gesamtzahl TNTs zur Gesamtzahl von Zellen eines definierten Bereiches in Prozent
angegeben. Bei diesem Verhaltnis ist zu beachten, dass nicht immer der Fall eintritt,
dass nur ein TNT zwischen zwei Zellen zu finden ist (Abbildung 15, A). Es besteht
auch die Maglichkeit, dass keine oder mehrere TNTs zwischen den Zellen zu
beobachten sind (Abbildung 15, B).

Abbildung 15: A: Fluoreszenzbild WGA-gefarbter PC12-251 Zellen auf einer biofunktionalisierter Oberflache, die
durch ein TNT miteinander verbunden sind (weile Pfeilspitze). B: Fluoreszenzbild WGA-gefarbter PC12-251
Zellen auf einer mikrostrukturierten Oberflache, die durch mehrere TNTs miteinander verbunden sind (weille

Pfeilspitze), (MaRstabsbalken je 10 ym).
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6.2.1 Zellvereinzelung auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen

In Abschnitt 6.1.3 konnte gezeigt werden, dass alle getesteten Liganden zur
Biofunktionalisierung der mikrostrukturierten Oberflachen prinzipiell verwendet
werden konnen. Diese werden im Folgenden in Bezug auf optimale Zellvereinzelung
und Affinitdt der Zellen zu den funktionalisierten Goldflachen untersucht. Dazu
wurden zunachst PC12-251 Zellen vor dem Ausplattieren auf die mit den
unterschiedlichen Liganden funktionalisierten mikrostrukturierten Oberflachen
aufgrund ihrer Neigung zur Clusterbildung stets durch mehrfaches Auf- und Abziehen
durch eine Pasteurpipette vereinzelt, um das starke Verklumpen der Zellen zu
verhindern. Die Zellen werden fiur die jeweiligen Experimente eine Stunde auf den
funktionalisierten Oberflachen inkubiert. Sofern nicht anders beschrieben findet nach
dieser Inkubationszeit die Analyse der Zellvereinzelung und der Affinitat der Zellen zu
den funktionalisierten Goldflachen mittels Durchlicht- bzw. Fluoreszenzmikroskopie
statt.

Abbildung 16: Die Durchlichtbilder A und B zeigen die Anordnung von PC12-251 Zellen auf mit 10-Aminodecan-
1-thiol biofunktionalisierten Oberflachen (MaRstabsbalken je 15 pm).

Abbildung 16 zeigt PC12-251 Zellen auf mikrostrukturierten Oberflachen, die
mit 10-Aminodecan-1-thiol als Linker funktionalisiert wurden. Hierbei ist eine gewisse
Affinitat der Zellen zu den funktionalisierten Goldflachen zu erkennen, wenngleich die

Zellen sehr stark verklumpt und zum Teil in mehreren Ebenen vorliegen.
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Abbildung 17: Die Durchlichtbilder A und B zeigen PC12-251 Zellen auf mit 11-Mercapto-undecansaure
biofunktionalisierten Oberflachen (MaRstabsbalken je 15 um).

In  Abbildung 17 sind Zellen auf mit 11-Mercaptoundecansaure
funktionalisierten Substraten abgebildet. Dieser Ligand zeichnet sich durch die
Fahigkeit aus, die Affinitat der Zellen zu den Goldflachen deutlich zu verbessern.

Jedoch weisen die Zellen auf der Oberflache immer noch eine starke Clusterbildung

auf.

Abbildung 18: Die Durchlichtaufnahmen A und B zeigen vereinzelte PC12-251 Zellen auf mit IKVAV-
biofunktionalisierten Oberflachen (MaRstabsbalken je 15 um).

Die Ergebnisse der Funktionalisierung der mikrostrukturierten Oberflachen mit
dem IKVAV-Peptid zeigen, dass sich mit diesem eine optimale Zellvereinzelung und
Affinitat zu den funktionalisierten Goldflachen erzielen lasst [67]. Sowohl auf den
Durchlichtaufnahmen  (Abbildung 18, Bild A wund B), als auch auf der
Fluoreszenzaufnahme (Abbildung 19) der PC12-251 Zellen ist zu erkennen, dass in

fast allen Fallen jeweils nur eine Zelle auf einer Goldflache immobilisiert ist [68].
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Abbildung 19: Fluoreszenzbild von PC12-251 Zellen (WGA 488) auf einer IKVAV-biofunktionalisierten
Oberflache (MaRstabsbalken, 20 pm).

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von PC12-251 Zellen auf den mit
IKVAV  biofunktionalisierten  Oberflachen bestatigen ebenfalls die gute
Zellvereinzelung und Affinitat zu den Goldflachen (Abbildung 20, Bild A und B).

Abbildung 20: A: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Anordnung von PC12-251 Zellen auf einer
IKVAV-funktionalisierten mikrostrukturierten Oberflache 720x-fach (MaRstabsbalken, 30 ym). B: REM-Aufnahme
der Affinitat einer PC12-251 Zelle zu einer IKVAV-funktionalisierten p-Goldschiissel 3200x-fach (Mafistabsbalken,
6 um).

Eine fluoreszenzmikroskopische Analyse von PC12-251 Zellen ausplattiert auf
Glas, mit Poly-L-Lysin (PLL) gecoatet, und auf den mit IKVAV biofunktionalisierten
mikrostrukturierten Oberflachen verdeutlicht nochmals die unterschiedliche
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Vereinzelung der Zellen (Abbildung 21, Bild A und B), sowie die wesentlich
erleichterte Detektion der TNTs zwischen den Zellen auf dem Plattformsystem
(Abbildung 21, Bild B). Dazu wurden die Zellen 2h auf einer PLL-beschichteten
Glasoberflache, sowie auf einer IKVAV-biofunktionalisierten mikrostrukturierten
Oberflache kultiviert. Es zeigte sich, dass die Zellen in Clustern auf der PLL-
beschichteten Glasoberflache vorliegen (A). Diese Tatsache erschwert die TNT-
Detektion erheblich, jedoch konnen vereinzelt TNTs visualisiert werden (weilde
Pfeilspitzen). Auf der IKVAV-biofunktionalisierten mikrostrukturierten Oberflache
hingegen liegen die Zellen stark vereinzelt vor (B), was die TNT-Detektion wesentlich

erleichtert (weil3e Pfeilspitzen).

Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von PC12-251 Zellen auf einer PLL-beschichteten
Glasoberflache (A). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von PC12-251 Zellen 2h auf einer IKVAV-
biofunktionalisierten mikrostrukturierten Oberflache (B) (MaRstabsbalken je 20 pm).

Durch eine Auswertung der TNT-Zahlen in beiden Bedingungen konnte
gezeigt werden, dass die Zahl der detektieten TNTs auf Glas und auf den
mikrostrukturierten  Oberflachen  keinen  signifikanten  Unterschied  zeigt
(Abbildung 22).
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TNT-Zahl nach 2h auf Glas im Vergleich zur mikrostrukturierten Oberflache
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Abbildung 22: Vergleich des Verhaltnisses von TNTs zu Zellen auf Gas und mikrostrukturierter Oberflache.

Zusammen genommen zeigen die Ergebnisse, dass das IKVAV-Peptid als
Ligand in Bezug auf die Zellvereinzelung und Affinitdt zu den durch ihn
funktionalisierten Goldflachen bei PC12-251 Zellen am besten geeignet ist [68] und
keinen Unterschied bei der Ausbildung von TNTs bedingt. In den nachfolgenden
Experimenten mit PC12-251 Zellen werden daher alle mikrostrukturierten
Oberflachen mit dem IKVAV-Peptid biofunktionalisiert.

6.2.2 Analyse der TNTs durch Fluoreszenz- und Rasterelektronen-

Mikroskopie

Um TNTs, bzw. TNT-basierte Netzwerke zwischen den durch die
mikrostrukturierten Oberflachen vereinzelten PC12-251 Zellen zu visualisieren,
werden sowohl Fluoreszenz-, als auch Rasterelektronenmikroskopie angewendet.

Dazu werden die Zellen zunachst auf den IKVAV-funktionalisierten Mikrostrukturen
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ausplattiert. Anschlie3end werden die TNTs 1 bis 3 Stunden nach dem Ausplattieren
detektiert. Im Falle der Fluoreszenzmikroskopie werden die Zellmembranen und
damit die TNTs vor der Analyse mit dem in vivo Farbstoff WGA 488 angefarbt.

Abbildung 23: A: Visualisierung von TNTs (weilRe Pfeilspitzen) zwischen PC12-251 Zellen (MaRstabsbalken,
30 um). B: Ausbildung eines TNT-Netzwerkes (weile Pfeilspitzen) zwischen PC12-251 Zellen auf einer
mikrostrukturierten Oberflache (Mafistabsbalken, 10 um). C: Mehrfach-TNTs (weil’e Pfeilspitzen) aufgespannt
zwischen zwei PC12-251 Zellen. D: Zwei PC12-251 Zellen, die durch ein TNT (weilte Pfeilspitze) miteinander
verbunden sind (MaRstabsbalken je 20 pm).

Abbildung 23 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von TNTs und TNT-
Netzwerken, die zwischen PC12-251 Zellen auf den mikrostrukturierten Oberflachen
ausgebildet werden (A, B, C, D). In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass die TNT-Bildung am hdchsten 1 bis 2 Stunden nach dem Ausplattieren
der Zellen ist [69]. Dieses Ergebnis konnte im Rahmen der
fluoreszenzmikroskopischen Analysen bestatigt werden. Dabei zeigte sich, dass die

meisten TNTs innerhalb der ersten 2 Stunden nach dem Ausplattieren gebildet
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werden. Nach diesen ersten 2 Stunden nimmt die TNT-Bildung stetig ab. Neben
einzelnen TNTs (Bild A und D) konnten auch mehrfach-TNTs zwischen vereinzelten
PC12-251 Zellen detektiert werden (Bild C). Hierbei ist jedoch unklar, ob die TNT-
Bildung nur von einer Zelle ausging, oder ob TNTs von beiden Zellen gebildet
wurden. Bild B zeigt ein TNT-Netzwerk zwischen vereinzelten Zellen. Auch hier bleibt
die Frage unbeantwortet, von welchen Zellen die Bildung der TNTs ausging. Auf den
Bildern C und D ist zu erkennen, dass einzelne Bereiche eines TNTs deutlich heller
erscheinen. Dies liegt zum einen daran, dass TNTs parallel zur mikroskopischen
Ebene aufgespannt sind [32], was ihr Auffinden zudem erschwert. Die heller
erscheinenden Bereiche kdnnen zum anderen auch aus Membranausstulpungen, die

an dieser Stelle lokalisiert sind, resultieren.

In der Folge wurden die zwischen den Zellen ausgebildeten TNTs auf den
Oberflachen auch durch Rasterelektronenmikroskopie dargestellt. Dazu wurden die
Proben 2 Stunden nach dem Ausplattieren der Zellen in einer 3.7 % Glutaraldehyd-

Ldsung fixiert, Kritisch-Punkt getrocknet und mit einer Graphitschicht versehen.

Abbildung 24: A: Ubersichtsaufnahme von PC12-251 Zellen, die durch ausgebildete TNT-Netzwerke (weile
Pfeilspitzen) miteinander verbunden sind 680x-fach (MaRstabsbalken, 30 um). B: Detailaufnahme zweier durch
ein TNT (weilRe Pfeilspitze) verbundener PC12-251 Zellen 2300x-fach (MafRstabsbalken, 10 pm).
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Abbildung 24 Bild A zeigt eine Ubersichtsaufnahme der Zellen auf der
Mikrostruktur. Einzelne Zellen sind durch ausgebildete TNT-Netzwerke auf der
Oberflache miteinander verbunden. Bild B zeigt in einer hoheren Auflosung zwei
Zellen auf den funktionalisierten Goldflachen, die durch ein TNT miteinander
verbunden sind. Hier sind erneut heller erscheinende, verdickte Bereiche des TNTs
zu erkennen, was in diesem Fall auf eine Membranausstulpung an dieser Stelle
hindeuten konnte. Der aus den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der
PC12-251 Zellen ermittelte Durchmesser der TNTs liegt zwischen 35 und 240 nm.
Ermittelt man den Durchmesser eines TNTs an den verdickten Stellen, so betragt der
Durchmesser bis zu 1 ym (Daten nicht gezeigt). Da auf den mikrostrukturierten
Oberflachen die Zellen uber grolRere Distanzen separiert werden (vgl. Abbildung 24),

konnen im folgenden Abschnitt TNTs und deren Langenvariation analysiert werden.

6.2.3 Analyse der Langenverteilung und Hohendifferenz von TNTs auf

mikrostrukturierten Oberflachen

Nach der erfolgreichen Visualisierung von TNTs wird im Folgenden die Lange
der TNTs analysiert, um zu sehen, ob und wenn welche Unterschiede zu den
detektierten TNT-Langen auf nicht-mikrostrukturierten Oberflachen vorhanden sind.
Dazu wurden die TNTs eine Stunde nach dem Ausplattieren der Zellen auf den
Mikrostrukturen visualisiert. Dies zeigte, dass eine grof3e Varianz der TNT-Langen

auf den Mikrostrukturen detektiert werden konnte.
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Liangenverteilung von TNTs bei PC12-251 Zellen auf mikrostrukturierten Oberflichen
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Abbildung 25: TNT-Langenverteilung bei PC12-251 Zellen der Passage 15 auf mikrostrukturierten Oberflachen.

Im obigen Schaubild (Abbildung 25) wird die unterschiedliche
Langenverteilung von TNTs graphisch dargestellt. Dabei fallt auf, dass das Maximum
der Langenhaufigkeit bei 4 um liegt. Danach folgt ein stetiger Abfall der mdglichen
Langen. TNT-Langen von bis zu 26 ym sind mdglich. Wie auch schon in vorigen
Studien [32] wurden jedoch auch auf den mikrostrukturierten Oberflachen vereinzelt
TNTs detektiert, die eine Lange von 26 um Uberschritten. Diese TNTs Uberspannen
demnach mehrere Zellen und bleiben offenbar auch Uber langere Distanzen stabil
[70]. Das Maximum der Lange bei 4 ym Iasst sich durch die Tatsache erklaren, dass
nicht jede Zelle immer zentriert auf der Goldflache immobilisiert ist. Die Zellen
konnen somit den von ursprunglich 20 um festgelegten Abstand der Goldflachen auf

bis zu 2 ym verkurzen (vgl. Abbildung 23, B).

Da TNTs meist nicht in einer Ebene zwischen den Zellen aufgespannt sind
[32], wurden aus diesem Grund auch die Hohendifferenzen der Ansatzpunkte eines
TNTs zwischen zwei Zellen analysiert. Dazu wurden 40 (z)-Schnitte von den durch
ein TNT verbundenen Zellen aufgenommen und die Hoéhendifferenzen der TNT-

Ansatzpunkte daraus berechnet (siehe Methoden 5.4.1).
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Hohendifferenz zwischen TNT-Ansatzstellen bei PC12-251 Zellen
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Abbildung 26: Verteilung der Hohendifferenz der TNT-Ansatzstellen bei PC12-251 Zellen der Passage 13 auf
mikrostrukturierten Oberflachen.

Die Auswertungen ergaben ein Maximum der Hoéhendifferenz bei 1.5 um,
jedoch sind in sehr seltenen Fallen auch Hohendifferenzen der Ansatzpunkte von bis
zu 5.5 ym moglich. Aufgrund der Ergebnisse wird davon ausgegangen, dass die
meisten TNTs nahezu parallel Uber der Oberflache der mikrostrukturierten

Deckglaschen aufgespannt sind.

6.2.4 TNT-Analysen mittles exprimierter Markerproteine

Ein weiterer Ansatz, TNTs besser detektieren zu konnen, ist die Transfektion
der PC12-251 Zellen mit pEGFP-F, einem Markerprotein mit Farnesylanker, welches
spezifisch in Plasmamembranen lokalisiert ist. Die Zellen wurden dazu 24 Stunden
nach einer transienten Transfektion mit entsprechender cDNA (Methoden 5.2.4) auf
die mikrostrukturierten Oberflachen ausplattiert, die Visualisierung erfolgte auch hier

1 Stunde nach dem Ausplattieren.
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Abbildung 27: pEGFP-F transfiziete PC12-251 Zellen auf mikrostrukturierten Oberflachen (A und B),
(MafRstabsbalken je 15 um). Man beachte, dass zu keinem Zeitpunkt TNTs zwischen den Zellen detektiert werden

konnten.

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse zeigte, dass die PC12-251 Zellen mit
einer Transfektionseffizienz von 55 % mit pEGFP-F transfiziert wurden. Die Analysen

zeigen weiter, dass zwar Filopodien, jedoch keine TNTs beobachtet werden konnten.

Eine weitere Moglichkeit, TNTs zu visualisieren, bestand in der Transfektion
der PC12-251 Zellen mit einem fluoreszenzmarkierten vesikularen Stomatitis Virus G
(VSV-G) Protein. VSV-G ist als Transmembranprotein in der Plasmamembran
lokalisiert, wo es aufgrund seiner fusogenen Eigenschaften [71,72,73] unter anderem
fur Zell-Zell Fusionen, sowie das Virus-Budding verantwortlich ist [74]. Aufgrund der
Lokalisation und der fusogenen Eigenschaft des VSV-G Proteins sollten damit
transfizierte PC12-251 Zellen prinzipiell auch in der Lage sein, mehr TNTs

auszubilden.

Dazu werden die PC12-251 Zellen 24 Stunden nach der Transfektion auf die
mikrostrukturierten Oberflachen ausplattiert, die TNT-Zahl wird eine Stunde nach
Ausplattieren mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Ergebnisse zeigen zum
einen, dass die Zellen mit einer Transfektionseffizienz von 70 % mit VSV-G
transfiziert werden konnten, zum anderen, dass zu keinem Zeitpunkt TNTs zwischen
den transfizierten Zellen detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Auffallig
jedoch ist die geanderte Zellmorphologie der sonst eher abgerundeten PC12-251

Zellen.
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Um diese Veranderungen naher zu untersuchen wird Rasterelektronenmikroskopie
eingesetzt. Dazu werden die Zellen Kritisch-Punkt getrocknet und mit einer
Graphitschicht versehen. Hierbei konnte der Eindruck einer vollig veranderten

Zellmorphologie bestatigt werden (Abbildung 28, A und B).

Abbildung 28: A: Ubersichtsaufnahme VSV-G transfizierter PC12-251 Zellen auf einer mikrostrukturierten
Oberflache. Hierbei wird die strukturierte Anordnung der PC12-251 Zellen auf der Oberflache besonders deutlich
(200x-fache VergroRerung, MaRstabsbalken 100 uym). Bild B zeigt Details der morpholgischen Veranderungen
von Zellen, die VSV-G exprimieren (blaue Box) und nicht VSV-G exprimierende Zellen (rote Box) (VergroRerung:
600x-fach, Mafistabsbalken 30 ym).

Die PC12-251 Zellen erscheinen nicht mehr abgerundet, sondern nehmen
eine abgeflachte Morphologie an (Abbildung 28, B). Zusatzlich fallt auf, dass die
Zellen auf den mikrostrukturierten Oberflachen nur auf den mit IKVAV
biofunktionalisierten Goldflachen immobilisiert sind. Durch ihre abgeflachte
Morphologie Uberspannen sie dabei grolde Bereiche der dazwischen liegenden
Glasflache. Die Zellen sind auf den Mikrostrukturen ausgebreitet und lang gestreckt
(blaues Kastchen). Sie nehmen nach der Transfektion eine eher Fibroblasten-artige
Morphologie an. Dabei kann vermutet werden, dass das Zytoskelett der Zelle durch
VSV-G eine Anderung erfahrt, die fir das Fibroblasten-artige Aussehen der Zellen
verantwortlich ist. Zugleich sind die VSV-G-transfizierten Zellen viel grof3er als nicht
transfizierte Zellen, was auf eine Zellfusion aufgrund der fusogenen Eigenschaft des
VSV-G Proteins zurtckzufuhren sein konnte. Es sind jedoch auch vereinzelt PC12-
251 Zellen zu sehen, die ihre Morphologie nicht verandert haben (B, rotes Kastchen).
Diese Zellen stammen vermutlich aus nicht exprimierenden Zellpopulationen.
Aufgrund der Ergebnisse bleibt der in vivo Farbstoff WGA 488 Mittel der Wahl fir das

Anfarben der Zellmembran und der TNTs.
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6.2.5 Chemische Stimulation durch Fentons Reagenz und Methyl-3-
Cyclodextrin (MBCD)

Die vorangegangenen Analysen zeigten, dass die mikrostrukturierten
Oberflachen fur die Analyse von TNTs hervorragend geeignet sind, bieten sie doch
ein sehr gut reproduzierbares System fur weitere Analysen. So soll nun untersucht
werden, ob und in welcher Weise sich die TNT-Bildung durch chemische Stimulation
beeinflussen lasst. Hierzu sollen im Besonderen zwei Reagenzien Verwendung

finden, die die Plasmamembran gezielt beeinflussen.

6.2.5.1 Stimulation mit Fentons Reagenz

Um einen Einfluss von freien OH-Radikalen auf die Zellmembran von PC12-
251 Zellen und damit auf die TNT-Bildung zu untersuchen, werden die Zellen mit
dem Fentons Reagenz [56] stimuliert, einem Gemisch aus Eisen(ll)sulfat und
Wasserstoffperoxyd [40]. Die Zugabe einer 200 mM Fentons-Losung zum
Zellkulturmedium erfolgt eine Stunde nach dem Ausplattieren der Zellen auf den
Mikrostrukturen. Nach einer Inkubationszeit von eine Stunde in Gegenwart des

Reagenz wird die TNT-Anzahl analysiert. Die Auswirkung dieser freien OH-Radikale

in Bezug auf die TNT-Bildung ist im Folgenden dargestellt.

Abbildung 29: Fluoreszenzbilder von Fentons-stimulieten PC12-251 Zellen (WGA 488) auf mit IKVAV-

biofunktionalisierten Oberflachen (A und B). Man beachte, dass die Zellmembranen eine deutlich fransige
Struktur aufweisen. Vereinzelt kdnnen jedoch TNTs detektiert werden (B, Pfeilspitze), (MaRstabsbalken je
25 pym).
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Die Analysen zeigen, dass die freien OH-Radikale [55] vermutlich die
Zellmembran der PC12-251 Zellen angreifen, was durch das leicht fransige
Aussehen der Zellmembran deutlich wird (Abbildung 29, Bild A).

Weiter zeigt sich, dass noch immer TNTs zwischen den Zellen detektiert
werden konnen (Abbildung 29, Bild B). Die TNT-Bildung wird durch Zugabe des
Reagenz also nicht vollstandig inhibiert. Eine quantitative Analyse der TNT-Zahlen
ergab, dass jedoch eine sehr starke Reduktion der TNT-Anzahl stattfindet
(Abbildung 30).

TNT-Zahl 1h nach Zugabe des Fentons Reagenz bei unterschiedlichem Alter der Zellkultur
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Abbildung 30: Einfluss des Fentons Reagenz auf die TNT-Bildung unter Berlcksichtigung des Alters der Kultur
auf mikrostrukturierten Oberflachen.

Die Ergebnisse der Experimente zum Einfluss der chemischen Stimulation auf
die TNT-Bildung sind in obigem Schaubild (Abbildung 30) zusammengefasst. Das
Schaubild zeigt das Verhaltnis von TNTs zu Zellen in Prozent mit und ohne Zugabe
des Fentons Reagenz zu PC12-251 Zellen. Zusatzlich wird in diesem

Zusammenhang das Alter der fUr die Experimente verwendeten Zellkultur im Hinblick
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auf das Vermogen der Zellen, TNTs auszubilden, in die Ergebnisse miteinbezogen.
Die Ergebnisse verdeutlichen eine signifikante Reduktion der TNT-Bildung um 80 %,
wenn das Fentons Reagenz zugegeben wurde. Dieses Ergebnis bestatigt sich auch
bei héherem Alter der Zellkultur, wenngleich die TNT-Bildung mit steigender Passage
auch ohne Zugabe des Fentons Reagenz abnimmt. Diese Ergebnisse lassen folglich
den Schluss zu, dass die TNT-Bildung zum einen durch die erzeugten freien OH-
Radikale, zum anderen durch das zunehmende Alter der Zellen negativ beeinflusst

wird.

6.2.5.2 Stimulation mit Methy-B-Cyclodextrin

Im Folgenden soll der Einfluss von sogenannten Lipid Rafts [75], d.h.
Cholesterin-reichen Mikrodomanen der Zellmembranenen, auf die TNT-Bildung bzw.
Stabilitat untersucht werden. Hierzu wird Methy-3-Cyclodextrin verwendet [76].
Dieses Molekll entzieht der Zellmembran Cholesterol, was zu einer Depletion der
Lipid Rafts und folglich zu einer Veranderung der Plasmamembran fuhrt. Dazu wird
eine 5 mM Methy-B-Cyclodextrin-Losung zum Zellkulturmedium gegeben und die
TNT-Anzahl nach zweistundiger Inkubation mittels Fluoreszenzmikroskopie

bestimmt.

Abbildung 31: Fluoreszenzbilder von mit MBCD-behandelten PC12-251 Zellen (WGA 488) (A) und nicht

behandelten PC12-251 Zellen (B) auf mit IKVAV-biofunktionalisierten Oberflachen. Detektierte TNTs sind durch
weille Pfeilspitzen markiert (Mal3stabsbalken je 20 um).
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Es zeigte sich, dass in beiden Fallen TNTs und auch mehrfach-TNTs beobachtet
werden konnten (Abbildung 31 A und B), was auch in quantitativen Experimenten
bestatigt werden konnte (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Einfluss von Methyl-B-Cyclodextrin auf die TNT-Bildung.

Die quantitative Auswertung der entsprechenden Experimente sind in
Abbildung 32 dargestellt. Bei der Betrachtung des Verhaltnisses TNTs zu Zellen in
Prozent fallt auf, dass 2 Stunden nach Inkubation ohne und mit MBCD die TNT-Zahl
mit Inkubation der Cholesterol-extrahierenden Droge gering, aber signifikant von
78 % auf 74 % gefallen ist. Diese Tendenz konnte bereits in friheren Arbeiten

gezeigt werden [69].

73



6. Ergebnisse

6.2.6 Mikrostrukturierte Plattform zur Anwendung von Mikroinjektion

Da die mikrostrukturierten Oberflachen ideale Bedingungen bereitstellen,
Zellen auf den Goldflachen zu immobilisieren und in definierten Mustern vereinzelt
wachsen zu lassen, wurde das in dieser Arbeit entwickelte und etablierte
Plattformsystem nun zur Mikroinjektion von PC12-251 Zellen herangezogen. Es
wurden dazu PC12-251 Zellen auf einer mikrostrukturierten Oberflache ausplattiert
und die Stabilitdt eines TNTs welches zwei Zellen miteinander verbindet durch die
Mikroinjektion von Cytochrmoe C [63] wahrend des Vorgangs untersucht
(Abbildung 33, Bild A) (vgl. Methoden 5.2.5). Cytochrome C wird in der Zelle von
Mitochondrien als Antwort auf pro-apoptotische Stimulierung sezerniert [77,78]. Als
Konsequenz werden Effektor-Kaspasen aktiviert, was letztendlich zur Apoptose der
Zelle fuhrt. Wird Cytochrome C wie bei diesen Versuchen durch Mikroinjektion in
Zellen eingebracht, fungiert es als Apoptoseinitiator. Dies flhrt direkt zum Zelltod
beider injizierter Zellen. Das verwendete Cytochrome C ist in TRITC-Dextran geldst,
was bedeutet, dass die injizierte Losung durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbar
gemacht werden kann. Ein erfolgreiches Injizieren kann so visualisiert werden
(Abbildung 33, Bild B).
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109 min

Abbildung 33: Durchlichtaufnahme zweier PC12-251 Zellen (weil3e Pfeile), die durch ein TNT (weil3e Pfeilspitze)
verbunden sind (Bild A). Rechts im Bild ist die Injektionsnadel sichtbar (MafRstabsbalken, 30 um).
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Bild B) der beiden Zellen (weil3e Pfeile), in die erfolgreich Cytochrome C
injiziert wurde (MafRstabsbalken, 30 um). DIC-Aufnahme (Bild C) des TNTs (weiRe Pfeilspitze) zwischen den
apoptotischen PC12-251 Zellen (weile Pfeile) (Maflstabsbalken, 15 um). Das TNT (weil’e Pfeilspitze) ist 2
Stunden nach der Injektion noch véllig intakt.

In Bild A der Abbildung 33 ist das Zellpaar (weile Pfeile) eine Minute nach der
Mikroinjektion gezeigt, welches durch ein TNT (weie Pfeilspitze) miteinander
verbunden ist. Durch Fluoreszenzmikroskopie konnten finf Minuten nach der
Injektion die Cytochrome C injizierten Zellen (wei3e Pfeile) visualisiert werden (Bild
B). Aufgrund ihrer morphologischen Veranderungen (,Membranblebbing®) ist in
Abbildung 33, Bild C zu erkennen, dass beide Zellen ca. 2 Stunden nach dem
Injizieren der Cytochrome C-LOsung apoptotisch sind. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Zellen auch nach der Mikroinjektion auf den biofunktionalisierten Goldflachen der
Mikrostrukturen immobilisiert sind, und das Plattformsystem somit ideale
Bedingungen fur eine Mikroinjektion liefert. Die Ergebnisse zeigen weiter, dass durch
die Mikroinjektion das zwischen zwei Zellen aufgespannt TNT in seiner Stabilitat

nicht beeinflusst wird. Vielmehr ist es 2 Stunden nach der Injektion von Cytochrome
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C in beide Zellen noch intakt, selbst wenn die Zellen durch diesen Apoptoseinitiator
apoptotisch geworden sind. Aufgrund der recht uberraschenden Tatsache, dass das
TNT dieser mechanischen Beanspruchung durch die Mikroinjektionsnadel standhielt,
soll der Einfluss von mechanischem Stress in weiteren Experimenten naher

untersucht werden.

6.2.7 Auswirkungen eines mechanischen Einflusses auf die TNT-Bildung

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass chemische
Stimulationen sowohl mit Fentons Reagenz, als auch mit MBCD einen signifikant
inhibierenden Einfluss auf die TNT-Bildung zeigen, wird im Folgenden ein
mechanischer Einfluss in Bezug auf die TNT-Bildung untersucht. Hierzu werden
PC12-251 Zellen einem konstanten Mediumfluss in einer Flow Cell (siehe Methoden
5.6) ausgesetzt und das Verhaltnis von TNTs zu Zellen nach unterschiedlichen
Zeitpunkten und unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Dazu werden PC12-
251 Zellen fur eine oder zwei Stunden auf den mikrostrukturierten Oberflachen
inkubiert. Im Anschluss wird ein konstanter Mediumfluss fur eine weitere Stunde
angelegt, wobei der Einfluss verschiedener Flussgeschwindigkeiten auf die TNT-

Bildung und Stabilitat getestet werden.
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TNT-Zahl 1h nach dem Immobilisiern der PC12-251 Zellen auf der mikrostrukturierten Oberflichen
und 1h Flow

100

90 4
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70 4
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Abbildung 34: Vergleich unterschiedlicher Geschwindigkeiten des Mediumflusses und deren Effekt auf die TNT-
Bildung nach 1h Inkubation.

Bei den Experimenten zeigt sich, dass das Verhaltnis von TNTs zu Zellen eine
Stunde nach dem Ausplattieren der Zellen auf den mikrostrukturierten Oberflachen
ohne Fluss 51 % betragt. 2 Stunden nach Ausplattieren steigt es ohne Fluss auf
78 % an (Abbildung 34). Diese Beobachtung deckt sich mit den Studien von Rustom
et al [32], wo gezeigt werden konnte, dass die Mehrheit der TNTs in diesem
Zeitrahmen gebildet wird. Nach einem einstundigen Mediumfluss mit einer Flussrate
von 0.25 mil/min sinkt das Verhaltnis von TNTs zu Zellen auf unter 20 % ab, ebenso
bei einer Flussrate von 0.75 ml/min. Bei einem einstindigen Mediumfluss mit einer
Flussrate von 0.5 ml/min wird eine Abnahme auf 24 % beobachtet. Die
unterschiedlichen Flussraten im analysierten Bereich spielen also eine
untergeordnete Rolle hinsichtlich ihres zerstérerischen Einflusses auf TNTs.
Aufgrund der Beobachtung, dass keine langen TNTs mehr im Mediumfluss detektiert
werden konnen (Daten nicht gezeigt), lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass
gerade langere TNTs durch den Mediumfluss zerstort werden, da gerade diese
vermutlich besonders sensitiv auf mechanische Einflisse reagieren. Aullerdem wird

vermutlich auch die TNT-Neubildung durch den Fluss inhibiert, was das rapide
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Absinken des TNT zu Zellen Verhaltnisses um 27 % bei einer Flussrate von
0.5 ml/min erklart (Abbildung 34). Diese Neubildung ist gerade fur die TNT-Bildung

zu frihen Zeitpunkten relevant.

Um in der Folge die TNT-Bildung zu spateren Zeitpunkten zu analysieren, wird
nach gleichem Muster verfahren. Dazu werden PC12-251 Zellen auf den
mikrostrukturierten Oberflachen ausplattiert und 3 bzw. 4 Stunden inkubiert. Im
Anschluss wird ein Mediumfluss mit der Flussrate von 0.5 ml/min fur eine Stunde
angelegt und anschlielRend die TNT-Zahl ermittelt (Abbildung 35).

TNT-Zahl 3h nach dem Immobiliseren der PC12-251 Zellen auf der mikrostrukturierten Oberflache
und 1h Flow
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Verhdltnis TNTs / Zellen [%]
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12% 12 %
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nach 3h Inkubation ohne Flow nach 3h + 1h Inkubation ohne Flow nach 3h Inkubation + 1h Flow
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Abbildung 35: Effekt eines konstanten Mediumflusses von 0.5 ml/min auf die TNT-Bildung 3h nach dem
Ausplattieren der PC12-251 Zellen auf den mikrostrukturierten Oberflachen.

Dabei zeigte sich, dass das Verhaltnis von TNTs zu Zellen 3 Stunden nach
dem Ausplattieren und einer weiteren Stunde ohne angelegten Mediumfluss 12 %
betragt. Ein Absinken auf 3 % wird beobachtet, wenn man die Anzahl vorhandener
TNTs 3 Stunden nach Ausplattieren und einer weiteren Stunde im Mediumfluss
betrachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass nach einer dreistindigen Inkubation der

Zellen auf den mikrostrukturierten Oberflachen die TNT-Zahl bereits 12 % betragt. Im
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Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die meisten TNTs innerhalb der
ersten zwei Stunden nach dem Ausplattieren der Zellen gebildet werden. Nach einer
Stunde im Mediumfluss sinkt die TNT-Zahl auf 3 % ab. Der Grund hierfur ist wie bei
den friheren Zeitpunkten vermutlich das Zerstoren gerade langer TNTs durch den
Fluss. Interessanterweise konnten trotz Anlegen des Flusses TNTs detektiert
werden, die sich orthogonal zur Flussrichtung befanden. Diese TNTs blieben uber

einen langeren Zeitraum stabil, sie wurden nicht durch den Fluss zerstort.

6.2.8 Kraftmessungen an TNTs mittels Atomic-Force-Microscopy (AFM)

Betrachtet man den molekularen Aufbau von TNTs, so zeigt sich, dass sich
ein F-Aktin Bundel bei PC12-251 Zellen durch die gesamte Lange des TNTs zieht
[32]. Es wird vermutet, dass diese Blndel an der Ausbildung beteiligt sind, sowie
dem Transport von kleinen Molekulen und Zellorganellen dienen [32,37]. Dies wurde
unter anderem Uber immunocytochemische Methoden, sowie Uber die Zugabe von
Latrunculin-B, einer Substanz, die F-Aktin depolymerisiert, gezeigt. Werden PC12-
251 Zellen damit behandelt, wird die TNT-Bildung blockiert [32,79,80]. Von grofem
Interesse, auch im Hinblick auf die Flussexperimente, ist daher die Frage nach der
Kraft, die notig ist, diese F-Aktin Bundel zum Reil3en zu bringen und in der Folge ein

TNT im Ganzen abzureif3en.

Abbildung 36: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines TNT-Netzwerkes (weile Pfeilspitzen) auf
einer mikrostrukturierten Oberflache (Bild A, bei 2300x-facher Vergrofierung, MaRstabsbalken 10 ym) und von F-
Aktinbiindeln (weilRe Pfeilspitze) (Bild B, bei 24700x-facher VergroRerung, Malstabsbalken 600 nm).
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Abbildung 36 A zeigt mehrfach verzweigte TNT-Netzwerke, aufgespannt
zwischen PC12-251 Zellen. Man kann davon ausgehen, dass es sich bei den
faserigen Strukturen in der sehr hochauflosenden rasterelektronischen Aufnahme (B)
um einzelne in den TNTs enthaltenen F-Aktin Blindel handelt, die an jenen Stellen
sichtar sind, an denen die Plasmamembran fehlt. Diese Art Aufnahmen konnen

aufgrund der besonders schonenden Probenpraparation dargestellt werden.

Zur Beantwortung der Frage nach der Kraft, die nétig ist, ein TNT zum Reil3en
zu bringen (siehe Methoden 5.4.3), werden PC12-251 Zellen auf mit PLL
beschichteten Deckglaschen ausplattiert und 1 Stunde bei 37° C und 10 %CO,
inkubiert. Zur Erleichterung der TNT-Detektierung wird die Zellmembran und folglich
die TNTs mit dem in vivo Farbstoff WGA 488 angefarbt. Es wird nun nach Zellen
gesucht, zwischen denen genau ein TNT aufgespannt ist. Ein ebenfalls mit PLL
beschichteter Cantilever wird so Uber einer der beiden Zellen positioniert und auf
selbige mit einem Abpressdruck von 4 nN 1800 s angedruckt, so dass die Zelle auf
dem Cantilever immobilisiert wird. Aufgrund der groRen Kontaktflache ist die Zelle
starker am PLL beschichteten Cantilever als auf dem mit PLL beschichtetem Glas
immobilisiert. Der Cantilever, und somit die an ihm immobilisierte Zelle, wird nun so
lange nach oben gezogen, bis das TNT im Ganzen abgerissen ist. Fur diesen
Versuchsaufbau ist es unmdglich, mit IKVAV biofunktionalisierte mikrostrukturierte
Oberflachen als Substrat fur die Zellen zu verwenden, da die Affinitat der Zellen zu
dem IKVAV-Peptid auf den Goldflachen ungleich starker ist (Abrisskraft grofier
50 nN) als die zu den PLL beschichteten Cantilevern. Als Folge lassen sich die
Zellen nicht an den Cantilevern immobilisieren und nicht von den Goldflachen

ablosen.
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Abbildung 37: A: Fluoreszenzbild zweier durch ein TNT (weile Pfeilspitze) verbundener PC12-251 Zellen (weif3e
Pfeile). B: Durchlichtbild eines Cantilevers, an dem eine mit PLL immobilisiert PC12-251 Zelle (weilRer Pfeil) zu

sehen ist (Malistabsbalken je 15 um).

Die Fluoreszenzaufnahme A der Abbildung 37 zeigt die Ausgangssituation der
Experimente. Hier sind zwei durch den in vivo Farbstoff WGA 488 angefarbte PC12-
251 Zellen abgebildet, die durch ein TNT miteinander verbunden sind. Vor der
Kraftmessung wird der PLL beschichtete Cantilever Uber eine dieser beiden
verbundenen PC12-251 Zellen positioniert (Abbildung 37, Bild B). Dies geschieht zur

der besseren Orientierung mit Hilfe von Durchlichtmikroskopie (B).

In den nachfolgenden Schaubildern werden die Ergebnisse dreier unabhangig
voneinander durchgefuhrter Experimente dargestellt. Die in den Abbildungen 38, 39
und 41 dargestellte schwarze Kurve (Approach) beschreibt jeweils die Positionierung

des Cantilevers und den Verbleib von 1800 s auf den jeweils ausgewahlten Zellen.
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Abbildung 38: Kraftspektrum eines TNT-Abrisses.

Der erste Peak der roten Kurve (Retraction) in Abbildung 38 beschreibt den Abriss
der Zelle vom Substrat (Abrisskraft 15 nN) und das anschlieBende senkrechte
Abheben der Zelle von der Oberflache mit einer Geschwindigkeit von 1 pm/s.
Nachdem die Zelle 45 um senkrecht von der Oberflache weggezogen wurde folgt der
Abriss des TNTs (zweiter Peak) mit einer Kraft von 836 pN. Die VergroRerung in der
rechten unteren Ecke des Schaubildes zeigt eine Detailansicht des TNT-Abrisses.
Die Stufen, die im rechten Ast der Kurve zu sehen sind, lassen darauf schlief3en,

dass es sich hierbei moglicherweise um die Risse einzelner F-Aktinblindel innerhalb
des TNTs handeln konnte.

Im zweiten Experiment werden zwei Zellen ausgesucht, die durch zwei TNTs
miteinander verbunden sind. Die Kraft, die nétig ist, eine der Zellen von der mit PLL

beschichteten Oberflache zu rei3en, betragt 15 nN (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Kraftspektrum von zwei TNT-Abrissen zwischen zwei PC12-251 Zellen.

Im Gegensatz zum vorherigen Schaubild wird hier jedoch der Abriss zweier
TNTs beschrieben (Vergrofierung unten rechts im Schaubild). Wie dem Schaubild zu
entnehmen ist, reilt das erste TNT bei einer angewendeten Kraft von 758 pN, das
zweite bei 752 pN. Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser und vier weiterer
durchgefuhrter Experimente (Daten nicht gezeigt) den Schluss zu, dass die
durchschnittliche Kraft, die nétig ist, ein TNT an einem Punkt abzureil3en, 767.6 pN +
44 .4 pN (Abweichung 6 %) betragt.

Im Zuge der fur die Berechnung der Abrisskraft durchgefihrten Experimente
wurde das Interesse auf Verdickungen innerhalb der TNTs gelenkt, die frequent
beobachtet werden konnten. Um die Beschaffenheit dieser Strukturen genauer zu
analysieren, wird folgendes Experiment vollzogen. Eine PC12-251 Zelle, die durch
ein TNT mit einer solchen Struktur mit einer zweiten PC12-251 Zelle verbunden ist,
wird unter einem PLL-beschichteten Cantilever immobilisiert. Der Cantilever wird nun
mit der Zelle von der mit der durch dieses TNT verbundenen Zelle so lange mit einer

Geschwindigkeit von 1 ym/s weggezogen, bis das TNT reif3t.
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Abbildung 40: Die Bilder A-D zeigen den zeitlichen Verlauf des Dehnvorgangs eines TNTs zwischen zwei PC12-
251 Zellen uber eine Gesamtdistanz von 45°um (MaRstabsbalken je 15 uym). Die weillen Pfeile zeigen die TNT-

Asatzstellen an den Zellen, die weifen Pfeilspitzen die Membranverdickung im TNT.

Abbildung 40 zeigt ein TNT (weilRe Pfeilspitze), welches zwischen zwei PC12-
251 Zellen (weil’e Pfeile) aufgespannt ist, wobei eine der beiden Zellen an einem mit
PLL beschichteten Cantilever immobilisiert ist. Mit zunehmendem Abstand der
beiden PC12-251 Zellen zueinander, d.h. mit zunehmender Dehnung des TNTs,
verringert sich der Durchmesser der sich im TNT befindenden Membranverdickung
(siehe weilke Pfeilspitze in Bild C und D). Bemerkenswert hierbei ist, dass Gber einen
Zeitraum von 12 min die an dem Cantilever immobilisierte Zelle 45 um von ihrer
Ausgangsposition entfernt werden kann, ohne das TNT, das sie mit der zweiten Zelle
verbindet, zu zerstéren (Abbildung 40, Bilder A-D). Gleichzeitig nimmt der
Durchmesser der Verdickung, die in diesem TNT zu sehen ist, stetig ab.
Madglicherweise handelt es sich also bei dieser Verdickung nicht um einen zellularen
Vesikel, der unidirektional von der einen Zelle zur anderen transportiert wird.
Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass die Verdickung eine Aufstllpung
der Zellmembran an dieser Stelle des TNTs ist [81,82,83].
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Zusatzlich vorhandene Zellmembran aus diesem Membranreservoir wird
moglicherweise dazu verwendet, das TNT bei Bedarf zu verlangern. Ist alle Membran
aus dem Reservoir verbraucht, kann das TNT aufgrund der Membranelastizitat bis zu

einem gewissen Punkt gedehnt werden. Ist dieser Uberschritten, reil3t das TNT.
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Abbildung 41: Kraftspektrum eines TNT-Abrisses nach Dehnung des TNTs Uber eine Distanz von 45 pm.

Diese Vermutung wird durch das korrespondierende Kraftspektrum des TNT-
Abrisses bestatigt, welches in der Abbildung 41 graphisch dargestellt ist. Ahnlich den
Ergebnissen der vorherigen Kraftspektren (Abbildung 38 und 39) betragt die Kraft,
die die Zelle von ihrem Substrat ablost, 20 nN. Die Ergebnisse zeigen weiter, dass
die Zelle 45 ym senkrecht von der Oberflache weggezogen werden konnte, bevor
der Abriss des TNTs (zweiter Peak) mit einer Kraft von 777 pN erfolgte. Dies deutet
darauf hin, dass das TNT uUber eine Strecke von 45 uym gedehnt werden konnte,
bevor alle zusatzlich vorhandene Membran aufgebraucht wurde. Dies fuhrt in der

Konsequenz zu dem spaten Abriss des TNTSs.
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6.3 Experimente mit primaren embryonalen neuronalen Rattenzellen

auf biofunktionalisierten Oberflachen

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde versucht, das Plattformsystem der
entwickelten biofunktionalisierten Oberflachen auf ein weiteres, physiologisch sehr
relevantes Zellsystem zu erweitern: einer primaren Kokultur von Astrozyten und
Neuronen prapariert aus Rattenembryonen. Bei diesem Zellsystem finden dieselben
Parameter der mikrostrukturierten Oberflachen (Abstand der Goldflachen zueinander
und Durchmesser der Goldflachen) Anwendung, die auch bei den PC12-251 Zellen
eingesetzt wurden (vgl. Ergebnisse 6.1), da sich diese Parameter in entsprechenden
Vorversuchen auch bei diesem Zellsystem als optimal erwiesen (Daten nicht

gezeigt).

6.3.1 Zellvereinzelung auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen

Zunachst werden, analog zu den vorausgegangenen Experimenten mit PC12-
251 Zellen, die in Frage kommenden Liganden zur Biofunktionalisierung der
mikrostrukturierten Oberflache auf ihre Fahigkeit getestet, die Astrozyten und
Neurone vereinzelt auf den Goldpunkten zu immobilisieren. Nach der kovalenten
Anbindung an die Goldflachen der mikrostrukturierten Oberflachen werden die
primaren Astrozyten und Neurone in Kokultur auf den biofunktionalisierten
Oberflachen ausplattiert. Die Zellvereinzelung wird nach einer vierstindigen
Inkubation mit Durchlichtmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Um die
einzelnen Zelltypen der Kokultur besser unterscheiden zu kénnen, werden die
Astrozyten mit dem in vivo Farbstoff Dil rot angefarbt. Die Zellmembran wird zur
erleichterten TNT-Detektion zusatzlich durch Zugabe des Farbstoffes WGA 488 grin
angefarbt (Abbildung 42, C und D).
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Im Fall der 11-Mercaptoundecansaure war die Affinitat von sowohl den
Astrozyten, als auch der Neurone zu den funktionalisierten Goldflachen ungentigend.
Die beiden Zelltypen zeigten keinerlei Vereinzelung, sie lagen vielmehr in Zellhaufen
auf den Oberflachen vor (Daten nicht gezeigt). Das IKVAV-Peptid vermittelte bei den
Neuronen eine sehr gute Adhasion auf den funktionalisierten Goldflachen (Daten
nicht gezeigt). Dieses Ergebnis deckt sich weitgehend mit Arbeiten, die eine IKVAV-
vermittelte Adhasion von Neuronen zeigen [64,84,85]. Allerdings zeigten die
Astrozyten in der Kokultur keine Affinitat zu den IKVAV funktionalisierten Goldflachen

(Daten nicht gezeigt).

Abbildung 42: Hippokampale Kokulturen auf mit 10-Aminodecan-1-thiol funktionalisierten Oberflachen (A und B)
(MaRstabsbalken je 40 um). Beide Durchlichtaufnahmen zeigen die sehr gute Zellvereinzelung und Affinitat der
Zellen zu den biofunktionalisierten Goldflachen der Mikrostrukturen. C und D: Die Astrozyten wurden mit dem in
vivo Farbstoff Dil angefarbt (rot), die Zellmembran durch Zugabe des Farbstoffes WGA 488 griin. Auch auf diesen
Fluoreszenzaufnahmen ist die sehr gute Zellvereinzelung und Affinitdt zu den biofunktionalisierten Goldflachen
gezeigt (MaRstabsbalken, 20 pm).
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Die Funktionalisierung der Goldflachen mit 10-Aminodecan-1-thiol zeigte
hingegen sowohl eine gute Zellvereinzelung, als auch eine gute Affinitdt beider
Zelltypen zu den mit diesem Liganden funktionalisierten Goldflachen (siehe
Abbildung 42). Die Fluoreszenzbilder C und D der Abbildung 42 zeigen deutlich die
sehr gute Zellvereinzelung von Astrozyten (rot) auf den mikrostrukturierten
Oberflachen und die hohe Affinitdt der Astrozyten zu den biofunktionaliserten

Goldflachen der Mikrostrukturen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass sowohl die 11-Mercaptoundecansaure,
als auch der IKVAV-Ligand ungeeignet ist, die gewunschte Zellvereinzelung und
Affinitat von hippokampalen primaren Kokulturen zu den damit biofunktionalisierten
Goldflachen der mikrostrukturierten Oberflachen herzustellen. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden fur alle weiteren Experimente die mikrostrukturierten Oberflachen

mit 10-Aminodecan-1-thiol als Ligand biofunktionalisiert.

Um die Charakteristika hippokampaler Zellkulturen auf den Oberflachen auch
auf ultrastruktureller Ebene zu analysieren, wurden die Proben mittels
Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Dazu werden die primaren Astrozyten und
Neurone auf den mikrostrukturierten Oberflachen ausplattiert, nach vierstindiger
Inkubation Kritisch-Punkt getrocknet und mit einer Graphitschicht zur ndtigen
Leitfahigkeit versehen. Im Anschluss werden die Proben hinsichtlich der
Zellvereinzelung und der Affinitat der Zellen zu den funktionalisierten Goldflachen mit
dem Rasterelektronenmikroskop untersucht. Die Ergebnisse bestatigen die bereits
durch Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie gezeigte, sehr gute Zellvereinzelung
und Affinitat (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Rasterelektronenmikroskopische Analyse von hippokampalen Kokulturen. A: Referenzprobe der
Kokultur aus Astrozyten und Neurone auf einem Glassubstrat 100x-fach (MaRstabsbalken, 250 um). B:
Astrozyten und Neurone der Kokultur auf einer mit 10-Aminodecan-1-thiol funktionalisierten Oberflache
(MaRstabsbalken, 50 um). C: Astrozyt und Neuron auf einer biofunktionalisierten Oberflache 1400x-fach
(MaRstabsbalken, 20 pm).

Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme B der Abbildung 43 zeigt
deutlich die sehr gute Zellvereinzelung der Astrozyten und Neuronen in Vergleich zu
der ungeordneten Zellanordnung auf einem Glassubstrat (Abbildung 43, Bild A). Bild
C zeigt eine Detailaufnahme eines Astrozyts und eines Neurons auf einer
biofunktionalisierten Oberflache. Die Zellen weisen eine abgeflachte Morphologie auf
und sie sind auf dem Substrat ausgebreitet. Die Ansatzpunkte der Zellen zum
Substrat befinden sich ausschlieB3lich auf den biofunktionalisierten Goldflachen der
Oberflache. Bemerkenswert ist ebenfalls, dass sich die Auslaufer des Neurons auch
Uber grofRere Entfernungen an den funktionalisierten Goldflachen anheften
(Abbildung 43, Bild C). Nach der erfolgreichen Zellvereinzelung auf den
mikrostrukturierten Oberflachen und der sehr guten Affinitdt der Astrozyten und
Neurone zu den biofunktionalisierten Goldflachen sollen im folgenden Abschnitt die
moglicherweise zwischen den Zelltypen der Kokultur aufgespannten TNTs visualisiert

werden.
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6.3.2 Visualisierung der TNTs durch Phasenkontrast-, Fluoreszenz- und

Rasterelektronenmikroskopie

Entsprechend den Experimenten bei PC12-251 Zellen sollen in der Folge
auch TNTs bei embryonalen Astrozyten und Neuronen in Kokulturen mit Hilfe von
Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie nachgewiesen werden. Dazu werden
die Zellen wie in den vorausgegangenen Experimenten auf den funktionalisierten
Mikrostrukturen ausplattiert und die TNTs nach vierstiundiger Inkubation mittels
verschiedener mikroskopischer Verfahren visualisiert. Hierbei werden jeweils TNTs
analysiert, die auf einer mikrostrukturierten Oberflache detektiert werden kénnen und
einen Astrozyten mit einem Neuron, zwei Astrozyten, bzw. zwei Neurone miteinander
verbinden. Zunachst werden die TNTs mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Zur
besseren Unterscheidung der einzelnen Zelltypen der Kokultur werden die
Astrozyten mit dem in vivo Farbstoff Dil rot und die Neuronen mit dem Farbstoff
Celltracker™-Blue blau angefarbt. Zur erleichterten Visualisierung der TNTs wéhrend
des Life-Cell-Imagings werden zusatzlich die Zellmembranen mit WGA 488 grin

angefarbt.

Abbildung 44: Fluoreszenzaufnahmen (A und B) von Astrozyten (weille Pfeile), die durch ein TNT (weilRe
Pfeilspitzen) miteinander verbunden sind, auf mikrostrukturierten Oberflachen (Maf3stabsbalken, 20 ym).
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Als erstes werden TNTs analysiert, die zwei Astrozyten auf der
mikrostrukturierten Oberflache miteinander verbinden. Dazu werden Bereiche auf der
mikrostrukturierten Oberflache ausgewahlt, die lediglich durch ein TNT verbundene
Astrozyten zeigen (Abbildung 44 A und B). Dabei fallt auf, dass die Lange, sowie die
Morphologie dieser TNTs derer bei den PC12-251 Zellen entsprechen. Nach der
erfolgreichen Visualisierung von TNTs, die zwischen Astrozyten aufgespannt sind,
sollen nun TNTs detektiert werden, die jeweils einen Astrozyten und ein Neuron auf

derselben Oberflache und unter gleichen Bedingungen miteinander verbinden.

Abbildung 45: Fluoreszenzaufnahmen (A und B) von TNTs (weil3e Pfeilspitzen), welche zwischen jeweils einem

Astrozyt und einem Neuron aufgespannt sind (Mafstabsbalken, 20 um). Beide Zelltypen zeigen eine sehr gute
Affinitat zu den biofunktionalisierten Goldflachen der mikrostrukturierten Oberflachen.

Auch hier zeigte sich, dass die Lange und Morphologie der TNTs, die Astrozyten und
Neuronen verbinden, mit denen, die zwischen den anderen Zellen detektiert wurden,
konsistent sind (Abbildung 45 A und B). Die so detektierten TNTs weisen keinerlei
Unterschiede auf. Als letztes werden TNTs analysiert, die zwei Neurone unter den

gleichen Voraussetzungen verbinden.
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Abbildung 46: Fluoreszenzmikroskopische Analysen von TNTs (weie Pfeilspitzen) zwischen primaren
Neuronen auf mikrostrukturierten Oberflachen (A und B) (Mafstabsbalken, 20 um). Die Neuronen weisen

ebenfalls eine sehr hohe Affinitat zu den biofunktionalisierten Goldflachen der Mikrostrukturen auf.

Die Analyse ergab, dass auch bei den TNTs, die Neurone verbinden, keine
Unterschiede zu den vorher detektierten TNTs bestehen (Abbildung 46 A und B). Da
die Komplexitat und Vielzahl von verschiedenen Auslaufern die TNT-Analysen
erschweren, wurden rasterelektronenmikroskopische Messungen der Proben
durchgefuhrt. Dazu wurden die auf den funktionalisierten Mikrostrukturen
ausplattierten Zellen nach vierstindiger Inkubation mit einer Glutaraldehyd-L&ésung
fixiert, Kritisch-Punkt getrocknet und mit einer Graphitschicht versehen. Im Anschluss

konnen die TNTs durch die rasterelektronischen Aufnahmen visualisiert werden.

Abbildung 47: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (A) von Astrozyten und Neuronen auf einer
biofunktionalisierten Oberflache 670x-fach (MaRstabsbalken, 40 um). Die TNTs (weile Pfeilspitzen), die in dieser
Aufnahme detektiert werden koénnen, sind zwischen den Neuronen auf der Oberflache aufgespannt. B:
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Astrozyten, der eine hohe Affinitdt zu denen ihn umgebenden
biofunktionalisierten Goldflachen zeigt 2000x-fach (MafRstabsbalken, 10 um). Bei dieser Art von Kokultur ist es
maoglich, dass Neurone auf Astrozyten liegen, bzw. auf dem Astrozyt adharieren. Die detektierten TNTs sind hier

zwischen dem Astrozyt und den sich darauf befindenden Neuronen aufgespannt.
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Die erhaltenen Bilder zeigen, dass TNTs zwischen primaren Astrozyten und
Neuronen durch rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen visualisiert werden
konnen. Die ermittelte Lange der TNTs auf den mikrostrukurierten Oberflachen liegt
hier zwischen 4 bis 18 ym, wobei auch langere TNTs von bis zu 500 ym Lange
detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Der ebenfalls durch
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen ermittelte Durchmesser der TNTs liegt

bei den primaren Kokulturen zwischen 35 und 270 nm (Daten nicht gezeigt).

6.3.3 Chemische Stimulation durch Fentons Reagenz

Die Experimente zur Stimulation von PC12-251 Zellen mit Fentons Reagenz
[55,56] zeigten eine deutliche Reduktion der TNT-Anzahl. Um zu testen, ob gleiches
auch fur die primaren Astrozyten und Neurone aus dem Kokultursystem gilt, werden
die neuronalen Zellen auf den biofunktionalisierten Mikrostrukturen ausplattiert und
drei Stunden inkubiert. Danach wird das Fentons Reagenz zugegeben und das
Verhaltnis TNTs zu Zellen analysiert. Da aufgrund von Beobachtungen vermutet
wird, dass das Alter von Primarkulturen Einfluss auf die TNT-Bildung haben kdnnte,

wurden zudem unterschiedlich alte Kulturen untersucht.
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TNT-Zahl 1h nach Zugabe des Fentons Reagenz zu einer Astrozyten-Neurone-Kokultur bei
unterschiedlichem Alter der Astrozyten
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Abbildung 48: Gesamtibersicht Uber den Einfluss chemischer Stimulation auf die TNT-Bildung in einer
Astrozyten-Neronen-Kokultur in Abhangigkeit des Alters der Astrozyten.

Die Experimente zeigen, dass die Zugabe des chemischen Agens im Fall der
Astrozyten/Neuronen  Kokultur eine Steigerung der TNT-Bildung bewirkt
(Abbildung 48). Dies ist auch dann noch gultig, wenn man das ansteigende Alter der
Astrozyten in der Kokultur mit einbezieht, wenngleich die TNT-Bildung generell im
Vergleich zu den jungeren Astrozyten in Kultur reduziert ist (Abbildung 48). So fallt
das Verhaltnis von TNTs zu Zellen von 70 % bei einem Alter der Astrozyten von 1
Woche auf 37 % bei Astrozyten mit dem Alter von 3 Wochen. Diese Werte gelten fur
die ermittelte TNT-Zahl ohne die Stimulation mit dem Fentons Reagenz. Wie in den
vorangegangenen Experimenten gezeigt werden konnte, werden TNTs generell
zwischen Astrozyten, Astrozyten und Neuronen, sowie zwischen Neuronen
ausgebildet. Daher wird in der Folge der stimulierende Effekt des Fentons Reagenz
auf die TNT-Bildung zwischen den unterschiedlichen Zelltypen der Kokultur im

Einzelnen untersucht.
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Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (A) mehrerer TNTs (weile Pfeilspitzen), die zwei
Astrozyten miteinander verbinden (Maf3stabsbalken, 20 um). Hier ist deutlich das durch das Fentons Reagenz
verursachte fransige Aussehen der Zellmembran zu erkennen. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines

TNTs, welches zwei Astrozyten miteinander verbindet (MaRstabsbalken, 20 ym).

Abbildung 49 zeigt zwei fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von durch
Fentons Reagenz stimulierten Astrozyten, die durch TNTs miteinander verbunden
sind. Den Einfluss der freien OH-Radikale [55] auf die Membran der Astrozyten ist in
Bild A deutlich durch das fransige Aussehen der Membran zu erkennen, welches
auch bei PC12-251 Zellen zu beobachten war. In der Folge wurde eine quantitative
Analyse der TNT-Zahl durchgeflhrt.
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TNT-Zahl zwischen Astrozyten 1h nach Zugabe des Fentons Reagenz bei unterschiedlichem Alter
der Astrozyten
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Abbildung 50: Einfluss chemischer Stimulation auf die TNT-Bildung zwischen Astrozyten in Abhangigkeit des
Alters der Astrozyten.

Wird das Verhaltnis von TNTs zu Zellen unter diesen Bedingungen analysiert,
so fallt im Vergleich zu der Gesamtkokultur (Abbildung 48) auf, dass ein grof3er Teil
(61 %) der TNTs in den Kokulturen zwischen Astrozyten ausgebildet wird (vgl.
Abbildung 50). Auch hier werden zwei grundsatzliche Ergebnisse bestatigt. Zum
einen nimmt die TNT-Bildung mit steigendem Alter der Astrozyten ab, zum anderen
wird die TNT-Bildung zwischen Astrozyten durch die Zugabe des Fentons Reagenz
stimuliert, wobei es dadurch bei zwei und drei Wochen alten Astrozyten zu einem

signifikanten Anstieg des Verhaltnisses von TNTs zu Zellen kommt.
Nachdem der stimulierende Effekt des Fentons Reagenz auf die TNT-Bildung

zwischen den Astrozyten untersucht wurde, wird im Folgenden der Effekt auf die

TNT-Bildung zwischen Astrozyten und Neuronen untersucht.
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Abbildung 51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (A und B) von TNTs (weilRe Pfeilspitzen), die zwischen
Astrozyten und Neuron aufgespannt sind (MaRstabsbalken, 20 ym). Auch hier ist die fransige Morphologie der

Zellmembran zu erkennen, die auf die freien OH-Radikale zurtickzufiihren sind.

Die Abbildung 51 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Astrozyten
und Neuronen, die aufgrund der mikrostrukturierten Oberflachen separiert auf den
Goldflachen immobilisiert sind (Bild A und B). Die Detektion von TNTs, die zwischen
diesen hippokampalen Zellen aufgespannt sind, wir durch die Separierung der Zellen
entscheidend erleichert. Auch hier wurde eine quantitative Analyse des TNT-

Veraltnisses durchgefluhrt.
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TNT-Zahl zwischen Astrozyten und Neurone 1h nach Zugabe des Fentons Reagenz bei
unterschiedlichem Alter der Astrozyten
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Abbildung 52: Einfluss chemischer Stimulation auf die TNT-Bildung zwischen Astrozyten und Neuronen in
Abhangigkeit des Alters der Astrozyten.

Betrachtet man das Verhaltnis von TNTs zu Zellen zwischen Astrozyten und
Neuronen, so fallt auf, dass die Anzahl der ausgebildeten TNTs im Verhaltnis zu
denen zwischen Astrozyten stark reduziert ist (vgl. Abbildungen 50 und 52). Auch
hier hat das Alter der Astrozyten in der Kokultur einen Einfluss auf die Anzahl der
ausgebildeten TNTs. Die Zugabe des Fentons Reagenz fuhrt wie im Falle der
Astrozyten zu einem Anstieg der TNTs zwischen den Astrozyten und Neuronen. In
diesem Zusammenhang kann jedoch nur von einem signifikanten Anstieg
gesprochen werden, wenn man das Verhaltnis von TNTs zu Zellen bei einer drei

Wochen alten Kultur betrachtet.

Als letztes wird die Veranderung des Verhaltnisses von TNTs zu Zellen bei
Neuronen untersucht. Die Analysen ergeben, dass TNTs zwischen Neuronen den
kleinsten Anteil aller zwischen den Zellen der Kokultur ausgebildeten TNTs
ausmachen. Einige der TNTs, die dennoch zwischen Neuronen detektiert werden

konnten, sind in Abbildung 53 dargestellt.
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Abbildung 53: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (A und B) von Neuronen, die durch TNTs (weil3e
Pfeilspitzen) miteinander verbunden sind (Mafstabsbalken, 20 ym). Hierbei konnten sogar TNT-Netzwerke

zwischen Neuronen auf den Mikrostrukturen detektiert werden (B).

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 53 A und B) zeigen TNTs,
die ausschliel3lich zwischen Neuronen aufgespannt sind. Dabei konnten sogar TNT-
Netzwerke beobachtet werden (B), die sich Uber mehrere Goldpunkte erstrecken.
Diese Anordnung ist vergleichbar mit den TNT-Netzwerken bei PC12-251 Zellen. In
diesen Fallen werden die auf den biofunktionalisierten Goldflachen einzeln

immobilisierten Neurone durch TNTs miteinander verbunden.

TNT-Zahl zwischen Neuronen 1h nach Zugabe des Fentons Reagenz bei unterschiedlichem Alter in
Kultur

130
120 4
110 4
100 4
90 4
80 4
70 4
60 <
50 <
40 9

Verhdltnis TNTs / Zellen [%]

30 4

20 4 8% )
3% 6% 3% 2%

10 7%
0 ﬁ . N mien BN mmimm S

1 Woche in Kultur 1 Woche in Kultur 2 Wochen in 2 Wochen in 3 Wochen in 3 Wochen in
ohne Fentons mit Fentons Kultur Kultur Kultur Kultur
ohne Fentons mit Fentons ohne Fentons mit Fentons

Abbildung 54: Einfluss chemischer Stimulation auf die TNT-Bildung zwischen Neuronen.
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Abbildung 54 zeigt die statistische Auswertung des Verhaltnisses von TNTs zu
Zellen in Prozent. Dabei fallt auf, dass dieses Verhaltnis bei einem Alter der Kultur
von einer Woche bei nur 8 % liegt. Die Ausbildung von TNTs wird zusatzlich durch
das steigende Alter der Kultur reduziert. Bei einem Alter von drei Wochen sinkt das
Verhaltnis von Zellen zu TNTs auf 3 %. Betrachtet man die Werte, die durch die
Zugabe des Fentons Reagenz erzielt werden, so findet man interessanterweise bei
einem Alter der Kultur von ein und drei Wochen eine leichte Reduktion des
Verhaltnisses von TNTs zu Zellen. Lediglich ein tendenzieller Anstieg kann bei einem

Alter von zwei Wochen beobachtet werden.

Abschlieend verdeutlichen die Ergebnisse, dass durch Zugabe des Fentons
Reagenz sowohl zwischen Astrozyten, als auch zwischen Astrozyten und Neuronen
der Kokultur eine Stimulation der TNT-Bildung erzielt werden kann. Lediglich
zwischen den Neuronen der Kokultur bewirkt die Zugabe des Fentons Reagenz

keine Stimulation der TNT-Bildung.

Membranphdanomene hervorgerufen durch das Fentons Reagenz

Ein interessanter Nebenbefund, der sich im Zuge der Experimente zur
Stimulation der TNT-Bildung durch Zugabe des Fentons Reagenz [55,56] zu den
primaren neuronalen Zellen zeigte, ist eine stark veranderte Membranmorphologie
bei sowohl einigen der primaren Astrozyten, als auch Neuronen der Kokultur
(Abbildung 54, A-D). Dieses Phanomen wird in der fluoreszenzmikroskopischen
Analyse bei etwa 10 % aller mit dem Fentons Reagenz behandelten hippokampal

Zellen beobachtet.
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Abbildung 55: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung (A) eines mit Fentons Reagenz behandelten Neurons.
Hier sind deutlich die ausladenden Dendritenverzweigungen erkennbar. B, C und D: Fluoreszenzbilder von
Membranverzweigungen von mit Fentons Reagenz stimulierten Astrozyten. Die Astrozyten zeigen deutlich lange

Membranauslaufer (MaRstabsbalken, 20 pm).

Vor allem einzelne Astrozyten zeigen bei der Behandlung mit dem Fentons
Reagenz stark verzweigte und lange Membranauslaufer (Abbildung 55, B - D), die
mit dem Substrat assoziiert sind und sich dadurch deutlich von TNTs unterscheiden.
Neurone weisen ausladende und verwinkelte Dendritenauslaufer auf (Abbildung 55
A). Diese interessanten morphologischen Veranderungen scheinen durch die
Zugabe des Fentons Reagenz erzeugten freien OH-Radikale hervorgerufen zu
werden. Diese sind in der Lage, Wasserstoffatome von Molekilen zu abstrahieren,
und diese zu aktivieren, mit Sauerstoff zu reagieren [56]. Auf diese Weise wird
wahrscheinlich die Glykostruktur der Zellmembranen verandert, was bei Neuronen
eine Vielzahl von Verzweigungen der Dendriten bedingt (Abbildung 55, A). Bei
Astrozyten fuhrt diese Veranderung zu dem weitaus auffalligeren Effekt der sonst flr

Astrozyten untypischen Membranverzweigungen (Abbildung 55, B-D).
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Der Groliteil der Analysen von eukaryotischen Zellkulturen erfolgte bisher auf
Glassubstraten, die bestenfalls mit ganzen Molekillen, wie z.B. Fibronektin oder
Laminin, homogen beschichtet wurden. Diese Beschichtung diente vor allem der
verbesserten Adhasion der Zellen auf den verwendeten Substraten. Diese
Vorgehensweise hat jedoch den Nachteil, dass die Molekule auf der
Substratoberflache ungeordnet und unkontrollierbar vorliegen. Ebenso lasst sich die
Orientierung der Molekule nicht vorhersagen, geschweige denn beeinflussen.
Unkontrollierbar bleibt ebenfalls die Schichtdicke der Molekile. Neuerdings halten
jedoch auch andere Substrate bei zellbiologischen Anwendungen Einzug. So wurden
bereits Peptid-beschichtete Goldoberflachen als Substrat fir strukturierte Netzwerke
hippokampaler Neuronen herangezogen [84]. Ebenso wurden biofunktionalisierte
Oberflachen verwendet, um die Bildung und Organisation neuronaler Netzwerke zu
untersuchen [64]. Mikrostrukturierte Oberflachen wurden ebenfalls bereits erfolgreich
zur Analyse von neuronalen Netzwerken verwendet. So wurde ein System
beschrieben, welches es erlaubt, Netzwerke bestehend aus embryonalen cortikalen
Neuronen der Ratte in einer kontrollieten Geometrie anzuordnen [86]. Der
entscheidende Vorteil dieser Substrate liegt in der Kontrollierbarkeit der auf selbigen

angebundenen Molekulen.

Auch die in dieser Arbeit als Substrat zur Zellkultivierung verwendeten
mikrostrukturierten Oberflachen fanden ebenfalls bereits erfolgreiche Anwendung
[70]. So ermdglichen diese eine Kultivierung verschiedenster Zelltypen, wie z.B. in
dieser Arbeit PC12-251 Zellen, sowie primare Astrozyten und Neurone. Weiterhin
offeriert das in dieser Arbeit geschaffene mikrostrukturierte Plattformsystem
kontrollierte und reproduzierbare Bedingungen. In der vorliegenden Arbeit diente es
der Analyse zellkommunikativer Prozesse in unterschiedlichen Zellsystemen, wobei
sich zeigte, dass es fur die Analyse komplexer biologischer Fragestellungen, die
bislang nur schwer oder gar nicht zu adressieren waren, wie z.B. verschiedene
Aspekte bezlglich der Bildung bzw. Funktion von TNTs, ideale Voraussetzungen
bietet.
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7.1 Anwendung von mikrostrukturierten Oberflachen als Plattform

zur TNT-Analyse

Seit der Entdeckung und Beschreibung von Tunneling Nanotubes (TNTs)
durch Rustom et al. [32] bezieht sich die Grol3zahl der Untersuchungen von TNTs auf
Zellen, die auf Substraten wie Glas oder beschichtetem Glas kultiviert wurden
[32,69]. Dabei erwies sich der groldflachige Kontakt der Zellen zueinander fur die
Detektion der TNTs als sehr problematisch. Wie bereits in den Studien zur
Entdeckung wurde auch in dieser Arbeit die TNT-Bildung am Beispiel der
phaochromozytomen Zelllinie PC12-251 untersucht. Ein groRer Vorteil des PC12-251
Zellsystems ist ihrer kugeligen Morphologie und ihre geringe GroRe mit einem
Durchmesser von ca. 15 um. Die Zellen sind auch zur Kultivierung auf den
mikrostrukturierten Oberflachen bestens geeignet, was in vorangegangenen Studien
bereits gezeigt werden konnte [70]. Zusatzlich zum permanenten PC12-251
Zellsystem wurde die TNT-Bildung auch bei primaren hippocampalen Astrozyten und

Neuronen der Ratte analysiert.

Die durch Photolithographie hergestellten Oberflachen dienen dabei als
standardisierte Plattformen, die eine prazise Analyse verschiedenster TNT-
Parameter, wie zum Beispiel ihrer Lange, erlauben. Durch die definierten Abstande
der Goldflachen auf den Oberflachen zueinander wird ein groRflachiger Zellkontakt
der Zellen verhindert, die auf den mikrostrukturierten Goldflachen immobilisiert sind.
Dies ermdglicht eine verbesserte Detektierbarkeit von zwischen den Zellen
ausgebildeten TNTs, die bei einem direkten Zellkontakt nicht visualisiert werden

konnen.

Da die verwendeten Zellen auf den Goldflachen der mikrostrukturierten
Oberflachen und nicht auf den Glasflachen zwischen den Goldstrukturen
immobilisiert werden sollen, wurde die Affinitat der Zellen zu den Goldflachen durch
deren Biofunktionalisierung erhoht. Zu diesem Zweck standen unterschiedliche
Liganden zur Auswahl: 11-Mercaptoundecansaure, 10-Aminodecan-1-thiol, und das

IKVAV-Peptid [87]. QCM-Messungen ergaben, dass alle drei mdglichen Liganden
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kovalent an eine Goldoberflache angebunden werden kénnen und nicht unspezifisch
an Glas adsorbieren (siehe Abschnitt 6.1.3). Bei den Experimenten zur Anbindung
der Zellen zeigte sich jedoch, dass der IKVAV-Ligand die hochste Affinitat der PC12-
251 Zellen zu den damit biofunktionalisierten Oberflachen herstellt und zusatzlich
daflr sorgt, dass die Zellen vereinzelt auf den Goldflachen immobilisiert werden
(siehe Abschnitt 6.2.1). Das Pentapeptid IKVAV (lle-Lys-Val-Ala-Val) ist eine Zell-
Bindungs-Domane der A-Kette von Laminin [64], die Zelladhasion und neuronales
Zellwachstum vermittelt [65]. Der in dieser Arbeit verwendete Ligand ist ein Peptid
aus 19 Aminosauren. Es enthalt die IKVAV-Zell-Bindungs-Domane und entspricht
dem Bereich 2091 - 2108 der Laminin A Kette [66]. Es weil3t zusatzlich ein N-
terminales Cystein auf, aufgrund dessen es kovalent an die Goldflachen auf den
mikrostrukturierten Oberflachen angebunden werden kann. Im Gegensatz dazu
wurden die Goldflachen der Mikrostrukturen fur die Kultivierung der hippokampalen
Zellen mit 10-Aminodecan-1-thiol biofunktionalisiert, welches durch die kovalente
Bindung an die Goldflachen laut Zellexperimenten fur die Anbindung der Zellen am
besten geeignet ist. Zwar konnte flr das IKVAV-Peptid die Fahigkeit nachgewiesen
werden, bei Neuronen Adhasion zu vermitteln, jedoch zeigte sich in den
Experimenten, dass die sich ebenfalls in der Kokultur befindenden Astrozyten keine
Affinitat zu den mit dem IKVAV-Peptid funktionalisierten Goldflachen aufwiesen.

Dieses Ergebniss ist konsistent mit Resultaten aus vorangegangenen Studien [64].

Zur Visualisierung einzelner und sogar mehrfach-TNTs zwischen den Zellen
fanden Phasenkontrast-, Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie
Anwendung. Die Existenz von mehrfach-TNTs zwischen zwei Zellen (Abbildung 15)
wirft die Frage auf, ob in diesem Fall von einer gegenseitigen Kommunikation beider
Zellen ausgegangen werden kann. Dies setzt allerdings voraus, dass die Bildung der
TNTs von beiden Zellen ausgeht und somit beide Zellen Sender- und Empfangerzelle
zur selben Zeit sind. Dies experimentell zu klaren wird eine wichtige Aufgabe
zuklnftiger Experimente darstellen. Generell konnte sowohl bei Fluoreszenz-, als

auch bei Rasterelektronenmikroskopie beobachtet werden, dass sich die Gesamtzahl
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der TNT-Strukturen zwischen Zellen, die auf einem Glassubstrat kultiviert werden,
nur unwesentlich von der zwischen Zellen, die auf den strukturierten Oberflachen
kultiviert werden, unterscheidet (siehe Abbildung 22). Dies zeigt, dass die Zellen
durch die Kultivierung auf den mikrostrukturierten Oberflachen nicht in ihrer
Fahigkeit, TNTs auszubilden, beeinflusst werden. Zusammen mit der Beobachtung,
dass auch die Morphologie der Zellen und TNTs nicht verandert wird, wenn diese auf
den funktionalisierten Goldflachen der Mikrostrukturen immobilisiert sind, zeigt sich,

dass das Plattformsystem fir TNT-Analysen sehr gut geeignet ist.

Durch die Uber die mikrostrukturierten Oberflachen vorgegebenen Abstande
der Zellen zueinander wurde auch eine genaue Analyse der unterschiedlichen
Langen von TNTs ermdglicht, die zwischen den separierten Zellen aufgespannt
werden. Die TNT-Lange, die dabei am haufigsten beobachtet werden konnte, war
4 um. Die kurzesten detektierbaren TNTs weisen eine Lange von 2 ym auf. Mit Hilfe
von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen ist es gelungen, TNTs mit einer
Lange von Uber 500 um zu visualisieren (Daten nicht gezeigt). Diese besonders
langen TNTs blieben sowohl bei Durchlicht-, als auch bei Fluoreszenzaufnahmen
unentdeckt. Interessanterweise verbinden diese langen TNTs auf den
mikrostrukturierten Oberflachen nicht zwei Zellen auf dem direkten Weg, sie
Uberspannen vielmehr mehrere Zellen und bilden so ganze TNT-Netzwerke aus
(siehe Abbildung 24 A). Mdglicherweise werden diese TNTs aufgrund der Fixierung
der Proben mit einer 2.5 %igen Glutaraldehydlésung bei der Probenvorbereitung
konserviert. Auch Rustom et al. beschrieb bei PC12-251 Zellen TNTs mit einer Lange
von uber 150 ym [32]. Diese Beobachtungen zur Langenverteilung variieren in
anderen Studien und verschiedenen Zellsystemen [32,37]. So wurden z.B. bei
naturlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) durchschnittiche TNT-Ladngen von 30 um
beobachtet. Die hier ermittelte Lange, die etwas vom erwarteten Wert abweicht, lasst
sich dadurch erklaren, dass nicht alle PC12-251 Zellen zentriert auf den Goldflachen

immobilisiert sind.
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Die Untersuchung der Hohendifferenz der Ansatzpunkte eines TNTs hatte
zum Ziel zu klaren, ob TNTs horizontal zwischen den Zellen aufgespannt sind, oder
einen Neigungswinkel aufweisen. Die Ergebnisse zeigen bei PC12-271 Zellen, dass
die TNTs im geringsten Abstand zwischen den Zellen aufgespannt sind und somit in
den meisten Fallen parallel zur Substratebene vorliegen. Diese Beobachtung

bestatigt damit Ergebnisse friherer Studien [32].

Um die Detektion von TNTs zwischen PC12-251 Zellen auf den
mikrostrukturierten Oberflachen auch Gber molekulare Markerproteine zu realisieren,
wurden diese mit pEGFP-F transient transfiziert. Allerdings zeigten die Ergebnisse,
dass die Zellen dieses Markerprotein zwar exprimieren und zur Plasmamembran
transportieren (siehe Abbildung 27), die TNT-Bildung dadurch jedoch vermutlich
vollstandig inhibiert wird. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den
Beobachtungen anderer Studien, in denen TNTs bei pEGFP-F transfizierten Zellen
eindeutig detektiert werden konnten [32]. Ein weiterer Ansatz, die TNT-Bildung bei
PC12-251 Zellen zu visualisieren, war die Transfektion der Zellen mit dem viralen
Fusogen VSV-G. Die Transfektion zeigte allerdings keine Stimulation der TNT-
Bildung, vielmehr wurde die TNT-Bildung, wie bei der Transfektion mit pEGFP-F,
offenbar vollstandig inhibiert. Ein interessanter Nebeneffekt waren jedoch die durch
das VSV-G Protein ausgeldsten morphologischen Veranderungen der PC12-251
Zellen, die wahrscheinlich auf die zytoskeletalen Veranderungen der Zellen durch die
Transfektion mit dem Fusogen zurlckzufihren sind (siehe Abbildung 28). Die
transfizierten Zellen waren ausserdem deutlich grof3er als die nicht transfizierten
Zellen, was moglicherweise auf Zellfusionen aufgrund der fusogenen Eigenschaften
des VSV-G zuruckzufihren sein koénnte. Zusammenfassend zeigen die
Beobachtungen, dass sowohl die Transfektion der PC12-251 Zellen mit pEGFP-F,
als auch mit VSV-G zu einer vollstandigen Inhibition der TNT-Bildung fuhrte. Diese
Beobachtungen stehen im Gegensatz zu Ergebnissen aus Studien, die auf
Glassubstraten durchgefuhrt wurden. Der Grund fur diese Unterschiede ist bislang

weitgehend unklar.
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In einer Kooperationsarbeit mit der Arbeitsgruppe von Professor Gerdes
(Institut fur Biomedizin, Universitat Bergen und Interdisziplinares Zentrum fur
Neurowissenschaften, Universitat Heidelberg) konnte gezeigt werden, dass die
entwickelten mikrostrukturierten Oberflachen auch zur Analyse von TNT-ahnlichen
Strukturen zwischen primaren embryonalen Astrozyten und Neuronen herangezogen
werden konnen. Primare Astrozyten und Neurone sind deshalb von groRem
Interesse, da bekannt ist, dass fur diese Zelltypen auch im physiologischen Kontext
interzellulare Kommunikation von essentieller Bedeutung ist [88,89]. So sind
Astrozyten unter anderem Uber Gap Junctions miteinander vernetzt. Signale kénnen
sich so in Form einer Kalziumwelle Uber mehrere Astrozytenzellkorper ausbreiten
[90,91,92]. Aullerdem konnten Neurotransmitterrezeptoren (z.B. Glutamat-
Rezeptoren) in Astrozyten nachgewiesen werden [93,94]. Uber Neurotransmitter, die
die Astrozyten selbst exprimieren, konnten sie auch mit anderen neuronalen Zellen
kommunizieren. In diesem Zusammenhang konnten bereits TNT-ahnliche Strukturen
in einer Kokultur von Astrozyten und Neuronen nachgewiesen werden [95]. Die
Frage, der hier nachgegangen werden sollte, war die nach dem Verhalten der
neuronalen Zellen der Kokultur, wenn sie aufgrund der vorgegebenen Abstande auf
mikrostrukturierten Oberflachen gezielt separiert wirden. Dabei konnten TNTs
ebenfalls zwischen Astrozyten und Neuronen hippokampaler Kokulturen visualisiert
werden (siehe 6.3.2). Hierbei wurde gefunden, dass TNTs zwischen Astrozyten,
Neuronen und Astrozyten, sowie zwischen Neuronen aufgespannt sind (siehe 6.3.2).
Dabei war auffallig, dass zwischen Neuronen nur sehr wenige TNTs gefunden
werden konnten. Sowohl in diesem Fall, als auch bei der TNT-Bildung zwischen
Astrozyten, bleibt jedoch die Frage offen, von welcher Zelle diese Bildung initiiert
wird. Der zugrunde liegende Mechanismus ist bislang noch nicht vollstandig geklart.
Die Existenz von TNTs zwischen Astrozyten und Neuronen macht zum Beispiel im
Kontext der Versorgungsfunktion von Astrozyten, zum Beispiel mit Cholesterol, auf
jeden Fall Sinn. Gleichzeitig eroffnet es aber Fragen nach einer Beteiligung von

TNTs an den bereits beschriebenen Kommunikationssytemen [39].
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7.2 Untersuchungen zur chemischen Beeinflussung der TNT-

Bildung

Die einzigartigen Charakteristiken der biofunktionalisierten Oberflachen
ermoglichten auch prazise, reproduzierbare Untersuchungen zur chemischen
Beeinflussung der TNT-Bildung. Die Zugabe einer Eisen(ll)sulfat/H,O,-Losung
(Fentons Reagenz) zu PC12-251 Zellen auf mikrostrukturierten Oberflachen fuhrte zu
einer dramatischen Reduktion der TNT-Anzahl. Das Wasserstoffperoxyd in der
Losung reagiert in einer Fentons Reaktion zu OH-Radikalen, welche in der Lage
sind, Wasserstoffatome von Molekllen, wie z.B. Proteinen, zu abstrahieren [56].
Dieser Vorgang verandert die Beschaffenheit der Zellmembran derart, dass davon
ausgegangen werden kann, dass bereits dadurch die TNT-Neubildung dramatisch

reduziert wird.

Da die Zusammensetzung und Beschaffenheit von Zellmembranen offenbar
entscheidend flr die TNT-Bildung und TNT-Stabilitat sind, wurde in einem weiteren
Experiment der Cholesterolgehalt der Zellmembranen von PC12-251 Zellen durch
die Zugabe einer Methyl-B-Cyclodextrin-Losung kunstlich verandert. Cholesterol ist
essentiell fur die Fluiditat von Zellmembranen. Die Stabilitat und Verformbarkeit der
Membranen wird also stark von Gehalt an Cholesterol beeinflusst. Senkt man den
Cholesterolgehalt der Zellmembran durch Behandlung der Zellen mit Methyl-3-
Cyclodextrin (MBCD), einem Cholesterol-extrahierenden Reagenz, so wird die
Zellmembran fluider. Die Versuche mit PC12-251 Zellen auf den mikrostrukturierten
Oberflachen ergaben eine Reduktion der TNT-Anzahl von 3 %, wenn die Zellen mit
MBCD behandelt werden. Dies deckt sich mit vorangegangenen Studien, jedoch
konnte hier die bereits von A. Rustom beobachtete Reduktion der TNT-Anzahl von
38 % bei einer MBCD-Konzentration von 5 mM nicht erreicht werden [69]. Die
beobachtete Reduktion der TNT-Anzahl um lediglich 3 % auf den mikrostrukturierten
Substraten lasst sich allerdings durch die Durchfiihrung des Experiments erklaren.
So verbleibt MBCD fur die gesamte Inkubationszeit von 2 Stunden im
Zellkulturmedium, die Zellen werden nicht wie in der vorausgegangenen Arbeit

beschrieben vor dem Ausplattieren mit MBCD inkubiert [69]. Der mikroskopische

108



7. Diskussion

TNT-Nachweis erfolgt nach dieser 2 stiindigen Inkubation. Diese Inkubationsphase
konnte womdglich zu lange sein, sodass nach dieser Zeit die TNT-Bildung wieder
stattfindet und als Resultat TNTs, wenn auch in leicht reduzierter Zahl, detektiert

werden konnen.

Vergleicht man die Ergebnisse aus beiden Experimenten zur
Plasmamembranveranderung, so stellt man fest, dass sowohl oxidativer Stress, als
auch der Entzug von Cholesterol aus der Zellmembran von PC12-251 Zellen zu einer
dramatischen Abnahme der TNT-Anzahl fihren. Der Entzug von Cholesterol aus
Zellmembranen fuhrt zu einer Zunahme der Fluiditat der Membran [96], was sich
offenbar negativ auf die TNT-Bildung auswirkt. Da diese negative Auswirkung auch
bei oxidativem Stress der Zellen beobachtet wurde, kann der Schluss gezogen
werden, dass die freien OH-Radikale bei PC12-251 Zellen ebenfalls dazu fuhren,
dass die Zellmembran fluider wird und somit die TNT-Bildung inhibiert wird. Nattrlich
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die freien OH-Radikale auch Einfluy auf

andere Zellfunktionen, wie zum Beispiel die Aktinpolymerisation, haben.

Uberraschenderweise fiihrt in der Kokultur aus Astrozyten und Neuronen, die
auf den mikrostrukturierten Oberflachen kultiviert wurden, die Zugabe des Fentons
Reagenz und somit die dadurch erzeugten freien OH-Radikale, zu einer Zunahme
der TNT-Bildung. Diese korreliert mit vorangegangenen Studien [40]. Differenziert
man bei dieser Beobachtung nun zwischen den verschiedenen Zelltypen, bei denen
die TNTs ausgebildet werden, so wird deutlich, dass die Zunahme der TNT-Bildung
am signifikantesten zwischen Astrozyten ist. Betrachtet man den Anstieg der TNT-
Bildung zwischen Astrozyten und Neuronen auf den mikrostrukturierten Oberflachen,
so ist zwar eine stimulierende Veranderung der TNT-Bildung zu beobachten, diese
bleibt jedoch wesentlich hinter der zwischen Astrozyten zurlck. Der geringste Effekt
wurde zwischen den Neuronen der Kokultur beobachtet. Vielmehr wurde hier sogar
ein Ruckgang der TNT-Bildung beobachtet, der in etwa dem bei PC12-251 Zellen

entspricht.
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Wird nun der Einfluss von oxidativem Stress auf die Zellen der
unterschiedlichen Zellsysteme verglichen, so lasst sich sagen, dass die
Auswirkungen auf die TNT-Bildung grundlegend verschieden sind. Freie OH-
Radikale fuhren bei PC12-251 Zellen zu einer Zunahme der Fluiditat der
Zellmembranen, was zu einer Reduktion der TNT-Bildung fuhrt. Im Gegensatz dazu
zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass freie OH-Radikale bei primaren Astrozyten
und Neuronen in Kokultur dazu fuhren, dass die TNT-Bildung zwischen Astrozyten
und Neuronen stark zunimmt. Diese Zunahme resultiert unter anderem daraus, dass
die Zellmembran der Astrozyten eine gelartige Struktur annimmt. Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass durch die Zugabe des Fentons Reagenz die
Aktinpolymerisation bei primaren Astrozyten induziert wird, was mit einer vermehrten
TNT-Bildung der Astrozyten korreliert [40]. Dies wird gestutzt durch den Befund, dass
TNTs in ihrer gesamten Lange von F-Aktin-Blndeln durchzogen sind und ihre
Ausbildung vermutlich von der Aktinpolymerisation abhangig ist [32]. Zusatzlich zu
der gesteigerten Aktinpolymerisation kommt weiterhin die durch die freien OH-
Radikale verursachte gelartige Struktur der Membran. Diese Veranderung der
Beschaffenheit der Zellmembran zeigt sich deutlich auch in den morphologischen
Veranderungen der primaren Zellen (vgl. Abbildungen 55ff.), die wahrend der

Mikroskopie beobachteten werden konnten.

Die unterschiedlichen Reaktionen der Zellen auf denselben oxidativen Stress
lassen vermuten, dass die Zusammensetzung und Beschaffenheit der
Zellmembranen bei den unterschiedlichen Zellen prinzipiell variiert, wenn nicht sogar
vollkommen unterschiedlich ist. So lassen Studien an Primarkulturen aus Neuronen
vermuten, dass Neuronen wahrend der Entwicklung die Cholesterolsynthese
reduzieren oder sogar unterlassen, um Energie zu sparen. Stattdessen importieren

sie Cholesterol von Astrozyten zum Beispiel durch Lipoproteine [26].

Ein weiterer interessanter Befund der Studien war, dass das Alter der
Astrozyten offenbar einen deutlichen Einfluss auf die TNT-Bildung hat, und zwar
unabhangig davon, ob die Zellen den freien OH-Radikalen ausgesetzt sind oder

nicht. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, ob mdglicherweise zu verschiedenen
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Zeiten der Entwicklung eines Organismus unterschiedliche TNT-Zahlen auftreten.
Dies macht im Hinblick entwicklungsbiologischer Modelle, zum Beispiel der

Musterbildung im Embryo, durchaus Sinn.

7.3 Untersuchung zur mechanischen Beeinflussung der TNT-

Bildung

Bei Tunneling Nanotubes handelt es sich um extrem sensitive Strukturen, die
sogar bei leichten Bewegungen des Zellkulturmediums, das sie umgibt, zerstort
werden kdnnen [69]. In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die TNT-
Anzahl zwischen Zellen durch chemische Einflisse stark beeinflusst werden kann.
So fuhrt der zuvor beschriebene oxidativer Stress durch Zugabe von Fentons
Reagenz, bzw. die Zugabe von Methy-B-Cyclodextrin, dazu, dass die TNT-Anzahl
zwischen PC12-251 Zellen reduziert wird (siehe Abschnitt 6.2.5).

Die Resultate der Versuche zur Auswirkung von physikalischem Stress auf die
TNT-Bildung zeigen, dass ein angelegter konstanter Mediumfluss zu einer Reduktion
des Verhaltnisses von TNTs zu Zellen auf unter 20 % fuhrt. Dieser Fluss wird genau
eine Stunde nach dem Ausplattieren der Zellen auf den mikrostrukturierten
Oberflachen gestartet. Gerade in dieser kritischen TNT-Bildungsphase flihrt der
Fluss entweder zu der Zerstorung einer Vielzahl der bestehenden TNTs, sodass
diese nicht mehr durch die mikroskopischen Verfahren detektiert werden konnen,
oder zu einer Inhibierung der TNT-Neubildung. Die Beobachtungen der Versuche
bestatigen also, dass TNTs mechanosensitiv auf physikalischen Stress reagieren,
d.h. die TNT-Anzahl durch den angelegten Mediumfluss merklich abnimmt. Des
Weiteren kann spekuliert werden, dass Gradienten potentieller Signalmolekile, die
das zielgerichtete Wachstum der TNTs steuern, durch den angelegten Fluss des
Zellkulturmediums derart in ihrer Konzentration sinken, dass dies zu dieser
dramatischen Reduktion der TNT-Anzahl fuhrt. Um welche Molekile es sich dabei

handeln kdnnte, konnte bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht geklart werden. Jedoch
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stellt das entwickelte System bestehend aus der eigens konstruierten Flow Cell und
den mikrostrukturierten Oberflachen ideale Plattformen fur weitere Experimente in

diese Richtung dar.

Interessant ist die Tatsache, dass die TNTs, die im Fluss detektiert werden
konnen, nicht ausschliellich in Flussrichtung zwischen den PC12-251 Zellen
ausgebildet werden. Vielmehr konnten TNTs im Fluss detektiert werden, die
orthogonal und auch diagonal zur Flussrichtung zwischen den Zellen aufgespannt
sind. Die Scherkraft der Flissigkeit ist offenbar nicht gro® genug, diese TNTs zum
Reillen zu bringen. Da TNTs vermutlich zielgerichtet ausgebildet werden, musste
man erwarten, dass, wenn |0sliche Signalmolekile beteiligt sind, durch den
angelegten Fluss die Bildungsrichtung vorgeben scheint. Aufgrund dieser
Beobachtung liegt die Vermutung nahe, dass bereits geringste Konzentrationen von
Signalmolekilen ausreichend sein kdnnten, um das zielgerichtete Ausbilden von
TNTs veranlassen zu konnen. Allerdings kann bislang nicht zwischen im
Mediumfluss neu gebildeten, bzw. bereits bestehenden TNTs unterschieden werden.
Die Experimente zeigen jedoch sicher, dass einzelne TNTs durchaus groéfReren
mechanischen Einflissen widerstehen kdénnen. An diesem Punkt kann Uber die
Existenz verschiedener Arten von TNTs spekuliert werden. In diesem
Zusammenhang beschrieb bereits Davis et al. die Existenz zweier unterschiedlicher
Arten von TNTs, die sich in ihrer zytoskeletalen Struktur und in ihren funktionalen
Eigenschaften unterscheiden [38]. Bezogen auf die Ergebnisse der Experimente zur
mechanischen Beeinflussung von TNTs konnte also spekuliert werden, dass auch
bei PC12-251 Zellen unterschiedliche TNT-Arten existieren, die unterschiedliche
Stabilitadten besitzen. Dies bedeutet, dass genau der Teil TNTs dem Mediumfluss
standhalten kann, der gegenuber dem anderen Teil in seinen strukturellen
Eigenschaften stabiler ist. Mechanosensitive TNTs konnten aufgrund dieser
Annahme dem Fluss nicht widerstehen und wirden infolgedessen zerreil3en.
Letztendlich koénnte davon ausgegangen werden, dass die trotz des Flusses
detektierbaren TNTs jener Gruppe angehoren, die sich durch ihre strukturelle

Standfestigkeit von den restlichen TNTs abgrenzen.
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Ein interessanter Beweis flr die Stabilitdt von einzelnen TNTs gegenuber
mechanischen Einflissen wurde ebenfalls wahrend der Mikroinjektion von
Cytochrome C in zwei durch ein TNT verbundenen Zellen erbracht. Zunachst konnte
durch diesen Versuch gezeigt werden, dass das TNT nicht durch die Injektion der
Cytochrome C Loésung in die Zellen zerstort wird (siehe Abschnitt 6.2.6). Des
Weiteren bleibt die Stabilitat des TNTs auch dann Uber einen Zeitraum von bis zu
zwei Stunden erhalten, wenn die beiden Zellen aufgrund des injizierten
Apoptoseinitiators apoptotisch werden. Dies ist insofern bemerkenswert, da die
Zellen aufgrund der Apoptose schrumpfen und auf der Oberflache massiv

apoptotische Vesikel gebildet werden (siehe Abbildung 33).

Aufgrund der Tatsache, dass TNTs nicht zerreilRen, wenn Zellen Substanzen
durch Mikroinjektion injiziert werden, ist diese Methode in Kombination mit den
mikrostrukturierten Oberflachen pradestiniert, kiinftig einen moglichen TNT-basierten
Transfer von Molekulen zu untersuchen [32]. Dabei kdnnte zunachst eine Substanz
der einen von zwei durch ein TNT verbundenen Zellen injiziert werden. Der mogliche
Transport dieser Substanz durch das TNT kann dann zum Beispiel verfolgt werden,
indem die eingebrachte Substanz fluoreszenzmarkiert ist. Gerade bei der Injektion
eines Apoptoseinitiators wie Cytochrome C ware es interessant zu beobachten, ob
die Substanz durch den Transport durch das TNT ebenfalls in der Empfangerzelle

die Induktion von Apoptose veranlasst.

Die Uberraschende Stabilitat einzelner TNTs warf die Frage nach der Kraft auf,
die naétig ist, ein zwischen zwei Zellen aufgespanntes TNT zum Reil3en zu bringen.
Diese Kraft wurde im Rahman dieser Arbeit mit Hilfe eines Rasterkraftmikroskops
(AFM) ermittelt. Das AFM wurde ursprunglich entwickelt, um Oberflachen von nicht
leitenden Materialien durch das Verfolgen der Deformation eines Mikrometer kleinen
Cantilevers wahrend des Scannens Uber eine Probe darzustellen [97]. Der Cantilever
kann jedoch auch als Kraftsensor verwendet werden. Auf diese Weise ist es im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig gelungen, die Kraft zu ermitteln, die flr das

Zerreil’en eines TNTs aufgebracht werden muss.
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Die aus den Versuchen gewonnenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass der
Abriss eines TNTs stufenweise erfolgt. Zusammmen mit Studien, die zeigen, dass
ein TNT in seiner gesamten Lange von einem prominenten F-Aktinbindel
durchspannt wird [32], kann spekuliert werden, dass die F-Aktin Bundel solange
nacheinander reil3en, bis schlielllich der ,leere“ Membranschlauch reif3t. Die aus den
Versuchen ermittelte mittlere Kraft, die aufgebracht werden muss, um ein TNT
abzureil’en, betragt 767.6 pN + 44.4 pN. Die Kraft, die nétig ist, die Bindung
zwischen zwei Aktin Monomeren aufzubrechen, ist fur F-Aktin 108 £ 5 pN und fast
unabhangig von der Lange des Filaments [98]. Der Vergleich dieses Wertes mit dem
fur das Reil3en eines TNTs in dieser Arbeit ermittelten Wertes lasst spekulieren, dass
maglicherweise bis zu sieben F-Aktin Filamente in einem TNT vorkommen konnten.
Aufgrund der Dicke eines TNTs von ca. 50 nm [32] im Vergleich zur ungefahren
Dicke eines Aktinbindels von 7 nm ist die ermittelte Anzahl von Aktin-Filamenten

also durchaus realistisch.

Eine weitere interessante Beobachtung ist die Tatsache, dass die frequent in
TNTs zu beobachtete Ausstllpung eines TNTs als Reservoir fur zusatzliche
Membran genutzt werden kann. Dieses Membranreservoir stellt offensichtlich
zusatzliche Zellmembran bereit, auf die bei Bedarf zurtuckgegriffen werden kann.
Wird ein TNT kunstlich gedehnt, z.B. im Zuge dieser Arbeit durch Wegziehen der
Zellen, zwischen denen das TNT befestigt ist, so reildt das TNT erst dann, wenn die
gesamte zusatzlich vorhandene Membran des Reservoirs aufgebraucht ist (siehe
Ergebnisse 6.2.8). Ahnliche Ergebnisse lieferten auch D. Raucher und M. P. Sheetz
[81]. Sie kamen aufgrund der Resultate ihrer Versuche zu dem Schluss, dass Zellen
ein Plasmamembran-Reservoir aufrechterhalten, um Anderungen in der
Membranspannung auszugleichen. Dieses Phanomen konnte jedoch nicht bei allen
TNTs beobachtet werden, und es ist zu diesem Zeitpunkt noch unklar, warum solche
Membranreservoirs nicht bei allen TNTs vorhanden sind. Bislang wurden solche
Ausstulpungen der TNTs als Membranausstilpungen, bedingt durch Organellen,

zum Beispiel Endosomen, angesehen [69].
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7. Diskussion

Diese und auch ahnliche komplexe Fragestellungen kénnen in Zukunft durch
die entwickelten mikrostrukturierten Oberflachen als standardisiertes Plattformsystem
in idealer Weise addressiert werden. Die immer gleichen Konditionen konnten kunftig

sogar auch bei der automatisierten Detektion von TNTs von groldem Vorteil sein [99].
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Abbildung 1: Schema der Prozessfuhrung in der optischen Photolithographie. 7
Abbildung 2: Generierung von self assembling monolayers (SAMs) auf Substraten.9
Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines zur SAM-Bildung befahigten Molekuls. 9
Abbildung 4: Signalweiterleitung zwischen Neuronen an einer chemischen Synapse.

13

Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zweier PC12-Zellen, die

Uber ein TNT miteinander verbunden sind (aus Rustom et al. 2004 [32]). Der
Pfeil kennzeichnet das TNT, die Boxen 1-3 sind in den rechten Bildern (1-3)
vergroRert dargestellt. Man beachte, dass das TNT zwischen zwei Zellen
aufgespannt ist und keinen Kontakt zum Substrat hat. Die TNT-Membran geht
scheinbar Ubergangslos in die Plasmamembranen der verbundenen Zellen Gber
(1, 3). 16

Abbildung 6: Flow Cell Eigenkonstruktion mit Anschlussschlauchen zum Durchfluss
des Zellmediums (Bild A) (Ma3stabsbalken, 2 cm). Die mikrostrukturierte

Oberflache wird mit Hlife eines Zweikomponentenklebers an das Teflongehause

der Flow Cell angebracht. Die transparente Plexiglasscheibe ermoglicht das
Visualisieren der Zellen unter dem Mikroskop unter dem Mikroskop, Bild B. 48
Abbildung 7: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen von der durch Photolithographie
hergestellten Chrommaske (A), und des mikrostrukturierten Deckglaschens (B),
(Malstabsbalken, 40 pm). 49

Abbildung 8: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen eines

mikrostrukturierten Deckglaschens. (A): 45° Seitenansicht in 200x-facher

Vergroflerung (MaRstabsbalken, 120 um). B zeigt die Aufsicht auf das Substrat

bei 500x-facher Vergrélierung (Mal3stabsbalken, 40 um). 50
Abbildung 9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von p-Goldschusseln
3700x-fach vergrolert. 51

Abbildung 10: Oberflachenabbildung einer y-Goldschissel mittels
Rasterkraftmikroskopie. A: Aufsichtsbild der Goldschussel, B: Seitenansicht

(Neigungswinkel 45°) einer Goldschussel. 52

Abbildung 11: Hohenprofil einer y-Goldschussel. 52
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9. Abbildungen

Abbildung 12: Bild A zeigt das Schaubild zur Frequenzanderung von 11-
Mercaptoundecansaure auf SiO,-Kristall, Bild B das entsprechende Schaubild

von 11-Mercaptoundecansaure auf Au-Kristall. 54

Abbildung 13: Bild A zeigt Schaubild der Frequenzanderung von 10-Aminodecan-1-
thiol auf SiO»-Kristall, Bild B das entsprechende Schaubild von 10-Aminodecan-
1-thiol auf Au-Kristall. 55

Abbildung 14: Bild A zeigt das Schaubild der Frequenzanderung von IKVAV-Peptid
auf SiO,-Kristall, Bild B das entsprechende Schaubild von IKVAV-Peptid auf Au-
Kristall. 55

Abbildung 15: A: Fluoreszenzbild WGA-gefarbter PC12-251 Zellen auf einer
biofunktionalisierter Oberflache, die durch ein TNT miteinander verbunden sind
(weilde Pfeilspitze). B: Fluoreszenzbild WGA-gefarbter PC12-251 Zellen auf

einer mikrostrukturierten Oberflache, die durch mehrere TNTs miteinander

verbunden sind (weilde Pfeilspitze), (Malistabsbalken je 10 um). 57
Abbildung 16: Die Durchlichtbilder A und B zeigen die Anordnung von PC12-251
Zellen auf mit 10-Aminodecan-1-thiol biofunktionalisierten Oberflachen
(Malstabsbalken je 15 um). 58
Abbildung 17: Die Durchlichtbilder A und B zeigen PC12-251 Zellen auf mit 11-
Mercapto-undecansaure biofunktionalisierten Oberflachen (MalRstabsbalken je
15 um). 59
Abbildung 18: Die Durchlichtaufnahmen A und B zeigen vereinzelte PC12-251
Zellen auf mit IKVAV-biofunktionalisierten Oberflachen (Mal3stabsbalken je

15 pym). 59
Abbildung 19: Fluoreszenzbild von PC12-251 Zellen (WGA 488) auf einer IKVAV-
biofunktionalisierten Oberflache (Mal3stabsbalken, 20 um). 60

Abbildung 20: A: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Anordnung von
PC12-251 Zellen auf einer IKVAV-funktionalisierten mikrostrukturierten
Oberflache 720x-fach (Mal3stabsbalken, 30 um). B: REM-Aufnahme der Affinitat
einer PC12-251 Zelle zu einer IKVAV-funktionalisierten py-Goldschissel 3200x-
fach (Mal3stabsbalken, 6 pm). 60

Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von PC12-251 Zellen auf

einer PLL-beschichteten Glasoberflache (A). Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme von PC12-251 Zellen 2h auf einer IKVAV-biofunktionalisierten
mikrostrukturierten Oberflache (B) (Malstabsbalken je 20 um). 61
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Abbildung 22: Vergleich des Verhaltnisses von TNTs zu Zellen auf Gas und
mikrostrukturierter Oberflache. 62

Abbildung 23: A: Visualisierung von TNTs (weil3e Pfeilspitzen) zwischen PC12-251
Zellen (Maldstabsbalken, 30 um). B: Ausbildung eines TNT-Netzwerkes (weile

Pfeilspitzen) zwischen PC12-251 Zellen auf einer mikrostrukturierten Oberflache
(MaRstabsbalken, 10 um). C: Mehrfach-TNTs (weil3e Pfeilspitzen) aufgespannt
zwischen zwei PC12-251 Zellen. D: Zwei PC12-251 Zellen, die durch ein TNT
(weilde Pfeilspitze) miteinander verbunden sind (MaRstabsbalken je 20 ym). _ 63
Abbildung 24: A: Ubersichtsaufnahme von PC12-251 Zellen, die durch ausgebildete
TNT-Netzwerke (weil’e Pfeilspitzen) miteinander verbunden sind 680x-fach
(Malstabsbalken, 30 um). B: Detailaufnahme zweier durch ein TNT (weilde
Pfeilspitze) verbundener PC12-251 Zellen 2300x-fach (Mal3stabsbalken, 10 pym).

64
Abbildung 25: TNT-Langenverteilung bei PC12-251 Zellen der Passage 15 auf
mikrostrukturierten Oberflachen. 66
Abbildung 26: Verteilung der Hohendifferenz der TNT-Ansatzstellen bei PC12-251
Zellen der Passage 13 auf mikrostrukturierten Oberflachen. 67

Abbildung 27: pEGFP-F transfizierte PC12-251 Zellen auf mikrostrukturierten
Oberflachen (A und B), (MalRstabsbalken je 15 um). Man beachte, dass zu
keinem Zeitpunkt TNTs zwischen den Zellen detektiert werden konnten. 68

Abbildung 28: A: Ubersichtsaufnahme VSV-G transfizierter PC12-251 Zellen auf
einer mikrostrukturierten Oberflache. Hierbei wird die strukturierte Anordnung
der PC12-251 Zellen auf der Oberflache besonders deutlich (200x-fache
VergroRerung, Malstabsbalken 100 uym). Bild B zeigt Details der
morpholgischen Veranderungen von Zellen, die VSV-G exprimieren (blaue Box)
und nicht VSV-G exprimierende Zellen (rote Box) (VergroRerung: 600x-fach,
Malstabsbalken 30 ym). 69

Abbildung 29: Fluoreszenzbilder von Fentons-stimulierten PC12-251 Zellen
(WGA 488) auf mit IKVAV-biofunktionalisierten Oberflachen (A und B). Man
beachte, dass die Zellmembranen eine deutlich fransige Struktur aufweisen.
Vereinzelt konnen jedoch TNTs detektiert werden (B, Pfeilspitze),
(Malstabsbalken je 25 um). 70
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Abbildung 30: Einfluss des Fentons Reagenz auf die TNT-Bildung unter
Berucksichtigung des Alters der Kultur auf mikrostrukturierten Oberflachen. _ 71
Abbildung 31: Fluoreszenzbilder von mit MBCD-behandelten PC12-251 Zellen
(WGA 488) (A) und nicht behandelten PC12-251 Zellen (B) auf mit IKVAV-
biofunktionalisierten Oberflachen. Detektierte TNTs sind durch weil3e
Pfeilspitzen markiert (Ma3stabsbalken je 20 pm). 72
Abbildung 32: Einfluss von Methyl-3-Cyclodextrin auf die TNT-Bildung. 73
Abbildung 33: Durchlichtaufnahme zweier PC12-251 Zellen (weil3e Pfeile), die
durch ein TNT (weile Pfeilspitze) verbunden sind (Bild A). Rechts im Bild ist die
Injektionsnadel sichtbar (MaRstabsbalken, 30 um). Fluoreszenzmikroskopische

Aufnahme (Bild B) der beiden Zellen (weile Pfeile), in die erfolgreich
Cytochrome C injiziert wurde (Mal3stabsbalken, 30 um). DIC-Aufnahme (Bild C)
des TNTs (weile Pfeilspitze) zwischen den apoptotischen PC12-251 Zellen
(weilde Pfeile) (MaRstabsbalken, 15 um). Das TNT (weile Pfeilspitze) ist 2
Stunden nach der Injektion noch vallig intakt. 75

Abbildung 34: Vergleich unterschiedlicher Geschwindigkeiten des Mediumflusses
und deren Effekt auf die TNT-Bildung nach 1h Inkubation. 77

Abbildung 35: Effekt eines konstanten Mediumflusses von 0.5 ml/min auf die TNT-
Bildung 3h nach dem Ausplattieren der PC12-251 Zellen auf den

mikrostrukturierten Oberflachen. 78

Abbildung 36: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines TNT-Netzwerkes
(weilde Pfeilspitzen) auf einer mikrostrukturierten Oberflache (Bild A, bei 2300x-
facher Vergrof3erung, Mal3stabsbalken 10 um) und von F-Aktinblndeln (weilde
Pfeilspitze) (Bild B, bei 24700x-facher VergroRerung, Maldstabsbalken 600 nm).
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Abbildung 37: A: Fluoreszenzbild zweier durch ein TNT (weil3e Pfeilspitze)
verbundener PC12-251 Zellen (weil3e Pfeile). B: Durchlichtbild eines Cantilevers,

an dem eine mit PLL immobilisiert PC12-251 Zelle (weil3er Pfeil) zu sehen ist

(Mafstabsbalken je 15 um). 81
Abbildung 38: Kraftspektrum eines TNT-Abrisses. 82
Abbildung 39: Kraftspektrum von zwei TNT-Abrissen zwischen zwei PC12-251

Zellen. 83

128



9. Abbildungen

Abbildung 40: Die Bilder A-D zeigen den zeitlichen Verlauf des Dehnvorgangs eines
TNTs zwischen zwei PC12-251 Zellen Uber eine Gesamtdistanz von 45°um

(Mafstabsbalken je 15 um). Die weil3en Pfeile zeigen die TNT-Asatzstellen an

den Zellen, die weilden Pfeilspitzen die Membranverdickung im TNT. 84
Abbildung 41: Kraftspektrum eines TNT-Abrisses nach Dehnung des TNTs Uber
eine Distanz von 45 ym. 85

Abbildung 42: Hippokampale Kokulturen auf mit 10-Aminodecan-1-thiol
funktionalisierten Oberflachen (A und B) (Mal3stabsbalken je 40 um). Beide
Durchlichtaufnahmen zeigen die sehr gute Zellvereinzelung und Affinitat der
Zellen zu den biofunktionalisierten Goldflachen der Mikrostrukturen. C und D:
Die Astrozyten wurden mit dem in vivo Farbstoff Dil angefarbt (rot), die
Zellmembran durch Zugabe des Farbstoffes WGA 488 grun. Auch auf diesen
Fluoreszenzaufnahmen ist die sehr gute Zellvereinzelung und Affinitat zu den
biofunktionalisierten Goldflachen gezeigt (MalRstabsbalken, 20 um). 87

Abbildung 43: Rasterelektronenmikroskopische Analyse von hippokampalen
Kokulturen. A: Referenzprobe der Kokultur aus Astrozyten und Neurone auf
einem Glassubstrat 100x-fach (Mal3stabsbalken, 250 um). B: Astrozyten und
Neurone der Kokultur auf einer mit 10-Aminodecan-1-thiol funktionalisierten
Oberflache (Mal3stabsbalken, 50 ym). C: Astrozyt und Neuron auf einer
biofunktionalisierten Oberflache 1400x-fach (MaRstabsbalken, 20 um). 89

Abbildung 44: Fluoreszenzaufnahmen (A und B) von Astrozyten (weil3e Pfeile), die
durch ein TNT (weile Pfeilspitzen) miteinander verbunden sind, auf
mikrostrukturierten Oberflachen (Malistabsbalken, 20 pym). 90

Abbildung 45: Fluoreszenzaufnahmen (A und B) von TNTs (weil3e Pfeilspitzen),

welche zwischen jeweils einem Astrozyt und einem Neuron aufgespannt sind
(Mafstabsbalken, 20 um). Beide Zelltypen zeigen eine sehr gute Affinitat zu den
biofunktionalisierten Goldflachen der mikrostrukturierten Oberflachen. 91
Abbildung 46: Fluoreszenzmikroskopische Analysen von TNTs (weil3e Pfeilspitzen)
zwischen primaren Neuronen auf mikrostrukturierten Oberflachen (A und B)
(Mafstabsbalken, 20 um). Die Neuronen weisen ebenfalls eine sehr hohe

Affinitat zu den biofunktionalisierten Goldflachen der Mikrostrukturen auf. 92
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Abbildung 47: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (A) von Astrozyten und
Neuronen auf einer biofunktionalisierten Oberflache 670x-fach (Mal3stabsbalken,
40 ym). Die TNTs (weil3e Pfeilspitzen), die in dieser Aufnahme detektiert werden
koénnen, sind zwischen den Neuronen auf der Oberflache aufgespannt. B:
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Astrozyten, der eine hohe
Affinitat zu denen ihn umgebenden biofunktionalisierten Goldflachen zeigt
2000x-fach (Maldstabsbalken, 10 um). Bei dieser Art von Kokultur ist es mdglich,
dass Neurone auf Astrozyten liegen, bzw. auf dem Astrozyt adharieren. Die
detektierten TNTs sind hier zwischen dem Astrozyt und den sich darauf

befindenden Neuronen aufgespannt. 92

Abbildung 48: Gesamtubersicht Uber den Einfluss chemischer Stimulation auf die
TNT-Bildung in einer Astrozyten-Neronen-Kokultur in Abhangigkeit des Alters
der Astrozyten. 94

Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (A) mehrerer TNTs (weil3e
Pfeilspitzen), die zwei Astrozyten miteinander verbinden (MafRstabsbalken,
20 um). Hier ist deutlich das durch das Fentons Reagenz verursachte fransige
Aussehen der Zellmembran zu erkennen. B: Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme eines TNTs, welches zwei Astrozyten miteinander verbindet
(Mafstabsbalken, 20 pm). 95
Abbildung 50: Einfluss chemischer Stimulation auf die TNT-Bildung zwischen

Astrozyten in Abhangigkeit des Alters der Astrozyten. 96
Abbildung 51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (A und B) von TNTs (weil3e
Pfeilspitzen), die zwischen Astrozyten und Neuron aufgespannt sind
(Mafstabsbalken, 20 ym). Auch hier ist die fransige Morphologie der
Zellmembran zu erkennen, die auf die freien OH-Radikale zurickzufuhren sind.
97

Abbildung 52: Einfluss chemischer Stimulation auf die TNT-Bildung zwischen
Astrozyten und Neuronen in Abhangigkeit des Alters der Astrozyten. 98

Abbildung 53: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (A und B) von Neuronen, die
durch TNTs (weile Pfeilspitzen) miteinander verbunden sind (Mal3stabsbalken,
20 ym). Hierbei konnten sogar TNT-Netzwerke zwischen Neuronen auf den
Mikrostrukturen detektiert werden (B). 99
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Abbildung 54: Einfluss chemischer Stimulation auf die TNT-Bildung zwischen
Neuronen. 99

Abbildung 55: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung (A) eines mit Fentons
Reagenz behandelten Neurons. Hier sind deutlich die ausladenden
Dendritenverzweigungen erkennbar. B, C und D: Fluoreszenzbilder von
Membranverzweigungen von mit Fentons Reagenz stimulierten Astrozyten. Die
Astrozyten zeigen deutlich lange Membranauslaufer (Mal3stabsbalken, 20 um).
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