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Biomechanical properties of single cells provide information about the state of the cy-
toskeleton, which in return gives information about the health state of the cell. In the
case of tumour cells it was observed that these are softer than the cells of their healthy
counter-part. Whether this behaviour can be used only for the discrimination of tumour

and non-tumour cells or if it is a potential prognostic marker remains unclear.

The hypothesis whether transient and non-transient alterations of cytoskeletal and thus
biomechanical properties of cells represent a marker for the invasiveness of glioma cells
was tested. Five different glioma cell lines were treated with cannabinoids, irradiated
or stably transfected with metastasis-associated in colon cancer gene 1 (MACC1) or
an isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) Mutation. To address alterations of cytoskeletal
properties, changes of mechanical properties of single cells were measured using atomic
force microscopy. The invasiveness of cell lines was determined using a co-culture model
with organotypical hippocampal slice cultures.

A network analysis revealed a negative correlation between a “generalized stiffness” and
the invasiveness for all tested glioma cell lines, treatments and tumour invasion time
points. Consequently it was shown for the first time that a “generalized stiffness” is a
potential marker for the invasiveness of various glioma cell populations in our model and
thus might be of high clinical relevance for drug testing.
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der Tumorinvasion
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Biomechanische Eigenschaften von Einzelzellen enthalten Informationen iiber den Zu-
stand des Zytoskelettes, welches wiederum Informationen iber den Gesundheitszustand
der Zelle liefert. Bei Tumorzellen konnte bereits festgestellt werden, dass sie ein geringe-
res Elastizititsmodul besitzen, als die Zellen ihres Ursprungsgewebes. Ob diese Anderung
der mechanischen Eigenschaften nur fiir die Unterscheidung von Tumor- und Nicht-
Tumorzellen verwendet werden kann oder auch als potentieller prognostischer Marker,

ist jedoch gegenwértig unklar.

Diese Arbeit untersucht die Hypothese, ob transiente oder nicht-transiente Veradnder-
ungen biomechanischer Eigenschaften und damit des Zytoskelettes, einen Marker fiir
die Invasivitdt von Gliomzellen darstellen. Es wurden fiinf verschiedene Gliomzelllinien
verwendet, die entweder mit Cannabinoiden behandelt, bestrahlt oder das metastasen-
assoziierte Kolonkarzinom Gen 1 (MACC1) oder eine Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1)
Mutation besitzen. Verdnderungen des Zytoskelettes wurden indirekt, iiber mechanische
Eigenschaften, mittels Atomkraftmikroskopie gemessen. Die Invasivitdt der genutzten
Zellen wurde in einem Co-Kultur Model mit organotypischen hippocampalen Schnitt-

kulturen ermittelt.

Eine Netzwerkanalyse konnte eine negative Korrelation zwischen einer “verallgemeiner-
ten Festigkeit” und der Invasivitéit der Tumorzellen, fiir alle Zelllinien, alle Behandlungen
und Invasionszeitpunkte, ermitteln. Folglich konnte gezeigt werden, dass die “verallge-
meinerten Elastizitdt” ein potentieller Marker fiir die Tumorinvasivitéit ist und daher
auch eine mogliche klinische Relevanz fiir Medikamententests besitzt.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Zelle und Zytoskelett

Eine der wichtigsten Organisationsstrukturen komplexer Lebewesen ist die Zelle, die
in mannigfaltiger Variation vorkommt und sowohl in ihrer Struktur, als auch in Grofle
und Funktion, an ihre Lokalisation und Aufgaben angepasst ist. Viele Zelltypen be-
sitzen jedoch identische funktionelle Einheiten, die unter anderem fiir selbsterhaltende
Mafinahmen, Zellteilung, Bewegung oder die Reaktionen auf externe Reize notwendig
sind. Eine Struktur, die in jeder humanen Zelle vorkommt, ist das Zytoskelett. Beim
Zytoskelett handelt es sich um eine, im Zytoplasma befindliche, Netzwerkstruktur, die
aus Proteinen besteht. Diese Struktur ist jedoch nicht zeitlich stabil, sondern in ei-
nem andauernden Prozess der Restrukturierung befindlich [1]. Die aktuelle Zytoske-
lettorganisation ist abhéngig von Interaktionen mit anderen Proteinen und auch den
vorangegangenen Zustinden des Netzwerkes (Hysterese) [2]. Das Zytoskelett sorgt fiir
den mechanischen Widerstand gegeniiber externen Kriften und ist damit auch form-
gebend fiir die Zelle [1]. Weiterhin ist es fiir die Migration, Zellteilung oder fiir in-
trazelluldare Transportvorgénge von Bedeutung. Durch den Kontakt zur extrazelluldren
Matrix und anderen Zellen sorgt das Zytoskelett fiir die Stabilisierung von Geweben [3].
Das Zytoskelett besteht - bei tierischen Lebewesen - aus 3 Hauptkomponenten, den Mi-
krotubuli, den Intermediérfilamenten und den Aktinfilamenten. Mikrotubuli sind feste,
rohrenformige Polymere, die im Normalfall als einzelne Fasern auftreten und mit dem
intrazelluldren Transport, Zellteilung und der Positionierung von Organellen assoziiert
sind. Unter Intermediérfilamenten versteht man eine heterogene Gruppe von Biopoly-
meren, die Netzwerkstrukturen formen und die mechanischen Eigenschaften einer Zelle
stark beeinflussen. Als Aktinfilamente werden Polymere bezeichnet, die Netzwerk- und
Faserstrukturen ausbilden, sowie die Bewegungsfihigkeit und Kraftgenerierung der Zelle
mafigeblich bestimmen.



Chapter 1. Einleitung 2

1.1.1 Aktin und Aktinstrukturen
1.1.1.1 Aktinfilamente

Aktinfilamente sind, im Gegensatz zu Mikrotubuli und Intermedidrfilamenten, semi-
flexible Polymere, die quervernetzte Netzwerke formen. Semi-flexibel bedeutet, dass ihre
Persistenzlinge etwa so grof3 ist wie die Lénge des einzelnen Filamentes. Die Persis-
tenzlénge ist die Langenskala, bei der die Korrelation zwischen zwei Tangenten ent-
lang des Filaments auf 1/e abfillt [4]. Wenn die Filamentliange sehr viel groer ist als
die Persistenzldnge, wird ein Polymer als elastisch bezeichnet, also genau dann, wenn
die thermischen Fluktuationen zu starken transversalen Fluktuationen des Filamentes
fiihren konnen, wihrend feste Polymere keine bzw kaum Fluktuationen aufweisen. Ak-
tin ist die dynamischste der 3 Polymergruppen und kann innerhalb kurzer Zeitrdume
massive strukturelle Verdnderungen seines Netzwerkes vollfiihren und determiniert da-
mit mafigeblich die Form der Zelle und ihre migratorischen Eigenschaften. Ein Aktin-
filament besteht aus Aktinmonomeren, sogenanntem globulédren Aktin (G-Aktin), das
ein Molekulargewicht von 42k Da hat. Unter physiologischen Bedingungen polymerisiert
G-Aktin zu langgezogenen Helixstrukturen, dem filamentésen Aktin (F-Aktin), das im
Mittel 6 — 7um lang ist [5]. Die Geschwindigkeit der F-Aktinformation ist mafigeblich
durch die ersten Nukleationsschritte, zu Di- und Trimeren, limitiert [6]. Mit Erreichen
der Trimergrofle erhoht sich die Filamentwachstumsgeschwindigkeit sehr stark und in
Abhéngigkeit von der Menge verfiigbarer G-Aktin Monomere [7]. Die sich formenden
Aktinfilamente besitzen eine rechts-hindige Helixstruktur und da G-Aktin polare En-
den aufweist, besitzt auch F-Aktin polare Enden, die als (-) und (4) bezeichnet werden,
wobei das (+)-Ende eine schnellere Dynamik besitzt und etwa 10z so schnell elongiert,
wie das (-)-Ende [8, 9].

1.1.1.2 Profilin

Da die Formation von F-Aktin spontan erfolgt, wenn eine kritische Konzentration von
~ 0.1uM tiberschritten wird [10], ist es notwendig, die Entstehung von Aktinfilamenten
innerhalb der Zelle zu kontrollieren. Ein solcher Kontrollmechanismus wird durch Profi-
lin gewéhrleistet, welches ein aktinbindendes Protein ist und die Homdostase von Aktin
reguliert [10-14], indem es die spontane Bildung von Aktindi- und -trimeren inhibiert
[10]. Aktinmonomere, die an Profilin gebunden sind, kénnen lediglich fiir die Bildung
neuer Aktinfilamente mittels Nukleationsfaktoren genutzt werden. Ein solcher Nuklea-
tionsfaktor ist zum Beispiel der Arp2/3 Komplex (actin-related-proteins 2/3 complex),
der durch Proteine der WASP/WAVE Familie (Wiskott-Aldrich-Syndrom-Proteine) und
Formin aktiviert wird [15-17]. Profilin spielt ebenfalls eine Rolle in der Elongation von
Aktinfilamenten in Gegenwart von Forminen, die zusammen zu einer ~ 9z schnelleren
Elongation, als bei freien Aktinfilamenten, fithren konnen [18-22]. Weiterhin verhindert
Profilin die Polymerisation von Aktin am (-)-Ende und fithrt damit zu einer verstérkten
Polarisierung wihrend der Bildung von Aktinfilamenten [23].
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1.1.1.3 Verzweigte Aktinnetzwerke

Neben den quasi linearen Aktinfilamenten gibt es verzweigte Aktinnetzwerke, die stark
mit der Zellbewegung, Forminderungen und Krafterzeugung assoziiert sind und vom
Arp2/3 Komplex gebildet werden [24-31]. Die vom Arp2/3 Komplex gebildeten Aktin-
netzwerke befinden sich im Allgemeinen an der Zellfront [32] und formieren sich auf einer
kurzen Zeitskala, weshalb der Regulation dieses Netzwerkes eine besondere Bedeutung
zukommt [33, 34]. Die Entstehung einer vernetzten Aktinstruktur wird von einem Pri-
mer, einem bereits existierendem Aktinfilament, initiiert, dessen Seite an den Arp2/3
Komplex bindet [16, 35, 36], der wiederum durch nukleationsbegiinstigende Faktoren
der WASP/WAVE Familie aktiviert wird [15-17]. Zur Bildung eines dichten Netzwerkes
sind jedoch, neben den Nukleationsfaktoren, noch sogenannte Capping Proteine not-
wendig, um das Wachstum der (+)-Enden der Filamente zu inhibieren [35, 37-41]. Die
Aktinfilamente wiirden sonst in vielen Féllen parallele Biindel formen, die suboptimal
fiir die Kraftgenerierung wéren [35, 37, 39, 42-44] (Abb. 1.1). In Gegenwart von Cap-
ping Proteinen ist der Arp2/3 Komplex in der Lage Teilnetzwerke zu generieren, die von
verschiedenen Filamenten ausgehen, sich verbinden kénnen und Kréfte nahe der Zell-
membran generieren konnen [35, 39]. Die Zahl der Knoten- bzw Vernetzungspunkte des
verzweigten Netzwerkes ist entscheidend fiir dessen mechanische Figenschaften und das
Elastizitdtsmodul skaliert entsprechend mit 1/M%, mit der Maschenweite M [45]. Das
Arp2/3-Aktinnetzwerk hat visko-elastische Eigenschaften, ist also auf kleinen Zeitskalen
(< 1min) elastisch und auf langen Zeitskalen viskos, verhélt sich also wie eine Fliissigkeit
(> 10min) [35, 39].

1.1.1.4 Quervernetzte Aktinfilamente

Neben den bereits beschriebenen netzartigen Aktinstrukturen gibt es Aktinstrukturen
die mithilfe von Crosslinkern gebildet werden. Crosslinker sind Molekiile, die einzelne
Aktinfilamente transient oder nicht-transient aneinander binden und entweder passiv
(zum Beispiel Scruin, Fascin, a—Aktinin, Filamin oder Fimbrin) oder aktiv (Myosin)
sind. Durch Crosslinker quervernetzte Aktinfilamente kontrollieren mafigeblich Form und
mechanische Integritiat der Zelle [2, 46-50]. Crosslinker haben jedoch - mit Ausnahme
des Arp2/3 Komplexes - wenig bzw keinen Einfluss auf die Aktinassemblierung [50—
53]. Crosslinker verbinden Aktinfilamente in verschiedenen Absténden, von 10nm fiir
Fimbrin bis zu 160nm fiir Filamin, was die Dichte des resultierenden Aktinbiindels de-
terminiert [54-56]. Fimbrin und Fascin haben einen geringen Bindungsabstand und for-
men somit dichte Aktinbiindel, bei denen die einzelnen Filamente parallel, anti-parallel
oder in gemischter Orientierung vorkommen kénnen [57, 58]. Gréfiere Crosslinker, wie
a—Aktinin oder Filamin, konnen sowohl in Filamentbiindeln als auch in Netzwerken
auftreten [46, 53, 59-62] (Abb. 1.1). Welche Crosslinker, in welcher Menge, in welcher
Struktur zu finden sind, ist zusétzlich abhéngig von der Geschwindigkeit der Filament-
generierung. So wurde zum Beispiel fiir a—Aktinin beobachtet, dass eine hohe Fila-
mentwachstumsgeschwindigkeit zu einer geringeren Aktinmobilitéit fiihrt und dadurch
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die Biindelbildung durch a—Aktinin verhindert [51]. Wenn quervernetzte Aktinnetzwer-
ke eine homogene Struktur besitzen, fiihren Kréfte, die auf langen Zeitskalen wirken,
zu einer Reorganisation der Crosslinker und dauerhaften Forménderungen, also einem
viskosen Verhalten [63]. Auf kurzen Zeitskalen verhélt sich ein solches Netzwerk elastisch
und kehrt entsprechend in seine urspriingliche Form zuriick [63]. Im Allgemeinen erhoht
die Prédsenz von Crosslinkern somit den elastischen Anteil des Netzwerkes und reduziert

den viskosen.

1.1.1.5 Parallele und anti-parallele Aktinbiindel

Parallele Aktinbiindel befinden sich unter anderem in Filopodia [41, 49, 64], wobei das
(4)-Ende des Biindels im Allgemeinen in Richtung der Zellmembran orientiert ist [46].
Der Kontakt der Filamente innerhalb des Biindels wird iiber Crosslinker realisiert und die
Aktin-Crosslinker-Bindungen kénnen innerhalb von Sekunden geformt oder geldst wer-
den [65-67]. Bisher wurden zwei Mechanismen vorgeschlagen, wie parallele Aktinbiindel
entstehen konnen. Der erste Mechanismus involviert die Arp2/3 Komplex abhingige
Elongation von Aktinfilamenten in Abwesenheit von Capping Proteinen, so dass frei
wachsende (+)-Enden der Aktinfilamente - iiber elektrostatische Wechselwirkungen -
einen Ubergang vom netzwerkartigen Wachstum zum parallelen Wachstum machen [44].
Geometrische Einschrinkungen und der Winkel in dem Filamente aufeinander treffen be-
stimmen dabei, ob parallele oder anti-parallele Biindel entstehen [44]. Im Falle paralleler
Strukturen kénnen die Aktinbiindel, mit Hilfe von Crosslinkern wie Fascin, anschliefend
stabilisiert werden. Der zweite Mechanismus beschreibt eine Formin-abhingige Generie-
rung paralleler Aktinbiindel [68, 69]: Dabei fungiert die Formin-Domé#ne FH1 als eine
Ringstruktur, in der Profilin-Aktin Molekiile eingefangen werden kénnen, wéhrend die
FH2 Doméne mit dem (+)-Ende des Filaments interagiert [70, 71] (Abb. 1.1). Einige
Mitglieder der Forminfamilie wandern jedoch vom Ende des Filaments in die Mitte [72],
wodurch Formine ebenfalls als Crosslinker fiir (anti-)parallele Aktinstrukturen fungieren
kénnen [72-75]. Da jedoch Formine nicht notwendigerweise Aktinbiindel formen [76], ist
es wahrscheinlich, dass Formine mit anderen Proteinen, wie zum Beispiel Crosslinkern
oder Ena/VASP interagieren. Ena/VASP ist eine Proteinfamilie, die unter anderem ei-
ne anti-capping Funktion hat, also den Stopp der Aktinpolymerisation in Gegenwart
von Capping-Proteinen verhindern kann und das Wachstum des Aktinfilaments am (+)-
Ende begiinstigt [77-81]. Frei wachsende parallele Aktinbiindel kénnen eine Kraft auf
Objekte ausiiben [21, 82|, die in etwa der Kraft entspricht, die notwendig ist, um das
Wachstum eines einzelnen Filamentes zu stoppen [83]. Es ist daher wahrscheinlich, dass
wéahrend des Biindelwachstums nur einzelne Filamente gleichzeitig in Kontakt mit einem

Hindernis kommen [83].

Anti-parallele Aktinbiindel sind im Allgemeinen mit dem Crosslinker bzw dem Motorpro-
tein Myosin verbunden, der die anti-parallelen Filamente aktiv gegeneinander verschie-
ben kann. Somit sind anti-parallele Strukturen kontraktil und notwendig fiir die Funktion
der Stressfasern, wiahrend der Zell-Zell und Zell-Matrix Adhésion [58, 84-89]. Wie bei
parallelen Aktinbiindeln werden anti-parallele Biindel durch Crosslinker stabilisiert, die
diese Orientierung bevorzugen, wie zum Beispiel a—Aktinin oder Fimbrin [86, 90, 91]
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(Abb. 1.1). Durch die Aktivierung des Motorproteins Myosin stehen Filamentbiindel un-
ter mechanischer Spannung, was entweder zu einer Kontraktion des Biindels oder dessen
Auflésung fithren kann [92-94]. Ohne andere Crosslinker kontrahieren anti-parallele Ak-
tinstrukturen stark bei einer Myosinaktivierung, bevor sie disassemblieren, wohingegen
Quervernetzung zu einer reduzierten Kontraktion vor der Auflosung fithrt [95]. Weiter-
hin beeinflusst die Lédnge des Biindels dessen kontraktilen Eigenschaften, da mit der
Linge auch die Dichte von Myosin variiert und somit die erzeugte Spannung [96].

Die mechanischen Eigenschaften der (anti-)parallelen Aktinbiindel héngen von der Art
des Crosslinkers ab, also ob sie ein kompaktes oder weniger kompaktes Biindel formen
und ob sie eine Verschiebung der einzelnen Filamente gegeneinander zulassen. Fiir ein
paralleles Aktinbiindel kénnen die mechanischen Eigenschaften aus der Kraft F', die
notwendig ist, um das Biindel zu biegen, bestimmt werden. Fiir N nicht quervernetzte
Aktinfilamente gilt: F = N x 72 x kg * T * l,/L , mit der thermischen Energie kT,
der Persistenzlénge des Filaments [, und der Linge des Biindels L. Fiir quervernetzte
Aktinbiindel, ohne die Option der Verschiebung der einzelnen Filamente zueinander, ska-
liert die Kraft mit N2. Somit ergibt sich fiir die Persistenzléinge des nicht quervernetzten
Biindels L, = N * [, und fiir das statisch verbundene: L, = N 2 % lp.

1.1.1.6 ADF/Cofilin induzierte Aktindisassemblierung

ADF/Cofilin ist eine Familie aktinbindender Disassemblierungsfaktoren, die Aktinfila-
mente teilen und fragmentieren [97, 98], aber nicht die Depolymerisationsrate verdndern
[99]. Die Effizienz von ADF /Cofilin hingt von dessen Sattigung am Aktinfilament ab, da
Filamente mit einer geringen Zahl an ADF /Cofilin schneller fragmentieren, wohingegen
Filamente, die vollstéindig mit ADF/Cofilin geséttigt sind, stabilisiert werden [100—-104].
Die Disassemblierung durch ADF /Cofilin wird wahrscheinlich durch eine reduzierte Per-
sistenzlidnge einzelner Filamente nach der ADF /Cofilin Bindung verursacht, was zu einer
Reduktion der Persistenzlénge auf bis zu 20% fiithren kann [103]. ADF /Cofilin bindet be-
vorzugt an ADP-Aktin, welches sich am weniger dynamischen Bereich des (-)-Endes des
Filamentes befindet und weniger stark an, im Bereich des (+)-Endes befindlichen, ATP-
Aktin [105, 106]. Eine Bindung von ADF/Cofilin an ATP-Aktin beschleunigt dessen
Ubergang zu ADP-Aktin und somit dessen Dissoziation [105]. Da ADF /Cofilin nicht am
(+)-Ende binden kann, ist es nur moglich eine vollstédnde Sattigung eines Aktinfilamentes
zu erreichen, wenn das (+)-Ende vorher mit einem Capping Protein gebunden wurde und
somit nicht mehr wachsen kann [104]. Mit Ausnahme von Fascin reduzieren Crosslinker
die von ADF/Cofilin induzierte Fragmentierung von Aktinbiindeln [52, 82, 107, 108].
In netzartigen, Arp2/3 generierten, Aktinstrukturen teilt ADF/Cofilin sowohl Aktin-
filamente, als auch die durch den Arp2/3 generierten Verkniipfungen von Filamenten
[109-111]. Da ADF/Cofilin bevorzugt die &élteren ADP-Aktinstrukturen bindet, 16st es
bevorzugt die inaktiven Kompartimente verzweigter Netzwerke auf [97, 98, 112, 113].
Ebenfalls wurde beobachtet, dass zufillige ADF /Cofilin induzierte Dissassemblierungen
die Aktinumsetzung, durch makroskopische Netzwerkbriiche, bei denen grofie Teile des
Netzwerkes plotzlich kollabieren, erleichtern kénnen [97, 98].
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ABB. 1.1: A) zeigt die wichtigsten Aktinstrukturen einer motilen Zelle (oben). Die Ver-
groflerung der einzelnen Strukturen zeigt deren spezifischen Aufbau. Der untere Bildteil
stellt eine mechanische Reprisentation der Zelle dar. Hierbei stellen griine Elemente,
aufgrund der Myosinaktivitit, aktive Federn dar, wihrend rote Elemente energiedis-
sipierende Strukturen représentieren. B) zeigt einzelne Aktinorganisationsstrukturen
(links) und deren mechanische Représentationen (rechts). Die durch Arp2/3 geformte
und durch Cappingproteine limitierte Struktur, formt ein Netzwerk, dessen mechani-
sche Interaktion als Feder zwischen Baryzentren dargestellt werden kann. In Abwesen-
heit der Cappingproteine werden lange Aktinbiindel geformt, die als feste Stabstruk-
turen aufgefasst werden konnen. Aktinfilamente die durch grofle Crosslinker generiert
werden formen Netzwerkstrukturen, wobei die Bindungen, in Abhéngigkeit von Aktin-
und Crosslinkerkonzentration und Crosslinkerkinetik, die Elastizitéit des Netzwerkes be-
stimmen. Kiirzere Crosslinker formen dicht gepackte, feste Aktinbiindel. Wenn neben
den passiven Crosslinkern noch aktive Crosslinker, wie Myosin, hinzukommen, dann
konnen Aktinfilamente antiparallele Biindel formen, die mechanisch als aktive Federn
aufgefasst werden konnen. Die Abbildung wurde modifiziert nach Blanchoin et al [114].

1.1.1.7 Dynamik und Mechanik von Aktinstrukturen innerhalb der Zelle

Beim traditionellen Blick auf die Zellbewegung ist diese ein Ergebnis von Ausstiilpungen
in Bewegungsrichtung, mit anschliefender Adhésion dieser an das Substrat und gleich-
zeitigem Verlust der Adh#sion an der entgegengesetzten Seite, sowie einer Kontrak-
tion [115-118]. Aktin ist in all diesen Prozessen involviert, wobei innerhalb der Zelle
hauptséchlich das Lamellipodium und Filopodia die Zellmotilitdt bestimmen, wihrend
kontraktile Strukturen, wie Stressfasern oder der Zellkortex die mechanische Integritét
der Zelle wahren, sowie eine konstante Bewegung der Zelle ermoglichen. Eine weitere Art
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der zelluldren Ausstiilpung sind Blebs, die die Zellbewegung unabhingig von Filopodia

und Lamellipodia steuern konnen [114].

Das Lamellipodium ist eine quasi zweidimensionale Struktur, die durch die Polymeri-
sation von Aktin an der Zellfront entsteht [14, 32, 119-121] (Abb. 1.1). Der wichtigste
Faktor fiir die Generierung des Lamellipodiums ist der Arp2/3 Komplex, der durch
den WAVE Komplex aktiviert wird [122]. Der WAVE Komplex ist intrinsisch inaktiv
und wird durch Rac (Mitglied der kleinen GTPasen, der Familie der Rho GTPasen)
aktiviert [123, 124]. Die im Lamellipodium befindlichen Filamente sind durch Arp2/3
vernetzt [125]. Eine Analyse der Zellgeschwindigkeit in Relation zur Filamentorientie-
rung im Lamellipodium konnte zeigen, dass die Filamente in schnelleren Zellen schrag
zur Bewegungsrichtung orientiert sind und in langsameren Zellen parallel [126]. Fiir
Zellen, die sich in einer dreidimensionalen Matrix bewegten, konnte gezeigt werden,
dass N-WASP (und nicht WAVE) der bedeutendste Aktinregulator fiir die Bewegung
ist [127]. Fiir Rac wurde beobachtet, dass es nicht verstérkt an der Zellfront lokalisiert
ist [128]. Ein anderer Faktor, der mit der Dynamik des Lamellipodiums assoziiert ist,
ist Ena/VASP, welches an der Zellfront gefunden wurde und mit einer erhéhten Zahl
an Protrusionen in Verbindung steht [129-131]. Neben der Aktindynamik wird das La-
mellipodium auch durch die Eigenschaften der Zellmembran beeinflusst, so konnte zum
Beispiel gezeigt werden, dass die Oberflichenspannung der Membran die Aktinorganisa-
tion des Lamellipodiums verdndert [132, 133]. Eine erhohte Oberflichenspannung fiihrte
zu einer gerichteteren Aktinfilamentpolymerisation [133], wihrend eine geringere Ober-
flichenspannung zur vermehrten Bildung von Ausstiilpungen fiihrte [132]. Neben der
Organisation des Aktinzytoskelettes wird auch vermutet, dass die Membranspannung
ebenfalls zu einer Verstirkung der Aktindepolymerisation auf der, dem Lamellipodium
abgewandten, Seite fiihrt [134]. Beziiglich der Mechanik des Lamellipodiums konnte fest-
gestellt werden, dass Myosin an der Riickseite des Lamellipodiums beobachtet wurde,
weshalb das Lamellipodium auf kurzen Zeitskalen elastisch ist, wihrend es auf langen
Zeitskalen viskos ist [134, 135]. Die Kraft, die das Lamellipodium aufbringen kann, wur-
de fiir Keratozyten mit 3nN/um? bestimmt, was etwa der vom Arp2/3 Komplex durch
Aktinnukleation generierten Kraft entspricht [136-138].

FEine weitere mit der Zellmotilitdt assoziierte Struktur ist Filopodia, eine Struktur be-
stehend aus parallelen Aktinbiindeln, deren (+4)-Enden in Richtung der Zellmembran
zeigt [41] (Abb. 1.1). Die Ausrichtung der Filopodia wird iiber Formine und Ena/VASP
gewiihrleistet, die beide in der Lage sind, das Wachstum von Aktinfilamenten aufrecht
zu erhalten [64]. Einige Formine, wie FMNL2, kénnen wiederum durch die kleine GT-
Pase Cdc42 aktiviert werden [139]. Die anerkannteste Hypothese zur Entstehung von
Filopodia beschreibt die Entstehung paralleler Biindel iber Arp2/3, in Abwesenheit
von Capping Proteinen, einem anschliefendem iiber Formine und Ena/VASP vermittel-
ten Filamentwachstum und einer Biindlung der Filamente durch den Crosslinker Fascin
[140]. Neben ihrer Funktion fiir die Zellbewegung sind Filopodia in der Lage Zellkontak-
te zu initiieren, Zell-Zell-Signale zu iibertragen und auf die Festigkeit ihrer Umgebung
zu reagieren [141]. Filopodia kénnen bei ihrer Disassemblierung Kréfte von bis zu 10pN
iiber eine Distanz bis zu 10pum [142, 143], bei einer Geschwindigkeit von 100nm/s [144]
erzeugen. Erwiahnenswert ist, dass die Myosine II, V, VI nicht fiir diesen Prozess benttigt
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werden [145]. Somit erscheint es wahrscheinlich, dass die Filopodiadynamik ausschlief3-

lich iiber die Aktin(de)polymerisation und Aktinkortexverdnderungen vermittelt wird.

Eine weitere zelluldre Struktur mit starker Aktinbeteiligung sind die kontraktilen Fa-
sern, die weder in Filopodia, noch im Lamellipodium enthalten sind. Diese bestehen aus
Biindeln nicht vernetzter Aktinfilamente, die in verschiedener Polaritit angeordnet sind
und Myosin II enthalten [146, 147] (Abb. 1.1). Die zwei Hauptklassen der kontraktilen
Stressfasern sind ventrale und transversale Stressfasern. Ventrale Stressfasern verlau-
fen parallel zur Bewegungsrichtung und verbinden Adhésionspunkte der Zelle, wihrend
transversale Stressfasern senkrecht zur Bewegungsrichtung verlaufen und nicht an foka-
len Adh#sionspunkten verankert sind. Fokale Adh#sionspunkte sind Adhésionsstellen, an
denen Stressfasern fest mit dem Substrat verankert werden. Die Formierung transversaler
Stressfasern hingt sowohl von Arp2/3, als auch der Myosinaktivitét ab [85]. Transversale
Stressfasern werden unter anderem wéhrend des Kollapses des verzweigten, von Arp2/3
geformten, Netzwerkes von Myosin gebildet [148], wobei auch das Formin FHOD1, durch
seine Fahigkeit Aktin zu biindeln und als Capping Protein zu fungieren, eine Rolle spielt
[149]. Eine weitere Entstehungsmdoglichkeit transversaler (und ventraler) Stressfasern ist
aus dem Kollaps von Filopodia, welche als Keim fiir die Bildung von Stressfasern fungie-
ren konnen [150]. Transversale Stressfasern markieren den Ubergang vom Lamellipodium
zum Rest der Zelle und den Bereich in dem sich fokale Adhésionen vollstdndig ausbil-
den [151-153]. Es wird angenommen, dass transversale Stressfasern die Kontraktilitét,
in der dem Lamellipodium abgewandten Seite, erh6hen und somit dort die Disassem-
blierung des Aktinnetzwerkes zu beschleunigen [135, 154, 155]. Ventrale Stressfasern
werden vermutlich iiber eine Interaktion von Forminen mit dem Ena/VASP Komplex
gebildet, wobei auch das Arp2/3 Netzwerk eine Rolle zu spielen scheint [89, 156]. Der
genaue Mechanismus ist allerdings noch nicht geklédrt. Diese Stressfasern fungieren als
Mechanosensoren und spielen eine bedeutende Rolle bei der Zell-Matrix-Adhésion.

Die letzte hier beschriebene Aktinstruktur ist der Kortex, der, durch die Prisenz von
Myosin, eine kontraktile Hiille an der Grenze zur Plasmamembran formt (Abb. 1.1). Der
Kortex ist eine mehrere hundert Nanometer dicke Schicht, die aus einer Mischung aus
Filamentbiindeln und vernetzten Filamenten besteht und eine Maschenweite von etwa
50—200nm hat [157]. Der Kortex ist unter anderem durch ERM (Ezrin, Radixin, Moesin)
Proteine an der Membran verankert und kann so Kréfte, die auf die Membran wirken,
weiterleiten [99, 158, 159]. Die Kontraktilitéit des Kortexes, sowie der interne Zelldruck,
sind Determinanten fiir die Formation von Blebs, Zellaustiilpungen die an der Oberfliche
entstehen [160, 161]. Blebs entstehen, wenn der Kortex lokal nicht mehr an die Mem-
bran gebunden ist, Locher aufweist oder um den Zellinnendruck gezielt zu reduzieren
[158, 162, 163]. In einigen Fillen werden Blebs nach ihrer Formierung mit Aktinfilamen-
ten und Myosin gefiillt, adhéirieren an das Substrat und treiben so die Zellbewegung
voran [164-166]. An diesen Beispielen lésst sich erkennen, das eine der wichtigsten Ei-
genschaften des Kortexes seine Oberflichenspannung ist [167]. Es zeigte sich, dass die
Kortexspannung abhéngig von der Myosinaktivitét ist, eine erhéhte Myosinaktivitat also
zu einer erhohten Kortexspannung fithrte [168]. Ebenso fithrte eine reduzierte Aktinpo-
lymerisation zu einer erhohten Kortexspannung [168]. Auf Zeitskalen die kleiner sind als
die Remodulierungszeiten des Aktinkortex, verhélt dieser sich elastisch [169] und sein
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Elastizitdtsmodul ist in Fibroblasten in der Gré8enordnung von 200 — 300Pa [170]. Auf
langen Zeitskalen (> 1min) verhélt sich der Kortex viskos, da er sich externen Kréften,

durch Aktinremodulierung, Dissoziation und Bindung von Crosslinkern, anpassen kann
[169].

1.1.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli sind eine Polymerklasse, die aus a— und f—Tubulin Heterodimeren geformt
wird, hochdynamisch ist und ausgeprigte Phasen des Wachstums und schneller Depo-
lymerisation aufweist [171-174]. Das Mikrotubulinetzwerk bildet sich ausgehend von
Mikrotubuliorganisationszentren, die im Allgemeinen im perinukleiren Bereich liegen
(h#ufig am Zentrosom, aber teilweise auch am Golgi-Apparat) [175, 176]. Dieses Orga-
nisationszentrum wird vermutlich durch y—Tubulinringe geformt und bildet das Geriist
fiir die Bildung von Mikrotubulinfilamenten [177, 178]. Am Mikrotubuliorganisations-
zentrum binden a— und S—Tubulin, wobei das sogenannte (-)-Ende am Organisations-
zentrum verankert ist und das dynamischere (4)-Ende Richtung Zellperipherie zeigt.
Wiéhrend der Bildung von Mikrotubulifilamenten unterliegen diese einer sogenannten
dynamischen Instabilitdt, also einem Wechsel von langsamen Wachstum, Pausen oder
schnellen Depolymerisationsphasen, die sich abwechseln kénnen [179]. Ein méglicher Er-
klarungsansatz dieses Verhaltens kann aus der Bildung einzelner Filamente abgeleitet
werden. Wihrend der Polymerisation wird GTP-gebundenes Tubulin an das (4)-Ende
gebunden und mit einer geringen Zeitverzogerung hydrolysiert, wobei auch éltere Fila-
mentabschnitte in geringem Mafle GTP-gebundenes Tubulin aufwiesen [180]. Dies fiihrt
zu einem moglichen Modell: Da das GTP-Tubulin stabiler ist, kann es durch stochas-
tische Verzogerungen bei der Polymerisation dazu kommen, dass das (+)-Ende kein
GTP-Tubulin mehr enthélt, somit spontan depolymerisiert und sich an spéteren Stellen
mit GTP-Tubulin wieder stabilisiert [180]. Neben dieser intrinsischen Regulation der Mi-
krotubulipolymerisation gibt es noch extrinsische Faktoren, wie Mikotubulin-assoziierte
Proteine (MAP) oder Mikrotubulin-(+)-Ende-bindende Proteine (+TIP), wobei beide
Klassen sowohl stabilisierende, als auch destabilisierende Effekte haben konnen.

Mikrotubuli haben, ebenso wie Aktin, eine Rolle im Bewegungsapparat der Zelle. Die
Partizipation der Mikrotubuli lédsst sich dabei grundsétzlich in drei Teilaspekte aufteilen:
ihr Beitrag {iber ihre Mechanik, iiber Signaltransduktion und als Transportstruktur.

Mikrotubuli sind in der Lage, einer hohen externen Spannung standzuhalten und ha-
ben somit einen Anteil an der Aufrechterhaltung der Zellform unter physiologischen
Bedingungen [181]. Weiterhin kann die Polymerisation von Mikrotubulifilamenten ei-
ne Kraft von einigen Pikonewton generieren, was vergleichbar mit der erzeugten Kraft
von Motorproteinen ist [169, 182]. In einer in vitro Untersuchung wurde gezeigt, dass
die generierten Kriifte Membranen deformieren kénnen [183]. Fiir eine direkte Involvie-
rung der Mikrotubuli bei der Kraftgenerierung fiir die Zellbewegung ist es notwendig,
dass Mikrotubuli die Zellfront erreichen. In den meisten Zelltypen sind jedoch nur sehr
wenige Mikrotubuli im Lamellipodium vorhanden, so dass die Kraft die notwendig ist
um Ausstiilpungen zu generieren (=~ 1000pN/pm) nicht erreicht wird [184]. In Neuronen
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sind Mikrotubuli als Biindel organisiert und kénnen somit eine groflere Kraft generieren,
um zum Beispiel das Axon zu formen [184]. In den meisten anderen Zelltypen ist dies
jedoch nicht der Fall. Da zellbewegungsassoziierte Strukturen, wie das Lamellipodium,
einen hohen ”Materialverbrauch” haben, ist ein sténdiger Nachschub von Né&ten, um ei-
ne konsistente Zellbewegung zu erméglichen. Fiir diesen Transport sind Mikrotubuli von
groBer Bedeutung [185, 186], da sie, neben dem Transport von Membranbestandteilen,
auch an der Beforderung von Signalmolekiilen, wie zum Beispiel den kleinen GTPasen
Rac und Cdc42 beteiligt sind [187, 188]. Mikrotubuliassoziierte Transporter liefern eben-
falls B—Aktin kodierende mRNA und den ARP2/3 Komplex an die Zellfront und sorgen
somit indirekt fiir eine erhohte Aktinpolymerisation [189, 190]. Ebenfalls konnte bereits
gezeigt werden, dass die Mikrotubulipolymerisation die kleine GTPase Rac aktiviert, die
wiederum die Entstehung des Lamellipodiums begiinstigt [191].

Eine weitere, indirekte Einflussmoglichkeit der Mikrotubuli auf die Zellbewegung ist
iiber die (De-)Stabilisierung von Zell-Matrix-Adhé#sionsverbindungen gegeben, da Mi-
krotubuli hdufig mit Adhésionskomplexen assoziiert sind [192] und die Dynamik fokaler
Adhésionspunkte mit regulieren [193]. So wird zum Beispiel durch die Mikrotubuli-
abhingige Aktivierung von Rac die Generierung neuer fokaler Adh#sionspunkte be-
giinstigt [194]. Weiterhin wachsen Mikrotubulinfilamente aktiv in Richtung von entste-
henden fokalen Komplexen an der Zellfront, an denen Mikrotubuli eingefangen und sta-
bilisiert werden [195] und dadurch den Transport von Integrinen, die fiir die vollstandige
Ausformung von fokalen Adhésionen notwendig sind, beschleunigen [196]. Bei Fibro-
blasten konnte im Zelllysat, nach einer extern induzierten Mikrotubulidepolymerisati-
on, festgestellt werden, dass sich die Aktivitit der kleinen Rho GTPase Racl und die
Zellkontraktilitdt erhoht [191]. Dies liefert einen Hinweis auf einen Zusammenhang zwi-
schen Mikrotubulidynamik und der Bildung fokaler Adh#sionen an der Zellfront, {iber
eine modulierte Zellkontraktilitdt [197]. Neben den adhésionsbegiinstigenden Effekten
von Mikrotubuli an der Zellfront, konnten jedoch auch destabilisierende Effekte auf der
entgegengesetzten Seite beobachtet werden [195, 198]. So wurde in motilen Fibroblas-
ten festgestellt, dass Mikrotubuli auch vollstéindig ausgeprigte fokale Adhésionspunkte
aktiv ansteuern und deren Disassemblierung begiinstigen [195, 198]. Ein gingiges Mo-
dell erkliart dieses Phénomen durch die dynamische Instabilitdt der Mikrotubuli, die es
Mikrotubuli erlaubt, direkt an die Adhésionspunkte anzustoflen, anschliefend zu depoly-
merisieren und den Vorgang zu wiederholen [199, 200]. Diese Hypothese wird unterstiitzt
durch die Befundung von Rid et al, die einen Zusammenhang zwischen Mikrotubulistof3-
zahl und Dissoziation von fokalen Kontakten beobachteten [200].

1.1.3 Intermediirfilamente

Intermediérfilamente sind eine grofie Proteinklasse, die von mindestens 70 Genen kodiert
wird [201]. Alle zytoplasmatischen Intermediérfilamente haben eine vergleichbare Mono-
merstruktur, die aus einer zentralen a—Helix besteht, an der sich beidseitig eine nicht-
helikale Struktur befindet [202]. Zwei Monomere wickeln sich wiederum umeinander, um
ein sogenanntes ,,coiled-coil“ Dimer zu bilden [203]. Die Dimere formen anschliefend Te-
tramere und 8 Tetramere ein zylindrisches Einheitsfilament [204]. Die Einheitsfilamente
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aggregieren dann durch beidseitige Bindung weiterer Einheitsfilamente innerhalb einer
Zeitskala von Minuten zu Filamenten [205]. Am Ende der Filamentbildung erfolgt ein
weiterer Kompaktierungsschritt bei dem der Filamentdurchmesser schrumpft [206-208]
(Abb. 1.2).

Zelle

Einheitsfilament
(8 Tetramere)

;- . ;#‘_
Tetramer P — = ——— — — g RN
Dimer gc:ﬂpcg 2] ~45 nm

Alpha Helix WAV ~5nm

Alpha Helix
Windung

~1 nm

ABB. 1.2: Abbildung einer typischen Intermedidfilamentstruktur und dessen hierarchi-
sche Struktur, beginnend bei der a«—Helix, die durch Wasserstoffbriicken gebildet wird
bis zum Zellskelett. Die Abbildung wurde nach Qin et al [201] modifiziert.

Diese so geformten Intermediérfilamente bilden innerhalb der Zelle ein dichtes Netzwerk,
das verstédrkt im perinukledren Raum befindlich ist, jedoch auch bis zum Kortex reicht
[209]. Im Bereich des Kortexes interagieren Intermediéfilamente mit der Zellmembran
an fokalen Adhisionsstellen, Desmosomen, sowie Hemidesmosomen [210-218]. Durch
die Verankerung an Kern- und Zellmembran bilden Intermediérfilamente unter ande-
rem ein Geriist fiir Mitochondrien, den Golgi Apparat und weitere Organellen [219].
Aufgrund seiner Netzwerkstruktur und der Fihigkeit Organellen innerhalb der Zelle zu
verankern, werden Intermediérfilamente als Puffer bei mechanischer Belastung gesehen
[220-223]. Auf Ebene einzelner Filamente konnte bereits gezeigt werden, dass Inter-
mediédrfilamente hohen Deformationen bis zu 350% ihrer Ausgangslinge standhalten,
ohne zu reifien [224, 225]. Betrachtet man jedoch die Elastizitét des einzelnen Filamen-
tes, so konnen Intermedidrfilamente als flexible Polymere, mit einer Persistenzldange von
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< 1pm, betrachtet werden [226]. Auf Ebene der Polymernetzwerke konnte gezeigt wer-
den, dass Intermediérfilamentnetzwerke deutlich weicher sind als Aktinnetzwerke [227]
und die Quevernetzung der Filamente mit klassischen Crosslinkern nur einen geringen
Einfluss auf die Elastizitéit des Netzwerkes hat [228]. Erstaunlicher Weise zeigen Inter-
medidrfilamentnetzwerke zwar eine geringere initiale Festigkeit bei geringen Deformatio-
nen, jedoch ein stark steigendes Elastizitdtsmodul bei wachsender Deformation (Strain
Hardening) [227]. Messungen und Simulationen einzelner Zellen konnten zeigen, dass
Intermediérfilamente einen Anteil an der Gesamtfestigkeit der Zellen haben, dieser je-
doch bei niedrigen Spannungen kaum bzw nicht nachweisbar ist, jedoch mit steigender
Spannung wéchst [220, 229].

Neben der Funktion als ,,mechanischer Puffer* [220-223] sind Intermediérfilamente eine
hochdynamische Komponente des Zytoskelettes, die mit anderen Elementen des Zy-
toskelettes interagiert und weitere Funktionen besitzt. Wie bereits erwihnt, verankern
Intermediérfilamente Organellen innerhalb des Zytoplasmas und bilden somit ebenfalls
eine Leitstruktur fiir die Ubertragung mechanischer Stimuli [219]. Weiterhin kénnen eini-
ge Intermedidrfilamente, wie zum Beispiel Vimentin oder Keratin, sich direkt am Aktin-
und Mikrotubulinetzwerk ausrichten und zum Beispiel mittels Plakin an diese binden
[230-233]. Aktin- und Mikrotubulifilamente bilden dabei das Geriist an dem kleine Pro-
tofilamente, mithilfe der Motorproteine Kinesin und Dynein im Falle der Mikrotubuli
bzw Myosin Va im Falle der Aktinfilamente, transportiert werden kénnen [231, 233-242].
Dadurch kann oftmals eine Kolokalisation von Aktin bzw Mikrotubuli mit Interme-
didrfilamenten beobachtet werden [230-232]. Weiterhin beeinflusst die Préasenz und Or-
ganisation der anderen Zytoskelettfilamente auch die Dynamik der Intermediérfilamente
[241, 243]. Daneben konnte auch ein Zusammenhang zwischen Vimentin und der Bewe-
gung von Fibroblasten ermittelt werden. So werden im Lamellipodium lediglich Vimen-
tinprotofilamente beobachtet, wihrend in der restlichen Zelle ein ausgeprigtes Vimen-
tinnetzwerk vorhanden ist [244]. Ein Ubergang der Fibroblasten in einen stationiiren
Zustand fithrt wiederum zu einem Vorhandensein des Vimentinnetzwerkes in der ge-
samten Zelle [244]. Eine anschliefende lokale Aktivierung von Racl, einem Mitglied der
Familie der Rho GTPasen, fithrt zu einem lokalen Zusammenbruch des Vimentinnetz-
werkes, Bildung des Lamellipodiums und fithrt zur Entstehung der Protofilamente an
dieser Stelle [244]. Ein weiterer Hinweis auf den Einfluss von Intermediérfilamenten auf
die Zellmotilitét liefert die Entdeckung, dass naszierende Keratinprotofilamente gehauft
in der Nihe von fokalen Adhésionspunkten entstehen [231, 245]. Somit kann ein Zusam-
menhang zwischen der Organisationsstruktur der Intermediédrfilamente und der Zellmo-
tilitdt angenommen werden. Ob dieser Zusammenhang kausal oder korrelativ ist, ist
jedoch nicht abschlieflend geklért.

1.1.4 Elastisches Verhalten von Biopolymeren

In einfachen elastischen Festkorpen resultiert eine konstante Scherung (Ergebnis zweier
parallel zueinander, in entgegengesetzter Richtung, wirkender Krifte) in einer konstan-
ten Verformung, wiahrend dies bei newtonischen Fliissigkeiten zu einem konstanten Fluss
bzw Anderung der Verformung fiihrt. Zytoskelettkomponenten sind jedoch weder ideale
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Festkorper, noch Fliissigkeiten, sondern besitzen sowohl viskose, als auch elastische Ei-
genschaften und werden daher als viskoelastisch charakterisiert. Dies wird hiufig in Form
des Elastizitéts- und Verlustmoduls ausgedriickt, welche dem elastischen beziehungswei-
se viskosen Anteil entsprechen. Bei Messungen der mechanischen Eigenschaften dieser
Polymere muss somit die wirkende Kraft bzw die Deformation und die Frequenz der
applizierten Verformung beriicksichtigt werden. Im Falle von reinen F-Aktingelen konn-
te so beispielsweise festgestellt werden, dass fiir Frequenzen f > 0.1Hz die viskosen
FEigenschaften gegeniiber den elastischen dominieren, wahrend sich dieses Verhalten fiir
niedrigere Frequenzen umkehrt [47]. Die mechanischen Eigenschaften von Zytoskelett-
netzwerken sind ebenfalls nicht linear beziiglich der applizierten mechanischen Spannung
und konnen entweder mit einer Erhéhung oder Verringerung des Elastizitdtsmoduls un-
ter hohen Spannungen reagieren [227, 246-249]. Im Falle von reinen F-Aktingelen wurde
bei Scherexperimenten eine Kompression des Netzwerkes senkrecht zur Scherrichtung be-
obachtet, welche durch eine in selbe Richtung gemessene, negative Spannung erklarbar
ist [250]. Ebenso kommen jedoch Nichtlinearitéten der einzelnen Aktinfilamente und
eine Reorganisation des Netzwerkes als Erkldrungen in Frage [47]. Neben der Verfes-
tigung unter mechanischer Spannung konnte auch eine Reduktion der Elastizitdt bei
reinen Mikrotubulinnetzwerken [251] und bei F-Aktinschmelzen (fliissiger’ Aggregats-
zustand) mit geringer Crosslinkerdichte [246, 252] und verzweigten F-Aktinnetzwerken
[253] festgestellt werden.

1.1.4.1 Einzelne Aktinfilamente

Zum Verstéindnis der Eigenschaften von komplexen F-Aktinnetzwerken ist es notwen-
dig zuerst die Eigenschaften einzelner F-Aktinfilamente zu charakterisieren. Einzelne
Aktinfilamente haben ein Young Modul (Widerstand des Filamentes gegen elastische
Verformung) von E a~ 10°Pa [254], aber nur eine geringe Widerstandsfihigkeit gegen
Verbiegung, da gilt kg o< E % d*, mit dem Durchmesser d ~ 7nm eines Filamentes, wor-
aus sich eine Persistenzldnge von [p ~ 8 — 17um ergibt [255, 256]. Die Persistenzldnge
in der Groflenordnung der Filamentlange fithrt dazu, dass ein einzelnes Filament nicht
gerade, sondern vielfach gekriimmt ist. Wenn durch eine &duflere Kraft das Filament
gestreckt werden soll, so muss zusétzliche Arbeit, gegen die entropisch verursachte Fi-
lamentkriimmung, verrichtet werden, was zu einer starken Nichtlinearitdt und einem
erhohten Elastizitdtsmodul des Filaments fithrt [257-259]. Mechanische Eigenschaften
von Aktinnetzwerken werden zusétzlich jedoch auch durch Crosslinker, also Filament-
Filament-Bindungen, beeintrichtigt. Bei Crosslinkern unterscheidet man, in mechani-
scher Hinsicht, steife und weiche, aktive und passive, transiente und nicht-transiente
Crosslinker, da die Eigenschaften der Crosslinker Einfluss auf die Eigenschaften des ge-
formten Netzwerkes haben.
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1.1.4.2 Aktinnetzwerke mit steifen, nicht-transienten, passiven Crosslin-
kern

Wenn steife, nicht-transiente Crosslinker in einem F-Aktinnetzwerk vorhanden sind,
fithrt das zu verschiedenen mechanischen Regimes. Im Grenzfall einer hohen Crosslinker-
und F-Aktindichte und langer F-Aktinfilamente wird die Deformation des Netzwerkes
durch die Dehnung einzelner Filamente dominiert, wobei die resultierende Netzwerkde-
formation affin ist [260, 261]. Das bedeutet, sie kann durch eine affine Transformation,
also Rotation, Translation, Scherung und lineare Stauchung und Streckung beschrieben
werden und die resultierende Netzwerkkonfiguration ist selbstdhnlich zur Ausgangskonfi-
guration. Im Grenzfall niedriger Crosslinker- und F-Aktinkonzentration, sowie geringer
F-Aktinfilamentléinge resultiert eine externe Scherung in der Verbiegung einzelner Fi-
lamente und nicht-affiner Deformation [260-262]. Generell gilt aber, dass eine erhohte
Crosslinker- und F-Aktinkonzentration zu einem erhéhten Elastizitdtsmodul (G o ¢*
mit x > 1, der Konzentration ¢ und dem Elastizititsmodul G) des Netzwerkes fiihrt
[246, 248].

Netzwerke mit hoher Crosslinkerdichte zeigen ein nicht-lineares Anwachsen des Elas-
tizitdtsmoduls unter steigenden externen Kréften, bis zu einer maximalen Deformati-
on, bei der das Netzwerk kollabiert [263]. Die maximale Deformation, vor dem Netz-
werkkollaps, ist proportional zur F-Aktindichte, was darauf hinweist, dass einzelne F-
Aktinfilamente reien [246, 263]. Die Art der nicht-linearen Steigerung des Elastizitéits-
moduls des Netzwerkes ldsst ebenfalls vermuten, dass diese direkt aus der Elastizitéits-
modulerhshung der einzelnen F-Aktinfilamente unter Spannung hervorgeht [246, 263].
Wenn die Crosslinkerdichte sinkt, schwécht sich der Effekt der Netzwerkversteifung un-
ter groffen Spannungen ab [246] und kann sogar zu einem verringerten Elastizitédtsmodul
bei grofien Spannungen fiithren [246, 260, 261, 264]. Im Gegensatz zu Netzwerken mit ho-
her Crosslinkerdichte ist der dominierende Modus bei geringen Dichten die Verbiegung
einzelner Filamente, sowie das Biegeknicken (eulersches Knicken), wenn eine kritische
Kraft auf einzelne Filamente ausgeiibt wird [246, 260, 261, 264]. Die Biegeknickung wird
als Mechanismus fiir die verringerte Elastizitdtsmodul unter hohen Spannungen verant-
wortlich gemacht [246, 260, 261, 264].

1.1.4.3 Aktinnetzwerke mit weichen, transienten, passiven Crosslinkern

Da Crosslinker unter physiologischen Bedingungen ein dynamisches Verhalten haben,
sind sie in der Lage eine F-Aktinschmelze zu reorganisieren, weshalb diese auf lan-
gen Zeitskalen viele Eigenschaften einer Fliissigkeit hat [265]. Im Speziellen wurde der
Einfluss der Temperatur auf die zeitliche Dynamik einer F-Aktin-a-Aktinin-Schmelze
untersucht, da so die Bindungsaffinitiat des Crosslinkers zu Aktin reguliert werden kann
[252, 266]. Bei einer steigenden Temperatur zeigte das F-Aktin-a-Aktinin-Netzwerk eine
Reduktion des elastischen Moduls auf ca 1/10 des Ausgangswertes und einen verstérkten
Einfluss der viskosen Komponente [252, 266]. Bei der niedrigsten Temperatur (8°C)
konnte ein festes Netzwerk, mit &hnlichen Eigenschaften wie ein Aktinnetzwerk mit stei-
fen, nicht-transienten, passiven Crosslinkern beobachtet werden [252, 266]. Da mit einer
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erhohten Temperatur die Dissoziationsrate des Crosslinkers steigt, hat das resultierende

Aktinnetzwerk eine hohere Dynamik und kann Spannung besser dissipieren [47].

Neben der Dynamik des Crosslinkers spielt auch deren eigene Elastizitit eine Rolle fiir
die mechanischen Eigenschaften des Polymergels. Ein solcher Crosslinker, bei dem des-
sen eigene Mechanik eine Rolle spielt, ist Filamin A [247, 267]. Im Gegensatz zu steifen
Crosslinkern fithrt Filamin A nur zu einem 2-3x hoheren Elastizitdtsmodul, verglichen
mit dem Verlustmodul (bei steifen Crosslinkern: 10x hoher), welches mit einem schwa-
chen Potenzgesetz iiber Zeitskalen von ¢ ~ 10 —1000s zunimmt (bei steifen Crosslinkern:
Plateau) [267]. Weiterhin ist das lineare Elastizitdtsmoduls nur schwach abhéngig von
der Filamin A Konzentration, wihrend die Konzentration steifer Crosslinker das lineare
Elastizitdtsmodul um mehrere GréBenordnungen erhthen kann [247, 267]. Durch eine
Erhohung der Crosslinkergrofie, durch Verwendung verschiedener Filamin A Isoformen,
konnte das Elastizititsmodul reduziert werden und die Abhéngigkeit von der Mess-
frequenz weiter erhoht werden [50]. Auch die Filamin A Netzwerke zeigen eine starke
Erhohung des Elastizitdtsmoduls (zwei GroéBenordnungen, bis zu E = 1000Pa) unter
steigender Spannung [247]. Filamin A fiithrt auch zu einer stark erhohten kritischen De-
formation, bei der es zum Zusammenbruch des Netzwerkes kommt [47]. W&hrend der
Zusammenbruch bei F-Aktinnetzwerken mit steifen Crosslinkern bei Deformationen von
v =~ 0.3 geschieht, findet dieser in F-Aktinnetzwerken mit Filamin A erst bei v ~ 1 statt
[47]. Die Ursache fiir den Netzwerkkollaps ist noch nicht abschlielend gekldrt, aber es
konnten sowohl das Reiflen einzelner Aktinfilamente oder der Abriss der Crosslinkerbin-
dungen urséchlich sein [47].

1.1.4.4 Aktinnetzwerke mit dem aktiven Crosslinker Myosin

Innerhalb einer F-Aktinschmelze mit hoher Myosinaktivitdt bleibt das Netzwerk iso-
trop, aber es kommt zu myosininduzierten Aktinverschiebungen, die die mechanische
Relaxation beschleunigen und das Netzwerk verfliissigen [268]. Mit sinkender Motorak-
tivitdt fungieren die inaktiven Myosinmotoren als Crosslinker und die F-Aktinfilamente
kondensieren und formen sternenférmige Strukturen [269]. Bei einer vollstdndigen Inak-
tivitdt der Motoren sind die gebildeten Strukturen stabil und das Elastizitdtsmodul des
Netzwerkes ist ca 100x hoher als bei reinen F-Aktingelen [270]. Der Grad des Anstieges
des Elastizitdtsmoduls ist dabei abhéngig von der Konzentration der Myosinmotoren,
was darauf hinweist, dass die nicht-lineare Erhchung des Elastizitdtsmoduls durch Mo-
torproteine dhnlichen Mechanismen folgt wie die durch eine externe Spannung [271]. Im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen Systemen formt Aktin zusammen mit Myosin in
hoher Konzentration stabile, kontraktile Fasern, die eine Kraft von bis zu F' ~ 0.5nN

generieren konnen [91].

In Aktingelen mit dem passiven Crosslinker Filamin A und dem aktiven Myosin fithren
diese zu einer Erh6hung des Elastizitdtsmodulus des Netzwerkes um den Faktor 100 und
einer Reduktion des Verlustmoduls [272]. Dieser Effekt ist jedoch erst ab einer kritischen
Myosin- und Filamin A Konzentration sichtbar und die Gréfle des Effektes ist lediglich
durch die Myosinaktivitét determiniert [272]. Eine Erhohung der Myosinkonzentration
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erhohte das lineare Elastizitdtsmodul, wobei alle Aktin-Filamin A-Myosin-Netzwerke,
unabhéngig von der Myosinkonzentration, asymptotisch das Gleiche nicht-lineare Elas-
tizitdtsmodul erreichen und das Netzwerk bei gleicher Deformation kollabiert [272]. Der
Kollaps des Netzwerkes wird hierbei durch die Dissoziation von Filamin A hervorge-
rufen und skalierte linear mit der Filamin A Konzentration [272]. Da Myosin zu einer
Kontraktion des Netzwerkes fiithrt, reduziert es den Bereich der Deformation in dem ein
linear elastisches Verhalten beobachtet wird und die beobachtete nicht-lineare Erhchung
des Elastizitdtsmoduls ist identisch zum Effekt einer extern wirkenden Kraft [272].

Da die kiinstlich generierten Aktinnetzwerke keinerlei bevorzugte Ausrichtung besitzen,
Myosin aber kontraktile Strukturen erzeugen kann, muss es zu einer Umorientierung des
Netzwerkes durch Myosin kommen. In Simulationen zeigte sich, dass kontraktile Konfi-
gurationen von Aktin-Myosin-Verbindungen favorisiert werden, ohne die Notwendigkeit
der Ausrichtung der einzelnen Filamente und Abknicken einzelner Fasern (eulersches
Knicken), da die kontraktile Konfiguration energetisch giinstiger ist [273].

1.1.4.5 Mikrotubuli und Mikrotubulinetzwerke

Mikrotubuli sind hinsichtlich ihres Widerstands gegen Verbiegung die steifesten der drei
Klassen von Zytoskelettfilamenten, mit einer Persistenzlange von [p ~ 1—6mm, besitzen
jedoch kein signifikant erhéhtes Young Modul (E = 10? Pa) (zusammengefasst in: [274]).
In kiinstlichen Mikrotubulinetzwerken ist die Maschenweite deutlich kleiner als die Per-
sistenzlénge der Filamente, weshalb thermische Fluktuationen vernachlissigbar sind [47].
Reine Mikrotubuligele sind im linear-elastischen Regime dominiert durch ihre elastischen
Figenschaften und ihr Verlustmodul ist deutlich kleiner als das Elastizitdtsmodul, wobei
das Elastizitdtsmodul mit der Mikrotubulikonzentration steigt [251]. Diese Netzwerke
zeigen auch nur eine geringe Frequenzabhéngigkeit des Elastizitdts- und Verlustmoduls
[251]. Mikrotubulinetzwerke mit steifen, nicht-transienten, passiven Crosslinkern zeigten
eine Erhohung des Elastizitétsmoduls in Abh#ngigkeit von der Crosslinkerkonzentrati-
on, wobei ein oberes Limit erreicht wird, wenn der Abstand der Crosslinker etwa so
grof} ist wie die Maschenweite [251]. Sowohl reine Mikrotubuligele, als auch solche mit
Crosslinkern, zeigen ein linear elastisches Verhalten bis zu einer Deformation von 10%,
mit einer Verringerung des Elastizitédtsmoduls fiir hohere Deformationen [251].

1.1.4.6 Intermediirfilamente und Intermediirfilamentnetzwerke

Im Gegensatz zu den anderen beiden Filamenttypen sind Intermedidrfilamente flexi-
ble Polymere, mit einer Persistenzlinge von Ip ~ 1um [226], einem Young Modul von
E =~ 0.9%10° Pa, aber einem Schermodul von nur E; a~ 2%10% Pa [275]. Das geringe Scher-
modul impliziert, dass Teile der Intermediérfilamente leicht aneinander entlang gleiten
konnen. Weiterhin widerstehen Intermediérfilamente grofien Streckungen, die ein mehr-
faches der Eigenlinge des Filaments betragen kénnen [225], wobei sich der Filament-
durchmesser von d ~ 12nm auf bis zu d ~ 4nm reduziert [225, 276]. Ein Mechanismus,
der die Verfestigung und die Reduktion des Durchmessers von Intermediérfilamenten
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teilweise erkldren kann, basiert auf der Struktur der Intermediérfilamente. Wahrend
der Streckung kommt es zu einer Elongation bzw zum Abriss der Bindungen zwischen
den Windungen der a-Helix, was zur Reduktion des Filamentdurchmessers und einer
steigenden Elastizitdt fithrt [277-279]. Ein weiterer Aspekt, der die erhohte Elastizitét
des Filaments unter Belastung beeinflusst, ist die geringe Persistenzléinge und die da-
mit verbundene Fluktuation des Filamentes. Wie bei einzelnen Aktinfilamenten muss
dementsprechend eine duflere Kraft gegen die entropisch verursachte Kriimmung des Fi-
lamentes wirken, was zu einer starken Nichtlinearitét und Verfestigung fiithrt [257-259].
Experimente mit Intermediérfilamentnetzwerken konnten zeigen, dass die Netzwerke ein
mit wachsender Konzentration steigendes Elastizitdtsmodul aufweisen und unter grofien
Spannungen einen nicht-linearen Anstieg des Elastizitdtsmoduls zeigen und hohen Defor-
mationen standhalten [280]. Die Verhdrtung des Netzwerkes und seine hohe Deformier-
barkeit sind dabei vermutlich ein Resultat der Einzelfilamenteigenschaften [280]. Insge-
samt haben Intermediérfilamentnetzwerke ein geringeres Elastizitdtsmodul, eine héhere
Deformierbarkeit und eine stérkere Erhohung des Elastizitdtsmoduls unter groflen Span-
nungen, als reine Aktin- oder Mikrotubulinetzwerke [227, 251]. Nach Zugabe divalenter
Ionen, wie zum Beispiel Mg¢?*, verhalten sich Intermedisirfilamentnetzwerke wie Netz-
werke aus semiflexiblen Polymeren mit Crosslinkern in geringen Konzentrationen [281]
und zeigen eine hohere Belastbarkeit bevor das Netzwerk kollabiert [281]. Daraus ldsst
sich schlussfolgern, dass die zugegebenen lonen als stabile Crosslinker innerhalb des
Netzwerkes fungieren [281, 282].

1.2 Adhéasion von Zellen

FEin Parameter, der mafigeblich an der Zellmotilitdt und der Zytoskelettorganisation be-
teiligt ist, ist die Adhésion. Dabei unterscheidet man die Zell-Zelladhision, die einzelne
Zellen aneinander bindet und die Zell-Matrixadhésion, welche Zellen mit der extrazel-
luldren Matrix koppelt. Beide Typen der Adhésion sind jedoch mafigeblich fiir die Be-
wegung einer Zelle, da diese sich iiber Ausstiilpungen, die am Substrat haften miissen,
fortbewegen. Gleichzeitig muss jedoch auch die der Bewegungsrichtung abgewandte Sei-
te von ihrem Substrat gelost werden, um Bewegung zu ermoglichen. Neben den Bewe-
gungsaspekten stabilisieren Adh#sionsverbindungen auch Zellverbiinde oder sogar ganze
Gewebe.

Die Adhésion wird dabei vermittelt iiber die Bindung zweier Molekiile. Diese Bindung
hilt externen Kréiften nur effektiv stand, wenn die Wirkungszeit der Kraft kleiner ist als
die Dissoziationsrate der Bindung [283], wobei die externe Kraft jedoch auch die Dis-
soziationsrate beeinflussen kann [283, 284]. Dabei unterscheidet man drei verschiedene
Bindungstypen: die ideale Bindung, sogenannte Slip- und Catch-Bindungen [284]. Ideale
Bindungen zeichnen sich dadurch aus, dass die Dissoziationsrate unabhéngig ist von der
applizierten Kraft, wihrend die Bindungszeit von Slip-Bindungen exponentiell mit der
wirkenden Kraft fdllt [284]. Bei Catch-Bindungen dagegen steigt die Bindungszeit ab ei-
ner bestimmten Kraft an. Kombinationen dieser Bindungstypen sind ebenfalls méglich
und konnten, fiir von Zellen geformte Bindungen, beobachtet werden [283].
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Die Molekiilklasse, die am stiarksten mit der Zell-Matrixadhésion assoziiert ist, sind die
Integrine, die sogenannte fokale Adh#sionen formen. Integrine sind eine Molekiilgruppe,
die aus einer a— und S—Untereinheit bestehen, von denen mindestens 18 a— und
8 [S—Untereinheiten im Menschen bekannt sind, die mindestens 24 unterschiedliche
Heterodimere formen koénnen, welche Proteine der extrazelluliren Matrix und andere
Adhiésionsrezeptoren spezifisch binden konnen [285]. Fiir die effektive Adhésion einer
Zelle sind jedoch mehr als einzelne Adhésionsbindungen notwendig. Im Falle der In-
tegrine bilden sich, im Allgemeinen im Lamellipodium, direkt hinter der Zellmembran,
zuerst naszierende fokale Adhésionen, die entweder sehr schnell dissoziieren (= 60s) oder
weiter, zu punktformigen Adhésionen, anwachsen [286]. Adhé&sionen bilden sich anfangs
unabhéngig von Myosin, sind jedoch abhingig vom Arp2/3 Komplex und der Wachs-
tumsgeschwindigkeit des Lamellipodiums und enthalten unter anderem Integrine, Talin,
Vinculin, a—Aktinin und fokale Adhésionskinase (FAK) [151, 152, 287].

Wenn Integrine binden, dann generieren sie nicht nur eine mechanische Verbindung, son-
dern iibertragen auch Signale, die unter anderem die Organisation des Zytoskelettes und
die Aktinpolymerisation beeinflussen konnen [288]. Im Gegenzug beeinflussen Zytoske-
lettstrukturen die Formation von Integrinbindungen [288]. Durch diese bidirektionale
Wechselwirkung kann die Adhésion, die Antwort auf mechanische Stimuli und Organi-
sation des Zytoskelettes reguliert werden, was zu gerichteter, kontinuierlicher Bewegung
einer Zelle fithren kann [287]. Durch die Bindung der extrazelluliren Komponente der
Integrine an einen Liganden kommt es zu einer Konformationsdnderung, die im intrazel-
luldren Bereich Bindungsstellen freilegt, die Integrine mit dem Aktinzytoskelett koppeln
konnen [285, 289, 290]. Diese Kopplung erfolgt iiber eine Vielzahl von Proteinen, wie
zum Beispiel Talin, welches an Aktin und Vinculin binden kann, Vinculin, das eben-
falls direkt an Aktin bindet und a-Aktinin, einem Aktincrosslinker [291-293] (Abb. 1.3
A). Neben diesen Proteinen rekrutieren Integrine indirekt ebenfalls FAK, welche wie-
derum assoziiert ist mit den kleinen Rho GTPasen, die die Zytoarchitektur regulieren
[294]. Durch die so induzierten Signale kann die Bildung fokaler Adhésionen direkt die
Organisation des Zytoskelettes und weitere Signalkaskaden beeinflussen (siehe Kapitel
1.1.1).

Eine besonders bedeutende Klasse von Zell-Zell-Adhésionsmolekiilen sind die calcium-
abhingigen Cadherine, die, im Gegensatz zu Integrinen, hauptséchlich homophile Bin-
dungen eingehen, also an andere Cadherine des gleichen Typs binden. Cadherine sind,
dhnlich wie Integrine, ebenfalls mit dem Aktinzytoskelett assoziiert [295]. Um die Kopp-
lung an das Aktinzytoskelett zu generieren bindet S-Catenin an die intrazelluldre Seite
der Cadherine und an a-Catenin, welches direkt an Aktin binden kann [295-299] (Abb.
1.3 B). Die Bindung von Cadherinen kann, neben der reinen Verankerung, ebenfalls Si-
gnalkaskaden auslosen, die in einer Reorganisation des Aktinzytoskelettes miinden [299,
300]. Bei der Bindung von Cadherinen wird Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphat
(PIP3) akkumuliert, welches Racl lokal aktiviert [301, 302]. Ebenfalls bindet p120-
catenin an Cadherine, welches zu einer lokalen Reduktion der RhoA Aktivitéat fiihrt
[303]. Auch hier hat also der Bindungszustand der Adhésionsmolekiile, durch die Regu-
lation kleiner Rho GTPasen, einen grofien Einfluss auf die Organisation des Zytoskelet-
tes (siehe Kapitel 1.1.1). Der Effekt dieser Aktivierung auf Zellmotilitéit oder Invasivitét
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bei Tumoren héngt jedoch von der Art des Cadherins und vom Zelltyp ab [304—-308].
Wiéhrend zum Beispiel eine inverse Korrelation fiir die E-Cadherin Menge in Tumo-
ren und die Uberlebensrate gefunden werden konnte [305, 306], erhohte N-Cadherin die
Aggressivitit von Tumoren [307, 308].

A Aktin B

a—Aktinin |_|

Vinculin

Membran

Membran

ECM

ABB. 1.3: Schematische Darstellung der Bindungskomplexe von Integrinen und Cad-
herinen. A) zeigt eine schematische, vereinfachte Abbildung des interzelluldren Inte-
grinkomplexes. Integrine kénnen direkt von Talin gebunden werden, welches an Vin-
culin und Aktin binden kann, sowie Vinculin das direkt an Aktin binden kann. Die
fokale Adhiisionskinase (FAK) wird ebenfalls in den Integrinkomplex rekrutiert. Die
Abbildung ist modifiziert nach http://www.i2bc.paris-saclay.fr/IMG/jpg/figure3-1.jpg,
abgerufen am 7.7.2017. B) stellt eine homophile Cadherinverbindung, so wie den intra-
zelluldren Cadherinkomplex dar. Cadherine binden dabei direkt an das Catenin p120,
sowie an S-Catenin, welches an a-Catenin binden kann. a-Catenin wiederum ist in der

Lage Aktin direkt zu binden. Die Abbildung ist modifiziert nach [309].

1.3 Zytoskelettale Verdnderungen bei Tumorerkrankungen

Bosartige Geschwiilste (maligne Tumore) unterscheiden sich von gutartigen (benignen
Tumoren) durch drei Eigenschaften: Infiltration, Destruktion und Metastasenbildung
[310, 311]. Dies bedeutet, dass maligne Tumore iiber Gewebsgrenzen hinweg in ande-
re Gewebe hineinwachsen (Infiltration), umgebendes Gewebe zerstoren koénnen (De-
struktion) und gezielt weitere Gewebe, durch Lymph- oder Blutgefifie, kolonisieren
konnen (Metastasierung). Maligne Tumore haben sich innerhalb Deutschlands zu ei-
ner der hiufigsten Krankheiten mit Todesfolge entwickelt [312]. Weltweit betrachtet ha-
ben Krebserkrankungen zusammen im Jahr 2008 ca 7,6 Millionen Todesopfer gefordert,
wéhrend im gleichen Zeitraum ca 12,7 Millionen neue Tumordiagnosen gestellt wurden
[313]. Somit zéhlen Tumorerkrankungen weltweit zu einer der hiufigsten Krankheiten
mit Todesfolge.

Wiéhrend der Transformation einer gesunden zu einer malignen Zelle &ndert sich un-
ter anderem auch die Zytoarchitektur der Zelle [314-318]. Dies kann die Reduktion der
Menge an filamentdsen Aktin sein [316, 317], ein Verlust von aktinbindenden Protei-
nen [315], eine Reorganisation des Zytoskelettes [317], mit einhergehender Verénderung
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des Adhésionsverhaltens zur extrazelluldren Matrix [317, 318], etc. Da das Zytoske-
lett mafigeblich die mechanischen Eigenschaften definiert, konnten bei Tumorzellen, ver-
glichen mit ihren Ursprungszellen, verschiedene mechanische Eigenschaften beobachtet
werden [319-333]. Bei diesen Untersuchungen konnte ein deformierbarerer Phénotyp fiir
einzelne Zellen von Mammakarzinomen [319, 321, 325, 327], Lungenkarzinomen [321],
Zervixkarzinomen [324], Prostatakarzinomen [325, 332], Melanomen [326, 328], oralen
Plattenepithelkarzinomen [329] und Chondrosarkomen [331] gefunden werden. Welche
Zytoskelettbestandteile zu den gemessenen elastischen Eigenschaften beitragen ist da-
bei jedoch abhéngig von der Gréfle und Frequenz der applizierten Kraft. Bei kleinen
Kriften scheint die Antwort hauptsichlich iiber Aktinstrukturen vermittelt zu sein
[319, 327, 331], wihrend bei hohen Deformationen Intermediérfilamente eine zunehmen-
de Rolle spielen [220, 280, 320]. Sowohl das aktindominierte mechanische Verhalten bei
kleinen Deformationen, als auch die Dominanz der Intermediérfilamente bei hohen De-
formationen ist qualitativ im Einklang mit den Eigenschaften der einzelnen Filamente,
da Aktinnetzwerke bei geringen Deformationen ein deutlich hoheres Elastizitdtsmodul
besitzen und bei Deformationen von =~ 20% reilen, wihrend Intermediérfilamente ei-
ne stark ausgeprigte Versteifung bei Deformation zeigen und um ein vielfaches ihrer
Eigenlénge elongiert werden konnen (siehe Kapitel 1.1.4). Mikrotubuli scheinen fiir die
Zellelastizitéit nur eine geringe Rolle zu spielen [326, 334], werden aber mit einem Wi-
derstand gegen grofiflichige Kompression in physiologischen Prozessen assoziiert, da sie
lateral durch die anderen Zytoskelettelemente verstiarkt werden [334].

Eine Assoziation von Intermediérfilamenten mit bestimmten Tumorerkrankungen konnte
ebenfalls bereits beobachtet werden. So konnten Verdnderungen der Intermediérfilament-
organisation in Glioblastomen [335], aber auch eine atypische Vimentinexpression in von
Epithelzellen abgeleiteten Tumoren, wie Mammakarzinomen, Prostatakarzinomen und
weiteren, festgestellt werden [336-340]. Daneben konnte die Vimentinexpression auch
zur Bestimmung des Tumorstadiums genutzt werden [341-344].

1.4 Glioblastoma Multiforme

Eine Tumorform, welche besonders schwer zu therapieren ist, ist das von der Weltge-
sundheitsorganisation als Grad IV eingestufte Glioblastoma multiforme (GBM). Es tritt
im statistischen Mittel bei etwa 3.2 von 100000 Menschen auf [345] und die mittlere
Uberlebenszeit liegt bei 6-15 Monaten nach der erstmaligen Diagnose [346, 347]. GBM
entstehen aus Gliazellen, entweder als primire Tumore de novo oder als sekundéres
GBM aus Gliomen niedrigeren Grades [348]. Die so entstehenden Tumore besitzen ei-
ne hohe zelluldre Heterogenitét [349], sowie eine hohe Invasivitdt und Proliferationsrate
[347], wodurch er schnell das Gehirn infiltrieren kann, wobei es zum abwechselnden Auf-
treten proliferierender und nekrotischer Segmente kommt [350]. Parallel zur Infiltration
schiitten GBM angiogenetische Faktoren aus, die zur Bildung von Blutgeféfien fiir die
Versorgung des Tumorgewebes fithren kénnen [350]. Die Standardtherapie von GBM
umfasst im Allgemeinen eine maximale Resektion, sowie eine anschliefende, kombinier-
te Chemo- und Radiotherapie [347]. Diese Kombinationstherapie ist héufig jedoch nicht
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ausreichend, was an der geringen, mittleren Uberlebenszeit deutlich wird [346, 347]. Die
geringe Uberlebenszeit wird unter anderem verursacht durch die Ausbildung von Re-
sistenzmechanismen gegeniiber den verwendeten Chemotherapeutika [347] und durch
Gliomstammzellen, die zur Resistenz gegeniiber der Radiotherapie beitragen und das
Wiederauftreten von Gliomen begiinstigen [347, 351]. Daraus erschliefft sich auch direkt
die Notwendigkeit fiir die Entwicklung verbesserter Therapieoptionen fiir GBM.

Neben der intratumoralen Heterogenitét zeichnen sich GBM auch durch eine hohe inter-
tumorale Variabilitdt aus. So wurden anhand von 1740 mutierten Genen 4 Typen von
GBM unterschieden: pro-neurale, mesenchymale, proliferative und klassische GBM [352].
Diese unterscheiden sich unter anderem auf Basis somatischer Mutationen von TP53,
Isocitrat-Dehydrogenase 1 und 2, Kopiezahlvariationen von Chromosomen, verstéirkter
Expression oder Mutation des EGF-Rezeptors (epidermial growth factor) [352-357].
Diese Heterogenitéit spiegelt sich auch auf Ebene der Zelllinien wider. So konnte ge-
zeigt werden, dass die, auch in dieser Arbeit verwendeten, Glioblastomzelllinien LN229,
USTMG, U138MG und U251MG eine unterschiedliche Expression des Proteins TP53,
sowie der, mit Degradation der extrazelluliren Matrix assoziierten Proteine, Matrix-
Metalloproteasen 2 und 9, verschiedener pro- und anti-apoptotischer Proteine und mit
Zelladhision assoziierte Integrinexpression aufzeigen [358, 359]. Daneben unterscheiden
sich die Zelllinien, auf zelluldrer Ebene, hinsichtlich Invasivitidt und Migrationsfahigkeit

358].

1.5 Einfluss der Bestrahlung auf Zytoskelett und Adhésion
von Glioblastomzellen

Die Bestrahlung gehort, neben der Chemotherapie, zur Standardtherapie bei GBM. Ver-
schiedene Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass eine Bestrahlung von Glioblas-
tomzellen zu einer Deregulation von Genen fiihrt, die mit der Organisation des Zytoske-
lettes, der Adhésion der Zelle zur extrazelluliren Matrix und der Zell-Zell Adhésion in
Zusammenhang gebracht wurden [360-363]. Dabei wurde zum Teil die Expression von
mehreren hundert entsprechenden Genen differentiell reguliert [362]. Unter diesen Genen
befanden sich diverse Gene die Proteine kodieren, die fiir die Aktin- oder Mikrotubuli-
formation mitverantwortlich sind, wie zum Beispiel ACTB (kodiert §-Aktin), ARPC5
(kodiert eine Untereinheit des Arp 2/3-Komplexes) oder MAP1 (kodiert ein Protein,
das zur Familie der Mikrotubuli assoziierten Proteine gehort). Ebenfalls wurden mit In-
termedidrfilamenten assoziierte Gene wie VIM (kodiert Vimentin) nach der Bestrahlung
unterschiedlich reguliert [362, 363]. Weiterhin wurde das Zell-Matrix adhésionsassoziierte
Gen FN1 (kodiert Fibronektin), sowie das Zell-Matrix und Zell-Zell adhésionsassoziierte
Gen VCL, welches Vinculin kodiert, nach der Bestrahlung unterschiedlich reguliert [363].
In einer der Studien wurde ebenfalls die Proteinexpression der beiden Zytoskelettkompo-
nenten S-Aktin und a-Tubulin, sowie der Rho GTPase RhoA, den Adhésionsmolekiilen
Integrin a-4 und E-Cadherin untersucht, wobei jedoch keine signifikanten Effekte fest-
gestellt werden konnten [362]. Im Gegensatz dazu konnte eine andere Studie feststellen,
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dass die beiden Adhésionsmolekiile 5-1 und $-3 Integrin nach Bestrahlung hoher ex-
primiert werden [364]. Direkte Messungen beziiglich der Anderungen biomechanischer
und adhésiver Eigenschaften von Glioblastomzellen nach der Bestrahlung wurden bisher
jedoch nicht durchgefiihrt.

1.6 Endocannabinoide und Gliome

1.6.1 Das Endocannabinoidsystem und Cannabinoidrezeptoren

Aufgrund der schlechten Prognose vieler Glioblastompatienten [346, 347] besteht ein
dringender Bedarf an alternativen Behandlungsmethoden. Das Endocannabinoidsystem
(ECS) konnte ein moglicher Ansatzpunkt fiir eine ergéinzende Medikation darstellen, da
eine anti-tumorale Wirkung von Cannabinoiden in einer Vielzahl von Tumoren in vitro
und in vivo nachgewiesen werden konnte [365-375]. Das ECS ist ein intrinsisches System,
das aus den zwei Cannabinoidrezeptoren 1 und 2 (CB1 und CB2), deren Liganden,
sowie auf- und abbauenden Enzymen besteht. Das ECS ist unter anderem an diversen
Prozessen im zentralen Nervensystem beteiligt, zu denen die Modulation der Plastizitét,
die Gedéchtnisbildung, Lernprozesse, sowie das Schmerz- und Appetitempfinden zéhlen.
Eine regulatorische Rolle hat das ECS im kompletten Metabolismus und innerhalb des
Immunsystems [376].

Die beiden am besten charakterisierten Cannabinoidrezeptoren sind CB1 und CB2, die
zur Klasse der G-Protein gekoppelten Membranrezeptoren gehdren und eine zu 48% ho-
mologe Aminsduresequenz besitzen [377]. CB1 befindet sich im Gehirn besonders hiufig
in Gebieten, welche mit der Motorik (Basalganglien, Cerebellum), dem Gedéchtnis (Cor-
tex, Hippocampus), Appetit (Hypothalamus), Emotionen (Amygdala) und Sinneswahr-
nehmung (Thalamus) assoziiert sind, aber auch in Augen, Milz und Hoden [378]. CB2
scheint dahingegen hauptséchlich auf Zellen des Immunsystems (B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten, Makrophagen) vorzukommen [378]. Jedoch konnte CB2 auch schon bei
Neuronen, sowie in Astrozytomen und Glioblastomen nachgewiesen werden [379-381].

1.6.2 Wirkung von Cannabinoiden auf das Zytoskelett und Gliome

Die Existenz von Cannabinoidrezeptoren in Gliomen konnte bereits nachgewiesen wer-
den [380, 381], wobei jedoch unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der Expression vor-
liegen: De Jesus et al zeigten, dass CB1 niedriger und CB2 héher exprimiert ist [381],
wohingegen Wu et al beobachteten, dass sowohl CB1 als auch CB2 in hochgradigen Glio-
men hoher exprimiert sind als in gesundem Gewebe [380]. Beide Arbeitsgruppen gehen
entsprechend von einer positiven Korrelation der CB2 Expression und der Malignitét
aus [380, 381].

Neben diesen Befunden wurden auch Effekte untersucht, die, in Folge der (De-) Ak-
tivierung der Cannabinoidrezeptoren, beobachtet werden konnten. Dabei konnte eine
Vielzahl anti-tumoraler Effekte in Gliomen entdeckt werden. So wurde gezeigt, dass
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Delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) Apoptose induzieren kann [382]. Uber die Akku-
mulation von Ceramid wurden die Stressproteine p8 und TRB3 (Tribbles Homolog 3)
hochreguliert. TRB3 reduzierte anschlieffend die Bindung von Akt und mTOR (Mam-
malian Target of Rampamycin Complex 1), was zu Apoptose und Autophagie fiihrte
[382]. Ebenfalls konnte ein Zellzyklusarrest in der G1 Phase, nach Cannabinoidgabe, be-
obachtet werden, wobei verdnderte Mengen der Zellzyklusproteine Cyklin A, E2F1 und
pl6 gemessen wurden [383]. Dariiber hinaus wurden reduzierte Mengen VEGF (Vascu-
lar Endothelial Growth Factor) und Angl (Angiopeptin-1) beobachtet, was mit einer
Reduktion der Angiogenese (GefiaBneubildung) verkniipft ist [384]. Cannabinoide konn-
ten ebenfalls die Differenzierung von Gliomstammzellen férdern und deren Fahigkeit
zur Bildung neuer Tumore inhibieren [385]. Eine klinische Studie an terminalen Glio-
blastompatienten konnte in einem Teil der Patienten einen anti-proliferativen und pro-
apoptotischen Effekt von THC nachweisen, aber den molekularbiologischen Mechanis-
mus nicht aufkléren [386].

Neben diesen Effekten auf Angiogenese, Zellzyklus und Apoptose konnten auch Canna-
binoideffekte auf invasions- und migrationsassoziierte Signalkaskaden nachgewiesen wer-
den. In Gliomzellen fithrte THC zu einer reduzierten Invasion, durch eine Verminderung
der Matrix-Metalloprotease-2 (MMP2) Expression [387]. MMP2 ist ein proteolytisches
Enzym, welches am Abbau der extrazelluliren Matrix beteiligt ist. Ein weiteres Derivat
der Cannabispflanze, Canabidiol, inhibierte die Migration von Glioblastomzellen, jedoch
in einer canabinoidrezeptorunabhéngigen Weise [388]. Eine weitere Studie assoziierte den
invasionshemmenden Effekt von Canabidiol mit einer reduzierten Phosphorylierung von
p44/42 MAPK [389]. Diese Aspekte machen das ECS zu einem therapeutischen Ansatz
fiir Tumorerkrankungen.

In Neuronen konnte bereits eine Interaktion von CB1 mit dem ersten Mitglied der
Wiskott-Aldrich-Syndrom Proteinfamilie (WAVEL)/Scar Komplex aufgezeigt werden
[390]. Mitglieder der WAVE Proteinfamilie aktivieren den ARP2/3 Komplex, welcher
die Generation von dendritischen F-Aktinnetzwerken reguliert [390]. Weitere Studien
konnten zeigen, dass die Aktivierung des CB1 Rezeptors zelltypabhéingig sowohl zu ei-
ner reduzierten als auch erhéhten Phosphorylierung von FAK fiithren kann [375, 391, 392].
Neben diesen Interaktionen konnte eine reduzierte Expression von Aktin und Tubulin
nach der Applikation eines CB2 Antagonisten bzw THC beobachtet werden [393-395].
Weitere Studien konnten noch einen Effekt von THC auf die Aktinzytoskelettorganisati-
on nachweisen [396, 397], jedoch konnte in diesen Studien kein molekularer Mechanismus
ausfindig gemacht werden. In allen hier zitierten Studien wurden keine quantitativen
Untersuchungen im Zusammenhang mit mechanischen oder adhésiven Eigenschaften
einzelner Zellen durchgefiihrt.



Chapter 1. Einleitung 24

1.7 Isocitrat-Dehydrogenase 1 Mutation und metastasen-
assoziiertes Kolonkarzinom Gen 1

Zwei weitere Einflussfaktoren, die in dieser Arbeit untersucht wurden, sind die Isocitrat-
Dehydrogenase 1 Mutation R132H (IDH1-R132H) und das metastasen-assoziierte Ko-
lonkarzinom Gen 1 (MACC1). Beide Marker wurden bereits in vorangegangenen klini-
schen Studien als prognostische Marker fiir Tumorerkrankungen identifiziert. Wahrend
Patienten mit einer IDH1-R132H Mutation eine bessere Prognose haben [398-400], wird
eine erhthte MACC1 Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert [401-403].

IDH1 ist ein Enzym, welches im Zitratzyklus eine bedeutende Rolle spielt und somit den
Energiehaushalt einer Zelle reguliert. IDH1 Mutationen konnten laut Weltgesundheitsor-
ganisation in einem grofien Teil nieder-gradiger Gliome, sowie sekundérer, seltener jedoch
in priméren, GBM nachgewiesen werden [398-400]. Die IDH1 Mutation IDH1-R132H ist
eine Punktmutation im IDHI1-Gen, bei der am Codon 132 eine Substitution von Histi-
din durch Arginin erfolgte. Nicht mutiertes IDH1 katalysiert die Reaktion von Isocitrat
zu a-Ketoglutarat mit Hilfe von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH+),
wobei unter anderem NADPH (reduzierte Form von NADP) entsteht [404, 405]. Mu-
tiertes IDH1 hat eine geringere enzymatische Aktivitdt gegeniiber Isocitrat, dennoch
gewinnt das mutierte Enzym die Fahigkeit, die Reaktion von a-Ketoglutarat zu D-2-
Hydroxyglutarat zu katalysieren. Diese Reaktion fithrt zu einer D-2-Hydroxyglutarat
Akkumulation und einer Reduktion des a-Ketoglutarat und NADPH Levels [406-409).
Neben dieser verdnderten Funktionalitét fithrt eine IDH1 Mutation auch zu verénderter
Methylierung einer Vielzahl von Genen, unter anderem durch Inhibierung der Demethy-
lierung [410-412]. Zu diesen Genen gehoren auch Gene die mit Zytoskelettkomponenten,
wie zum Beispiel Vimentin, assoziiert sind [411].

Die IDH1-R132H Mutation ist im Allgemeinen mit einer besseren klinischen Prognose
bei Gliompatienten assoziiert[398-400]. Dieses Ergebnis wird einerseits durch eine gerin-
gere Resistenz gegeniiber géingigen Therapieformen [413], sowie andererseits durch eine
verringerte Aggressivitit verursacht [413-415].

MACCT1 ist ein Gen, dass 2009 erstmalig im Zusammenhang mit Kolonarzinomen be-
schrieben wurde [416]. Im Allgemeinen wird eine erhdhte Expression von MACC1 -
bei verschiedensten malignen Tumorerkrankungen - mit einer erhchten Aggressivitét,
Proliferations- und Migrationsfihigkeit in Verbindung gebracht [417-421]. Weiterhin
stellt MACC1 einen Regulator der c-Met-HGF (Hepatozytenwachstumsfaktor) Achse
dar [422]. c-Met ist ein Protein, dessen einzig bekannter Ligand HGF ist. Eine erhohte
Aktivitdt der c-Met-HGF Achse fiihrt in Tumoren zu verstdrktem Tumorwachstum, ei-
ner erhohten Angiogenese und Metastasierungsfahigkeit.
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1.8 Tumorinvasion in organotypischen hippocampalen
Schnittkulturen

Um die etwaigen Anderungen der Zellelastizitit, des Adhiisions- oder Migrationsver-
haltens von Tumorzellen mit einem veréinderten Invasionsprofil assoziieren zu kénnen,
wurde das Modell der organotypischen hippocampalen Schnittkulturen (OHSC) ver-
wendet. Der Hippocampus ist eine zentrale Schaltstation des limbischen Systems und ist
stark verkniipft mit dem Kurzzeitgeddchtnis und Lernprozessen. OHSC beinhalten den
funktionell intakten Entorhinalen Cortex, das Pré- und Parasubikulum, das Subikulum,
das Ammonshorn, die Hilusregion und den Gyrus dentatus (Abb. 1.4).

ABB. 1.4: Anatomische Struktur des Hippocampus der Maus. CA1-3 gehoren zum
Cornu Ammonus. Die Kornerzellschicht (GCL), die Lamina molecularis (ML) und der
Hilus (HI) bilden den Gyrus Dentatus. SUB bezeichnet das Subiculum und EC den
Enthorinalen Cortex. Die Abbildung entstammt der Publikation von Kohl et al [423].

Der Gyrus dentatus ist ein dreischichtiges System, zusammengesetzt aus der Lamina mo-
lecularis, der Lamina granularis und dem Hilus. Die apikalen Dendriten der Kornerzellen
der Lamina granularis erreichen die Molekularschicht, wo sie synaptische Verbindungen
mit den Afferenzen, insbesondere aus dem entorhinalen Kortex (Tractus perforans), ein-
gehen. Entscheidend fiir das Modell der OHSC war die intakte Zytoarchitektur nach
der Préparation, die eine gut erhaltene Kornerzellschicht im Gyrus dentatus, sowie der
Pyramidenzellen im Cornu Ammonis ebenso aufwiesen, wie intakte Faserverbindungen
zwischen den einzelnen Regionen. Somit bleiben synaptische Bahnen erhalten und ver-
gleichbar zur in vivo Situation [424, 425].

Ko-Kulturexperimente zeigten, dass Gliomzellsphéroide in der Lage sind in OHSC zu in-
vadieren und dabei ein infiltratives, diffuses Verhalten zeigten, wie es in vivo beobachtet
werden kann [426]. Primére Glioblastomzellsphéroide behielten ihren Stammzellcharak-
ter und ihr Invasionspotential iiber mehrere Tage innerhalb eines Schnittkulturmodelles
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[427]. Somit erlaubt das Modell der OHSC eine - verglichen mit Kollagen oder Gel-
Modellen [428] - bessere Untersuchung des Metastasierungs- und Invasionsverhaltens

von Tumorzellen, da es den physiologischen Bedingungen sehr viel ndher kommt.

Die gute Erhaltung der (internen) Struktur der OHSC und die damit verbundene N#he
zum in vivo System machten sie ideal geeignet, um Untersuchungen zur Tumorinvasion
durchzufiihren. Die damit gegebene experimentelle Situation ist besonders geeignet, um
Interaktionen zwischen Primértumoren und neuronalem Gewebe, sowie die Neuentste-

hung von Rezidiven zu studieren.

1.9 Fragestellung und Zielsetzung

Malignome sind eine der hiufigsten Krankheiten mit Todesfolge [312, 313] mit hohem
Bedarf an verbesserter Diagnostik und Therapie. Eine potentielle, unterstiitzende Wirk-
stoffklasse sind die Cannabinoide. Bisherige Ergebnisse aus der Grundlagenforschung
zeigten jedoch einen sehr heterogenen Einfluss. Fiir ein besseres Verstdndnis der Ef-
fekte ist es hilfreich, von der molekularen Betrachtungsebene auf eine zelluldre Ebene
zu wechseln. Gleichzeitig ermoglicht die Untersuchung der Cannabinoide, unter Betrach-
tung der Parameter Elastizitéit, Adhésion und Migrationseigenschaften der Tumorzellen,
in einem geeigneten System, die Uberpriifung der Hypothesen iiber den Einfluss dieser
Groflen auf das Tumorinvasionsverhalten. Da die in dieser Arbeit verwendeten organo-
typischen hippocampalen Schnittkulturen ein lebendiges, funktional erhaltenes Segment
des Gehirns sind, bei dem nachweislich beide Cannabinoidrezeptoren vorhanden sind,
ist eine Uberpriifung dieser Hypothesen, in einem nahe an der physiologischen Situation
befindlichen System, moglich.

Da sowohl fiir MACCI1, als auch fiir IDH1-R132H bereits eine klinische Relevanz und
eine starke Assoziation mit einer klinischen Prognose gegeben ist [398-403] und Canna-
binoide nicht im Verdacht stehen mit MACC1 oder IDH1 zu interagieren, konnen diese
verwendet werden, um gewonnene Erkenntnisse iiber den Effekt der Cannabinoide auf

ihre Verallgemeinerbarkeit hin zu tiberpriifen.
Die in dieser Arbeit gestellten Fragen lauten folglich:

1) Verdndern Cannabinoide, Bestrahlung, MACC1 und IDH1-R132H die elastischen und
motilen Eigenschaften von Glioblastomzellen?

2) Beeinflussen Cannabinoide, Bestrahlung, MACC1 und IDH1-R132H das Invasions-

vermogen von Glioblastomzellen in die Hirnsubstanz?

3) Gibt es einen Zusammenhang zwischen Motilitdt, mechanischen Eigenschaften und
der Invasionsfahigkeit von Glioblastomzellen?
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Methoden und Theorie

2.1 Lebendzellmikroskopie

Fiir die Lebendzellmikroskopieversuche wurden je 1000 Zellen in eine Vertiefung einer
6-Lochplatte iiberfiihrt, fiir 24h adhérieren gelassen und anschlieBend vermessen. Fiir
Aufnahmen lebender Zellen wurden diese bei § = 37°C und einem C Oy Anteil von 5%
in Zeitintervallen von At = 5min beobachtet. Da die Bewegungsgeschwindigkeit der
betrachteten Zellen gering ist, erlaubt dieses Zeitintervall die eindeutige Identifikation
der beobachteten Zellen, iiber den gesamten Messzeitraum hinweg.

Bei der Beobachtung einzelner Zellen wurden die Geschwindigkeit, sowie die Fliche, Di-
rektionalitit, mittlere quadratische Abweichung, Persistenzzeit und Persistenzgeschwin-
digkeit einzelner Zellen gemessen.

2.2 Analyse von Lebendzellmikroskopieaufnahmen

Um die mittels Lebendzellmikroskopie gewonnen Bildsequenzen auszuwerten wurde ein
Kantendetektionsalgorithmus, auf Basis des Sobel-Operators [429], angewendet. Da es
sich bei dem Sobel-Operator um einen Gradientenfilter handelt, werden speziell die Kan-
ten der Zellen hervorgehoben, da deren Intensitédt sich vom Hintergrund stark unter-
scheidet. Unerwiinschte Objekte, wie zum Beispiel Zellreste oder Strukturen des Poly-
styrolsubstrates, wurden entfernt, indem nur solche Objekte betrachtet wurden, die eine
zelltypabhéngige Mindestgrofle iiberschreiten. Hierdurch kénnen die Kanten einer jeden
Zelle in jedem Bild erhalten werden. Aus den Kanteninformationen konnten dann, durch
deren diskrete Natur, die Fldche A der Zelle, als Summe aller von der Kante eingeschlos-
senen Pixel, ermittelt werden. Die Position der Zelle konnte durch ihren geometrischen
Schwerpunkt x5 und y, definiert werden:

27
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Z;k; und y; ; sind dabei die i-te x- bzw y-Koordinate der N’ Randpunkte, des k-ten
Objektes auf dem j-tem Bild der Bildreihe. Diese Berechnung wurde fiir jede Zelle und
fiir jedes Bild der Bildserie durchgefiihrt. Eine eindeutige Zuordnung der Zellen, {iber
verschiedene Zeitpunkte hinweg, wurde iiber eine Minimierung des Abstandes identi-
fizierter Objekte in aufeinanderfolgenden Bildern vorgenommen. Ein Beispiel fiir eine
erfolgte Detektion von U87 Zellen ist in Abb. 2.1 gezeigt. Der Quellcode fiir die be-
schriebenen Vorgénge befindet sich im digitalen Anhang.

ABB. 2.1: Auf diesem Bild ist exemplarisch eine Kantendetektion mit Objektverfolgung

am Beispiel zweier U87 Zellen gezeigt. Die rote bzw. dunkelgelbe, nicht geschlossene

Linie zeigt dabei den Pfad der Zelle, wihrend die geschlossenen Linien die detektierten
Kanten darstellen. Der Mafistab entspricht 100um.

2.2.1 Analyse von Daten mit der Fiirth Formel

Die motilen Eigenschaften einzelner Zellen, sowie deren Verinderungen durch externe
Stimuli, wurden, unter anderem, mit Hilfe des Modells der persistenten Zufallsbewegung
nach Fiirth bestimmt [430]. Grundannahme fiir dieses Modell ist die Existenz einer
persistenten Zufallsbewegung, das heifit, die Bewegung des betrachteten Objektes ist
zufillig in der Art, dass das betrachtete Objekt im Zeitintervall Aty sich wahrscheinlicher
in diejenige Richtung bewegt in die es sich im direkt vorangegangenen Zeitintervall Aty
bereits bewegt hat. Diese Annahmen fithren dann zur folgenden Gleichung:
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<z?>= 2;2(& +e Pt 1) (2.2)

0 kann hierbei als inverse charakteristische Zeit der Bewegung interpretiert werden, also
diejenige Zeit nach der die Bewegung unkorreliert mit sich selbst wird und v bezeichnet
die zugehorige charakteristische Geschwindigkeit (Persistenzgeschwindigkeit). 1/ ent-
spricht damit der Persistenzzeit.

Die Analyse mit Hilfe der flirthschen Formel erfolgte fiir jede Zelle einzeln, iiber die
Bestimmung der mittleren quadratischen Abweichung, fiir den Zeitmittelwert einer Tra-
jektorie R(t), die definiert ist als:

<12(r) >= lim ~ / Bt — ) — R (2.3)
T—oo T 0

Da, aufgrund der diskreten Zeitauflosung, keine kontinuierliche Aufnahme méglich ist,

wurden, im Abstand von AT = 5min, N Bilder derselben Stelle aufgenommen, um so

die Zellbewegung verfolgen zu kénnen. Unter diesen Bedingungen musste Gleichung 2.3

diskretisiert werden zu:

N
< 2(r) >~ % S (R(nAT - 7) — B(nAT))? (2.4)

n=1

Gleichung 2.4 ermdglichte aus den berechneten Zellmittelpunkten die mittlere qua-
dratische Abweichung fiir jede Zelle zu ermitteln und mit Hilfe der Vorhersagen der
Fiirthformel (Gleichung 2.2) fiir < 72(t) > konnten dann die Bewegungsparameter 3 und
v durch einen Fit bestimmt werden. Der Quellcode fiir die Analyse mit der fiirthschen
Formel befinden sich im digitalen Anhang.

2.3 Rasterkraftmikroskopie

Das Rasterkraftmikroskop (AFM) ist ein Messgerét, welches physisch direkt mit der Pro-
be interagiert. Dementsprechend ist das Auflosungsvermogen limitiert durch die Kon-
taktfliche zwischen dem Messgeréit und der Probe. Das wichtigste Messinstrument des
AFMs ist der Cantilever, eine sehr feine elastische Blattfeder, die entweder flach sein
kann oder mit einer feinen Spitze versehen ist. Der Cantilever selbst ist zur Stabilisie-
rung an einen Chip befestigt, der wiederum an der AFM-Kontrolleinheit angebracht
wird (Abb. 2.2). Wenn sich der Cantilever sehr nahe an der Oberfliche der Probe be-
findet kann er spontan, aufgrund der attraktiven van der Waals Kréfte, mit der Probe
in Kontakt kommen (d > 0.2nm). Fiir noch kleinere Distanzen gibt es noch einen ent-
gegengesetzten, repulsiven Effekt, die Pauli Abstoflung, die dann Auftritt, wenn sich
die Orbitale verschiedener Atome sehr nahe beieinander befinden und sich iiberlappen
konnten (d < 0.2nm).
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Durch den Kontakt des Cantilevers mit der Probe kommt es zu einer Verbiegung des
Cantilevers, die sich mit Hilfe eines Lasers und einer 4-Quadrantenphotodiode messen
lasst (Abb. 2.2). Dafiir wird der Laser auf den Cantilever gerichtet und die Verénderung
des Reflexionswinkels, also eine Biegung des Cantilevers, fiihrt zu einer negativen bzw.
positiven Spannung auf der 4-Quadrantenphotodiode.

AFM Kontrolleinheit _

Laser

. 4-Quadranten
Hoéhenjustierung /" Photodiode
durch Piezokristall

Cantilever mit Chip

Cantilever Feder | /:
"""" ¥ Probe

Substrat

ABB. 2.2: Prinzipieller Aufbau eines AFMs. Das eigentliche Messinstrument des AFMs
ist die Cantilever-Feder, hier dargestellt ohne Spitze. Wenn diese Feder in Kontakt
kommt mit der zu vermessenden Probe, so verbiegt sie sich und diese Deformation
kann mit Hilfe eines Lasers, der auf den Cantilever gerichtet ist, gemessen werden.
Durch die Verbiegung des Cantilevers éndert sich der Reflektionswinkel des Lasers und
auf einer 4-Quadranten Photodiode kann somit eine von Null verschiedene Spannung
gemessen werden, aus der sich die Biegung des Cantilevers ermitteln lisst.

2.3.1 Messmodi und Kraft-Abstands-Kurven

Prinzipiell gibt es zwei mogliche Betriebsmodi fiir ein AFM, den bildgebenden, zur Mes-
sung hochauflésender Oberflichenbilder und den spektroskopischen Modus, zur Mes-
sung mechanischer Eigenschaften. Fiir die Messungen in dieser Arbeit wurde ausschlief3-
lich der Spektroskopiemodus eines Bioscope Catalyst (Bruker, Billerica, Massachusetts,
USA) verwendet, um die mechanischen Eigenschaften von Einzelzellen mit Hilfe eines
Spannungs-Dehnungsexperimentes zu bestimmen. Dabei wird die Eindringtiefe des Can-
tilevers gemessen, wenn auf eine Zelle eine vorher gewéhlte, definierte Kraft ausgeiibt
wird. Im Spektroskopiemodus wird der Cantilever mit festgelegter Geschwindigkeit,
Kraft und Kontaktzeit nach Erreichen der Maximalkraft auf die Probe gepresst und
wieder zuriickgezogen. Dabei wird wihrend der Messung die vertikale Ablenkung U,
die von der Steuersoftware (Bruker Nanoscope v8.15r3) nach erfolgreicher Kalibrierung
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automatisch in eine Kraft umgerechnet wird, sowie der Piezohdhe z, aufgenommen, die
zusammen die Kraft-Abstands-Kurve ergeben.

UgT™ 4 & Annihrungskurve

—p Riickzugskurve

ABB. 2.3: Idealisierte Deflektions-Abstands-Kurve fiir ein unendlich hartes Substrat.

In blau ist die Annidhrungskurve gegeben und in rot die Riickzugskurve. Jede AFM

Messung generiert ein solches Kurvenset, aus dem sich Materialeigenschaften ermitteln
lassen.

Eine ideale Deflektions-Abstands-Kurve auf einem unendlich hartem Substrat ist da-
bei in Abb. 2.3 gezeigt. Auf dieser Abbildung wird ersichtlich, dass jede Messung eine
Anndhrungskurve (blau) und eine Riickzugskurve (rot) generiert. In der Abbildung be-
ginnt die Messung am Punkt 1, der grofiten Piezohthe z,. Wéhrend der Annéherung
wird der Cantilever zur Probe gefiihrt, beriihrt diese aber noch nicht (Abb. 2.3 Punkt
1), weshalb die Ablenkung U, konstant bleibt, wihrend sich die Hohe des Piezokristalls
zp bzw des Cantilevers reduziert. Aufgrund adhésiver Kréfte kann es passieren, dass der
Cantilever nahe der Probe einen plétzlichen Sprung macht und mit selbiger in Kontakt
kommt (Abb. 2.3 Punkt 2).

Der Punkt an dem die Ablenkung U. das erste Mal grofler Null ist, ist der Punkt an
dem der Cantilever mit der Probe in Kontakt kommt. Diesen Punkt nennt man Kontakt-
punkt z.,. Ein weiteres absenken des Cantilevers fiihrt dann zu einem linearen Anstieg
der Ablenkung U, (Abb. 2.3 Punkt 3), welcher fiir die Kalibrierung und die genaue
Bestimmung des Kontaktpunktes z., genutzt werden kann. Mit Erreichen der vorher
eingestellten maximalen Ablenkung Uy, (Abb. 2.3 Punkt 4), dem Setpunkt, wird der
Cantilever wieder nach oben bewegt und die Verbiegung nimmt ab (Abb. 2.3 Punkt 5).
In den meisten Fillen bleibt der Cantilever nach Uberschreiten des Kontaktpunktes Zp,
aufgrund von Adhésionskriften, weiterhin an der Probe haften, weshalb sich negative
Ablenkungen U, messen lassen (Abb. 2.3 Punkt 6). Beim Erreichen der notwendigen Ab-
risskraft springt der Cantilever abrupt in den ungestorten Zustand und die Ablenkung
U, bleibt konstant bei null.
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Bei einer nicht idealen Messung, wie es zum Beispiel bei der Bestimmung der Materialei-
genschaften von biologischen Priparaten der Fall ist, werden die scharfen Uberginge, die
den Kontaktpunkt und den Abrisspunkt der Riickzugskurve kennzeichnen, verschmiert
(Abb. 2.4). In diesem Fall kann man im Allgemeinen sogar davon ausgehen, dass es
keinen linearen Anstieg der Ablenkung bzw der Kraft gibt, so das nicht-lineare Modelle,
wie das Hertz Modell genutzt werden miissen. Aus diesen Griinden kann die eigentli-
che Messung nicht mit der eingangs beschriebenen, idealen Situation verglichen werden,
sondern zur Auswertung solcher Kurven werden komplexere Modelle benétigt.

Kraft-Abstands-Kurve

Kraft in nN

0 1 2 3 4 5 6 7
Piezohéhe in ym

ABB. 2.4: Nicht idealisierte Kraft-Abstands-Kurve einer LN229 Glioblastomzelle. Man

erkennt die Unschérfe des Kontaktpunktes, ebenso wie die des Abrisspunktes und den

nicht linearen Anstieg der Kurve nach dem Kontakt mit der Probe. Somit kann eine

Zelle nicht als ideales elastisches Objekt betrachtet werden und komplexere Modelle
werden benétigt.

2.3.2 Kalibrierung

Fiir alle Messungen mit dem AFM wird fiir den Cantilever ein lineares Verhalten in
Form des Hook’schen Gesetzes (Gleichung 2.5) angenommen, sobald Kontakt mit der
Probe besteht.

F(z) = k* 2z (2.5)

Dabei ist k die Federkonstante des Cantilevers und z. dessen Hohe. Die Kalibrierung des
AFMs ist notwendig, um die Federkonstante k zu bestimmen, da nur so die wirkende
Kraft F' bestimmt werden kann. Die Cantileverhthe z. kann bestimmt werden, indem
die vertikale Ablenkung der 4-Quadranten-Photodiode U, gemessen wird und die Hohe
des Piezoelementes z), iiber die Sensitivitit s (Gleichung 2.6). Die gemessene Hohe des
Piezokristalls z, ist dabei eine Translation der gesuchten Cantileverhhe z..



Kapitel 2. Material und Methoden 33

ze = s+ U, (2.6)

Die Sensitivitit s ldsst sich dabei am leichtesten mit Hilfe eines Substrats mit sehr
hohem Youngmodul - gegeniiber dem Cantilever - messen, wie zum Beispiel Glas oder
Plastik. Dabei ist die Eindringtiefe des Cantilevers in das Substrat nahezu null, also
vernachlédssigbar und die sich ergebende Deflektions-Abstands-Kurve kann als ideale
Deflektions-Abstands-Kurve angenommen werden (siehe Abb. 2.3). Mit diesem Faktum
kann die Sensitivitdt einfach bestimmt werden, als negativ Inverses des Anstieges dieser
Kurve (Gleichung 2.7).

A 1

AU.  Anstieg (2.7)

Die Federkonstante k des Cantilevers wird mit Hilfe eines thermischen Rauschspektrums
ermittelt [431]. Bei dieser Methode werden thermische Schwingungen gemessen und so-
mit wird ein Frequenzspektrum, mit Resonanzpeaks, erstellt.

Grundannahme fiir eine Kalibrierungen mit dieser Methode ist, dass es sich bei dem
betrachtetem System um einen schwach geddmpften harmonischen Oszillator handelt, so
dass der Zusammenhang zwischen Amplitude und Frequenz als Lorentzkurve modelliert
werden kann. Gleichzeitig ergibt sich unter Ausnutzung des Equipartitionstheorems fiir
die Berechnung der Materialkonstanten k, mit der mittleren quadratischen Fluktuation
des Cantilevers n., der Temperatur 7" und der Boltzmannkonstanten kp:

 kpT
< ne>

(2.8)

Diese Kalibrierungsmethode erlaubt eine schnelle und einfache Bestimmung der Feder-
konstanten k des Cantilevers, weshalb diese Kalibrierung vor dem Beginn jedes Ex-
periments durchgefithrt wurde. Nachteile dieser Methode sind allerdings, dass fiir die
benétigten Messungen der Cantilever in Kulturmedium sein muss, wodurch er eine
hohere Démpfung als an Luft erfihrt und damit Signalamplitude und Resonanzfrequenz
reduziert sind. Das fiihrt zu einem verschlechterten Signal-Rausch-Verhéltnis und damit
zu einer leicht erhdhten Unsicherheit bei der Bestimmung der Materialkonstanten k.

2.3.3 Messparameter

Fiir die AFM Messungen wurden Zellen ausgesidt und 15min danach einzeln mit ei-
nem Cantilever ohne Spitze (Arrow TL-2, Nanoworld, Schweiz) vermessen. Die kurze
Adhisionszeit gewahrleistete, dass die Zellen eine nahezu sphérische Geometrie auf-
zeigten. Die Messung wurde mit einer Anndhrungsgeschwindigkeit von 5um/s, einer
maximalen Kraft von 3n/N und einer Kontaktzeit nach Erreichen der maximalen Kraft
von 0s durchgefiihrt. Die Kraft-Abstandskurven wurden {iber eine Distanz von 7um und
mit 1024 Messpunkten aufgenommen. Die AFM Messung wurde genutzt, um das Young
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Modul, die normierte Adhésionsenergie, die Indentationstiefe, die Zellgrofle, die Abriss-
kraft, die absolute Adhésionsenergie, den Anstieg der Kurve zu Beginn des Kontaktes,
sowie Zahl, Kraft und Energie von diskreten Sprungstellen zu ermitteln (Abb. 2.5). Die
Grofle der Zellen wurde direkt aus den wahrend der AFM-Messung gemachten Phasen-
kontrastaufnahmen ermittelt. Die Indentationstiefe ist diejenige Lénge, um die die Zelle
deformiert wurde. Die Abrisskraft wurde als minimale Kraft der Riickzugskurve definiert,
wihrend die totale Adh#sionsenergie als das Integral, iiber den Teil der Riickzugskurve
der kleiner als Null ist, berechnet wurde. Der Kurvenanstieg direkt nach dem Kontakt
des Cantilevers mit der Zelle wurde als Ableitung der ersten 240nm der Indentation
bestimmt. Fiir die Sprungstellen wurde die Kraft als Differenz der gemessenen Kraft
zwischen Beginn und Ende des Sprunges definiert, die Sprungweite als Hohendifferenz
des Sprunges und die Sprungenergie als Integral iiber diesen Bereich. Das Young Mo-
dul ist ein Maf} fiir die Elastizitit der vermessenen Zellen und beschreibt dabei den
Zusammenhang zwischen Spannung und Dehnung eines Korpers bei einer Verformung.
Die normierte Adhé#sionsenergie beschreibt die totale Adh#sionsenergie normiert auf die
maximale Kontaktfliche zwischen Cantilever und Zelle.

Kraft-Abstandskurve

Indentationstiefe
—Annahrungskurve
3ll—Ruckzugskurve
2 -
z
c
-E 1r Anstieg am
o Kontaktbeginn
X —
O Al
wAbrisskraft
1 = Gesamtadhisionsenergie Sprung-
T stelle
2 -3 2 -1 0 1 2

Hoéhe in um

ABB. 2.5: Exemplarische Darstellung der Messparameter am AFM (aufler Zellgrofe,

Young Modul und normierter Adhiisionsenergie). Zu sehen sind die Ann&hrungskurve in

blau und die Riickzugskurve in rot, sowie die Beschriftung der betrachteten Bestandteile

der Kurve, inklusive ihres Messbereiches. Zu beachten ist, dass der Anstieg der Kurve

aus dem dargestellten Bereich als Ableitung, die Gesamtadhésionsenergie als Integral

iiber den markierten Bereich und die Energie der Sprungstelle ebenfalls als Integral
iiber die Hohendifferenz des Sprunges ermittelt wird.

2.3.4 Mechanische Eigenschaften von biologischen Materialien

Zur Charakterisierung der mechanischen Figenschaften wurde fiir diese Arbeit das Young
Modul E verwendet. Zusammen mit der Poissonzahl p charakterisiert das Young Mo-
dul FE die elastischen Materialeigenschaften einer Zelle sehr gut. Die Poissonzahl p ist
dabei das Verhiltnis von relativer Anderung der GriBe eines Objektes senkrecht zur
Spannungsrichtung, zur Lingendnderung in Spannungsrichtung.
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Eine einfache Moglichkeit das Youngmodul F, fiir zellelastische Messungen mit einem
AFM, zu berechnen ist das Hertzmodell. Das Modell setzt dabei eine statische Situation
voraus, bei der 2 Sphéren des Radius R; /3, mit Youngmoduli £/, und Poissonzahlen
12 miteinander interagieren. Diese Situation entspricht in guter Approximation dem,
in dieser Arbeit genutzten, Fall, dass Zellen die gerade beginnen an einem Substrat zu
adhérieren, also noch nahezu kugelférmig sind, mit einem flachen Cantilever in Kontakt
gebracht werden. Der Cantilever kann dabei als unendlich grofie und gegeniiber der Zelle
sehr harten Kugel gendhert werden. Unter diesen Annahmen ldsst sich das Young Modul
E berechnen aus:

4 E
_ 3
F =5 _MQ«/R(SO (2.9)

Dabei ist F' die vom Cantilever ausgeiibte Kraft, £ das Young Modul, p die Poissonzahl,
R der Zellradius und §g die zentrale Indentation.

Zur Bestimmung der Adh#sionsenergien wurden zwei weitere Modelle verwendet und
beziiglich ihrer Giiltigkeit {iberpriift, da das Hertzmodell Adhésion vernachlassigt. Bei
diesen Modellen handelt es sich um das Johnson Kendall Roberts (JKR) [432] und
das Derjarguin-Muller-Toporov (DMT) Modell [433]. Beide Modelle erlauben die Be-

2 zwischen Cantilever und Zelle, aus der sich eine

rechnung einer Kontaktfliche ma
normierte Adhiisionsenergie v = E,q,/(7a?) berechnen lisst. E,q ist dabei die tota-
le Adhésionsenergie. Der Kontaktradius a fiir das DMT Modell liasst sich berechnen

aus:

AR(1 — p?
a3 = R(1—p7)

s (F+3ymR+ V697 RE + (3y7R)?) (2.10)

Fiir das JKR Modell gilt entsprechend:

3 _ AR(1 — p®)

“ 37 E

(F + 27yR) (2.11)
Auflésen der Gleichungen 2.10 und 2.11 nach dem Kontaktradius a liefert eine Abschét-
zung fiir die Kontaktfliche ma? und kann fiir die Abschiitzung der Giiltigkeit verwendet
werden. Zur Uberpriifung der Giiltigkeit des jeweiligen Modells wurde ihre Vorhersage
tiber die zu erwartende Abrisskraft des Cantilevers genutzt. Das DMT Modell macht fiir
eine Zelle des Radius R, bei einer Kontaktfliche ma? und einer Gesamtadhisionsenergie
E, 4, folgende Vorhersage fiir die Abrisskraft Fy:

2REqan
Fg = 2.12
L (212)
Das JRK Modell sagt dahingegen vorher:
3RE
Fg = adh (2.13)

2a2
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Eine Division der Gleichungen mit der tatsichlich gemessenen Abrisskraft Fis ermoglicht
somit eine Validierung der Vorhersagen und eine Berechnung der normierten Adhisi-
onsenenergien v = E,qp,/(7a?).

2.4 Erstellung eines Netzwerkes und Ermittlung von Pa-

rameterclustern

In dieser Arbeit wurden mittels AFM und Lebendzellmikroskopie insgesamt 16 Para-
meter ermittelt. Um diese Parameter beziiglich ihres gemeinsamen Informationsgehaltes
zu gruppieren, wurde eine Netzwerkanalyse durchgefiihrt. Ein Netzwerk ist ein System,
das sich mathematisch als Graph organisieren lisst. Bei einem Graphen handelt es sich,
im mathematischen Sinne, um eine Struktur, die eine Menge von Objekten zusammen
mit den Verbindungen zwischen diesen Objekten représentiert. Ein Graph besteht aus
Knoten, den Hauptelementen des Graphen und Kanten, die Knoten paarweise verbin-
den. Wenn die Struktur eines Graphen (hier: Netzwerkes), also sowohl Knoten als auch
Kanten, vollstdndig bekannt ist, kann man Riickschliisse iiber mogliche Redundanzen,
Zusammenhinge einzelner Gruppen, etc ziehen. Die in dieser Arbeit ermittelten 16 Pa-
rameter entsprechen dabei den Knoten des Netzwerkes.

Das Ziel der hier durchgefithrten Analyse war es, diejenigen Parameter zu finden, die
statistische Gemeinsamkeiten aufweisen und daraus folgend Gruppen von Parametern
zu erstellen, die einen hohen gemeinsamen Informationsgehalt, eine Kante, haben. Aus
diesen Gruppen wurden dann neue Parameter, so genannte Kompositparameter erstellt,
um fiir weitere Analysen verwendet zu werden. Fiir die Feststellung, ob zwei Parameter
einen gemeinsamen Informationsanteil enthalten, wurde die Transinformation (englisch:
mutual information, MI) berechnet. Die Transinformation geht gegen Null, wenn die
betrachteten Groflen statistisch unabhéngig sind und wird maximal, wenn sich die ei-
ne Grofle aus der anderen vollstdndig ermitteln ldsst. Ein Vorteil der Transinformati-
on, gegeniiber zum Beispiel Korrelationsanalysen, ist die Modellfreiheit, so dass auch
hochgradig nicht-lineare Zusammenhénge erfasst werden kénnen. Zur Berechnung der
Transinformation wurde folgende Definition genutzt:

_ Nog [ LF:D)
Ml = o e (56imi) _—

Dabei ist p(i) bzw p(k) die Wahrscheinlichkeit bei der Messung des Parameters I bzw
K den Messwert ¢ bzw k zu erhalten, wihrend p(k, i) die Wahrscheinlichkeit dafiir ist,
das man bei einer Messung der Parameter I und K den Wert ¢ fiir Parameter I und
gleichzeitig den Wert k fiir Parameter K erhilt. Fiir die Wichtung der erhaltenen Kanten
wurde eine Methode von Faith et al [434] verwendet, die nach KieBling et al [435] modi-
fiziert wurde. Mit Durchfiihrung dieses Rechenschrittes waren alle Kanten und Knoten
des Netzwerkes vollstandig bekannt und die Analyse fiir die Anordnung der Parameter
in Gruppen konnte durchgefiihrt werden.
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Zur Erstellung von Parameterclustern wurde ein Verfahren von Newman [436] verwen-
det, dass die sogenannte Modularitdt Q maximiert. Anschaulich gesprochen entspricht
der Wert der Modularitéit () dem Unterschied zwischen einem Netzwerk, dessen Kanten
zufillig verteilt wurden und dem zu untersuchenden, bereits in Subnetzwerke eingeteilten
Netzwerk. Der Wert 0 entspricht dabei einer Einteilung des Netzwerkes in Subnetzwer-
ke, die sich nicht von einer zufilligen Anordnung unterscheidet. Der Maximalwert der
Modularitét wird dementsprechend erreicht, wenn eine optimale Einteilung des Netzwer-
kes erfolgt. Die so ermittelten Teilnetzwerke haben eine deutlich stiarkere Verkniipfung
innerhalb ihre Teilnetzwerkes, als sie es mit dem Rest des Netzwerkes haben.

Die Unterteilung des Netzwerkes in Teilnetzwerke erlaubt nun jeden der gemessenen
Parameter einer Parametergruppe zuzuordnen und aus diesen einen gemeinsamen Para-

meter zu ermitteln, den sogenannten Kompositparameter M, [435]:

1 mi— < m; > 1
M= ———" = — " zm] (2.15)
Ne iz olmi) Neo iz

Dabei ist m; ein Set von Messwerten des Parameters 7 und sowohl Mittelwert als auch
Standardabweichung dieses Wertes wurden beziiglich allen gemessenen Werten, von allen
Zelltypen und Behandlungen ermittelt. Die Summe in Gleichung 2.15 lduft {iber alle
Parameter im Cluster C. Die Einfithrung der Kompositparameter M reduzierte somit
die Zahl der Parameter auf die Zahl der Teilnetzwerke.

2.5 Zelllinien und Zellkultur

Fiir die Durchfithrung der Elastizitits-, Migrations- und Invasionsversuche wurden ver-
schiedene Glioblastomzelllinien benutzt, namentlich: LN229, U87-MG, sowie U138-MG.
Im Folgenden werden die Zellen nur noch als LN229, U87 und U138 bezeichnet. Bei
LN229, U138 und U87 handelt es sich um humane Glioblastomzelllinien. LN229 wurden
aus dem Kortex isoliert, wiahrend der Ursprung der U87 und U138 Zellen im Hirn nicht
weiter spezifiziert wurde. LN229 und U87 weisen ein invasives Verhalten in immundefizi-
enten Méusen auf [437], wihrend U138 Zellen in vivo als nicht-invasiv gelten [438]. LN229
und U87 wurden in 89% (v/v) Roswell Park Memorial Institute-Medium (RPMI, Lon-
za, Verviers, Belgien) mit 10% (v/v) fotalem Kilberserum (FBS, Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornien, USA), sowie 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin (P/S, Invitrogen,Carlsbad,
Kalifornien, USA) kultiviert. U138 wurde in 87% (v/v) Low Glucose Duelbecco’s Mo-
dified Eagle Medium (Low DMEM, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) mit 10%
(v/v) FBS, sowie 1% (v/v) P/S und 2% (v/v) nicht essentieller Aminosduren (NEAA,
Biochrom, Berlin, Deutschland) kultiviert.
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2.5.1 Transfizierte Zelllinien

In Kooperation mit Prof. Ulrike Stein und Dr. Carsten Hagemann wurde die Rolle von
MACCI in Glioblastomzellen untersucht [420]. Fiir diese Untersuchungen wurde ein
Subtyp, der im Folgenden als U138+ bezeichnet wird, verwendet, der von Prof. Stein
und Dr. Hagemann zur Verfiigung gestellt wurde. Bei U138+ handelt es sich um eine
MACCI1 transfizierte Variante der U138 Zelllinie, die in der Publikation von Hagemann
et al beschrieben wird [420]. Das Kulturmedium blieb unveréndert.

Weiterhin wurden Zelllinien genutzt, in denen eine Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1)
Mutation (IDH1-R132H) eingebracht wurde. Dabei wurden von drei Zelllinien jeweils
drei weitere Varianten verwendet: eine Leervektor, eine IDH1-Wildtyp iiberexprimierende
und eine IDH1-R132H Form. Dafiir wurden die Zelllinien U251-MG, U343-MG und
LN229 verwendet. Bei U251-MG handelte es sich um humane, als Grad IV klassifizierte
Glioblastomzellen, wiahrend die Gliomzelllinie U343-MG dem Grad III zugeordnet wur-
de. Alle drei Zelllinien, mit ihren vier Varianten, wurden von Prof. Dirk Vordermark zur
Verfiigung gestellt und wurden von Kessler et al beschrieben [413]. Im weiteren Verlauf
der Arbeit werden diese Zelllinien als U251 und U343 bezeichnet.

2.6 Behandlung von Zellen

Alle Zellbehandlungen wurden 24h vor Beginn des Experimentes durchgefiithrt. Zur Be-
handlung wurden der Cannabinoid Rezeptor (CB) 1 Agonist ACEA (Tocris Cookson
Ltd., Bristol, GB) und der CB2 Agonist JWH133 (Tocris Cookson Ltd., Bristol, GB)
in der Konzentration von 10uM verwendet. Die Konzentrationen wurden gewihlt, da
bereits antitumorale Effekte dieser Substanzen, in diesen Konzentrationen, in anderen
Tumorentititen auf Apoptose und Migration nachgewiesen werden konnten [439, 440].
Weiterhin wurde der MET-Inhibitor Crizotinib (Active Biochem, Wanchai/Hongkong,
China) in einer Konzentration von 0.5uM, bei U138+ Zellen, verwendet, da diese Kon-
zentration in Voruntersuchungen als wirksam zur Inhibierung MACCI1 induzierter Ef-
fekte ermittelt wurde [420]. Alle Substanzen wurden fiir eine Dauer von 24h appliziert.
Fiir die Evaluierung von Bestrahlungseffekten wurde, 24h vor Beginn des Experimen-
tes, eine Dosis von D = 2Gy verwendet. Diese Dosis entspricht der iiblichen maximalen
Dosis einer Sitzung wéhrend der Radiotherapie [441].
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2.7 Murine organotypische hippocampale
Schnittkulturen

2.7.1 Zellkulturmedien fiir organotypische hippocampale Schnittkul-
turen

Fiir organotypische hippocampale Schnittkulturen (OHSC) wurden zwei verschiedene
Medien benétigt, das Praparationsmedium, welches ausschlieSlich wiahrend der Anferti-
gung der OHSC genutzt wurde und das Kulturmedium, das wihrend der anschlielen-
den Kultivierungsphase verwendet wurde. Fiir das Préparationsmedium wurden 97ml
Minimal Essential Medium (MEM, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) mit 1ml
Glutamin (Thermo Fisher Scientifc, Waltham Massachusetts, USA), 1ml 45 %-iger
(w/v) Glukose (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 1ml P/S gemischt. Anschlie-
Bend wurde der pH-Wert auf 7.35 — 7.38 eingestellt und das Medium steril filtriert.
Das Praparationsmedium wurde wihrend der Préaparation bei 4 ° C' gehalten.

Das Kulturmedium setzte sich aus 47ml MEM, 25m! HBSS mit Kalzium und Magnesi-
um (Thermo Fisher Scientifc, Waltham Massachusetts, USA), sowie 25ml Pferdeserum
(NHS, Thermo Fisher Scientifc, Waltham Massachusetts, USA), 1ml Glutamin, 1ml 45
%-iger (w/v) Glukose, 1ml P/S und 80ul Vitamin C (Sigma Aldrich, Steinheim) zu-
sammen. Nach der Zusammenstellung des Mediums wurde der pH-Wert auf 7.2 — 7.3
eingestellt und das Medium steril filtriert. Bei der Nutzung hatte das Medium eine
Temperatur von 35 ° C.

2.7.2 Préaparation von organotypischen hippocampalen Schnittkultu-
ren

Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien fiir Tierversuche
nach Mafigabe der Européischen Gemeinschaft (Direktive 2010/63/EU) durchgefiihrt.
Die Gewinnung der OHSC erfolgte nach einer modifizierten Methode nach Stoppini et al
[442]. Dafiir wurden 4-5 Tage alte M&use dekapitiert und im Anschluss die Kopfhaut ent-
fernt. Daraufhin wurde die Kalotte aufgeschnitten, das Gehirn entfernt und unmittelbar
in eine Gewebskulturschale (35mm) mit Préparationsmedium iibertragen. Auf einem
Metallteller wurde Agar zur Stabilisation mit Histoacrylkleber befestigt. Mit Hilfe ei-
nes Vibratoms (Leica VT 1200 S, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) wurden
350um dicke Schnitte des Hippocampus angefertigt. Diese wurden dann unter einem
Mikroskop mit einem Skalpell zugeschnitten und in gekiihltem Praparationsmedium ge-
lagert. Mit dieser Methode konnten etwa 3-6 Schnitte aus einer Maus gewonnen werden.
Nach der Priparation eines Gehirnes wurden die Schnitte in Zellkultureinséitze (Millipo-
re, Schwalbach, Deutschland) {ibertragen und in 6-Lochplatten (Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) mit 1m! Kulturmedium in einem Inkubator bei 35 ° C und 5% COs fiir 2
Wochen inkubiert. Ein Wechsel des Mediums erfolgte jeden 2. Tag.
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2.7.3 Tumorinvasion in Schnittkulturen

Die verwendeten Tumorzellen wurden am Tag 13, nach der Préparation der OHSC,
wie bereits beschrieben, behandelt (siehe Kapitel 2.6). Zusétzlich wurden die Zellen
mit 10uM CFDA-SE (Thermo Fisher Scientifc, Waltham Massachusetts, USA) fiir 24h
inkubiert. Dabei diffundierte CFDA-SE in die Zellen, wo dann die Acetatgruppe, durch
intrazelluldre Esterasen, zu einem fluoreszenten Produkt gespalten wurde. Dies fiihrte
dazu, dass die so gefirbten Zellen iiber mehrere Zellteilungen hinweg fluoreszent markiert
waren.

Anschlieflend wurden die Zellen mit PBS (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) ge-
spiilt und mit Trypsin/EDTA (Biochrom, Berlin, Deutschland) fiir ca 5min inkubiert bis
sich die Zellen ablosten. Das Trypsin/EDTA wurde dann mit Kulturmedium deaktiviert
und die Zellsuspension in ein 15ml! Rohrchen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland)
tiberfithrt und zentrifugiert. Daraufhin wurde der Fliissigkeitsiiberstand abgesaugt und
Kulturmedium hinzugegeben, so dass in 10u! dieser Suspension 50.000 Zellen enthalten
waren. Nun wurden 10ul der Suspension auf jedes OHSC gegeben. Zur Visualisierung
wurde dies in Abb. 2.6 schematisch, idealisiert dargestellt. Nach 3 oder 4 Tagen wurden
die OHSC mit 4% Paraformaldehyd (PFA) iiber Nacht fixiert. Nach der Fixierung wur-
den die Schnitte mit Propidium Iodid (PI, Merck, Darmstadt, Deutschland) eingeférbt,
um die Zytoarchitektur zu visualisieren. Somit ergab sich in der Fluoreszenz ein Kon-
trastbild in dem gebildete Tumore griin fluoreszierten und die Struktur des Schnittes
selbst rot. Zur Aufnahme der Fluoreszenzbilder wurde ein konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop (CLSM, Leica TCS SP 2, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) ver-
wendet und die OHSC dann in 2um Tiefenintervallen abgerastert.

2.7.4 Analyse der Tumorinvasion in Schnittkulturen

Die quantitative Analyse der Invasionsversuche erfolgte mit Hilfe eines CLSM. Fiir die
Anregung von CFDA wurde eine Wellenldnge von A = 488nm und fiir PI A = 543nm
verwendet. Dabei wurden optische Schnitte im Abstand von 2pm aufgenommen und zu
einem Stack zusammengefasst, welches die Position des Tumors innerhalb des Schnittes
und dessen Grofleninformation enthélt. Die erhaltenen Bilder erlaubten jedoch nicht
immer eine Differenzierung einzelner Tumore innerhalb des Schnittes, sondern zeigten

héufig netzwerkartige Strukturen.

Aufgrund dessen konnten keine individuellen Tumore innerhalb der Schnittkultur ana-
lysiert werden, sondern lediglich globale, den ganzen Schnitt betreffende Eigenschaften.
Fiir die Analyse der Invasivitit wurde die Fliche A des Tumors fiir jeden optischen
Schnitt ermittelt. Im Anschluss wird daraus das approximierte Volumen V', mit Hilfe
des Abstandes der optischen Schnitte d ermittelt als:

V=> Ad (2.16)
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Pipette

Kulturmedium mit Tumorzellen

Schnittkultur

ABB. 2.6: Schematische Darstellung eines Tumorinvasionsexperimentes. Zu sehen ist

die idealisierte Applikation der Tumorzellen auf die Schnittkultur. Im Gegensatz zu

der hier gewéhlten idealisierten Darstellung kommt es bei der Hinzugabe der Tumor-

zellen zum Schnitt zu einem Abfluss eines Teils des Kulturmediums, aufgrund des
Fliissigkeitsfilms auf dem Schnitt.

Um eine Unabhéngigkeit des Volumens und der bedeckten Fliche von der Grofie der
verwendeten Schnittkultur zu gewihrleisten, wurde auf die Flidche der Schnittkultur
normiert.

2.8 Analyse der Cannabinoidrezeptorexpression auf mRNA -
Ebene

Fiir die Analyse der mRNA Expression der genutzten Zellen wurden zuerst konfluente
Zellen mit Trypsin/EDTA gelost. Anschliefend wurde das Zellpellet mit PBS gespiilt,
nach Zugabe von 0.5ml Trizol (Peqlab, Erlangen, Deutschland) aufgeschlossen und fiir
5min bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurden 200ul Chloroform (Sigma
Aldrich, Steinheim, Deutschland) zugesetzt und bei Raumtemperatur 3min inkubiert.
Darauthin erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 10000g fiir 15min bei 4° C,
nach dessen Abschlufl die RNA-enthaltende Phase mit 500ul Isopropanol (Sigma Ald-
rich, Steinheim, Deutschland) gefillt und mit 500u! Ethanol (Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) gewaschen und in DNAse freies Wasser (Promega, Fitchburg, Wisconsin,
USA) iiberfiithrt wurde.

Fiir die Umschreibung der RNA in ¢cDNA wurde 1pg RNA mit Nuklease-freiem Wasser
auf 10ul aufgefiillt und fiir 10min bei 70 ° C' denaturiert. Nach 1min Zentrifugation bei
10000g wurden die Proben auf Eis gekiihlt und 10ul des Mastermixes (Promega, Fitch-
burg, Wisconsin, USA) hinzugegeben. Die Transkription erfolgte durch Inkubation bei



Kapitel 2. Material und Methoden 42

37 ° C fiir 60min und wurde bei einer anschlieBenden Hitzeinaktivierung fiir 5min bei
99 ° C gestoppt. Die qRT-PCR wurde dann durchgefiihrt wie bei Benz et al beschrieben
[439]. Der Primer fiir CB1 wurde entsprechend der NM 016083.4 Homo sapiens canna-
binoid receptor 1 (CNR1) Sequenz erstellt und der Primer fiir CB2 nach der Sequenz
fiir NM 001841.2 Homo sapiens cannabinoid receptor 2 (macrophage) (CNR2), mRNA.
Die Liste der Primer befindet sich im Anhang.

Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Dr. Urszula Grabiec durchgefiihrt.

2.9 Analyse der Cannabinoidrezeptoren mittels Western
Blot

Western Blotting wurde durchgefiihrt, wie in Benz et al und Ernst et al beschrieben
[439, 443]. Die Sperzifitdt des verwendeten CB1 Antikoérpers wurde in Benz et al ge-
zeigt [439]. Zuerst wurden Zellen mit Trypsin/EDTA abgelost und in ein Reaktions-
gefaf iiberfithrt, wo die Zellen sonifiziert und auf 70 ° C' erhitzt wurden. Anschlieend
erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 4 ° C. Nach der Messung der Proteinkonzentration
mit einem BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientifc, Waltham Massachusetts,
USA) wurden 20ug (fiir den CB1 Rezeptor) des Proteins fiir die Gelektropherese ver-
wendet. Die Gele wurden anschliefend auf der Nitrozellulosemembran (GE Healthcare,
Darmstadt, Deutschland) geblottet, mit Waschpuffer gewaschen, mit Roti-Block (Carl
Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland) 30min blockiert und iiber Nacht mit
dem Primé#rantikorper inkubiert. Die Membranen wurden danach 3x mit Waschpuffer
gewaschen, mit Meerrettichperoxidase konjugiertem anti-Kaninchen IgG inkubiert und
anschliefend 5x gewaschen. Die Signaldetektion erfolgte mit einem Luminata Classico
Western HRP Substrat (Merck, Darmstadt, Deutschland). GAPDH wurde als Referenz
verwendet und Image J zur Auswertung genutzt. Eine Liste der genutzten Antikorper
befindet sich im Anhang.

Die Untersuchungen wurden in Kooperation mit Dr. Urszula Grabiec durchgefiihrt.

2.10 Analyse der Cannabinoidrezeptorverteilung

Die Rezeptorverteilung wurde mittels immuncytochemischer Untersuchungen ermittelt,
wobei die Spezifitdt des verwendeten CB1 Antikorpers bereits bestéitigt werden konnte
[439]. Dafiir wurden 50000 Zellen auf Poly-L-Lysin (PLL, Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) beschichtete Glaspliattchen ausgesdt und mit 4% PFA fixiert. Anschlie-
Bend wurden die Zellen mit einer 3%igen Wasserstoffperoxid-Methanol-Losung (Carl
Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland bzw Sigma Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) fiir 10min inkubiert, 3x gewaschen mit PBS/Triton (Triton: Merck, Darmstadt,
Deutschland) und anschlieend mit Ziegenserum (Jackson ImmunoResearch Laborato-
ries, West Grove, Pennsylvania, USA) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blo-
ckieren. Fiir die Markierung des CB1 Rezeptors wurden die Proben iiber Nacht bei 4 ° C
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mit einem entsprechenden Antikorper inkubiert, der in 5%(w/v) Rinderalbumin (Sigma
Aldrich, Steinheim, Deutschland) gelost ist. Nach erneutem Waschen mit PBS/Triton,
wurden die Proben mit einem kanninchenspezifischen biotynilierten Sekundérantikorper
inkubiert, gewaschen und mit Meerrettichperoxidase konjugiertem Streptavidin (Invitro-
gen, Carlsbad, Kalifornien, USA), gelost in PBS/Triton, behandelt. Die Férbung wurde
abgeschlossen mit einer Inkubation iiber 3min mit 3,3-Diaminobenzidin (DAB, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) und einer Gegenfiarbung mit Meyers Hamatoxylin (Dr.
K. Hollborn und Séhne, Leipzig, Deutschland). Eine Liste der genutzten Antikérper be-
findet sich im Anhang.

Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Dr. Urszula Grabiec durchgefiihrt.

2.11 Evaluation der Messgenauigkeiten

Bei der Durchfithrung von Messungen an biologischen Objekten entstehen zwei verschie-
dene Arten von Messunsicherheiten: die biologisch (vary) und die messtechnisch (var,,)
induzierte Varianz. Erstere ergibt sich aus der Heterogenitéit einer Population, wihrend
letztere durch zufillige, systematische und Messgeritefehler auftreten. Diese zwei Ar-
ten der Unsicherheit lassen sich jedoch im Allgemeinen nicht einzeln messen, so dass
nur eine Gesamtvarianz var, bzw eine Gesamtstandardabweichung o, = /var, ermit-
telt werden kann. Zur Abschétzung der jeweiligen Einzelgréfien kann jedoch ausgenutzt
werden, dass Varianzen additiv sind: vary, = var,, + vary. Die maximale Messungenau-
igkeit kann mittels Fehlerfortpflanzung oder Gréfitfehlerabschétzung ermittelt werden
und damit kann, zusammen mit der gemessen Gesamtvarianz vary, eine Abschétzung

der biologisch verursachten Varianz vary erfolgen.

Dabei errechnet sich der Einfluss fehlerbehafteter Grofien fiir eine Funktion f(z1,...) wie
folgt (siehe DIN 1319):

0
Af(:l/‘l,ibg, ) = ‘83{1

0

Die so erhaltene Unsicherheit entspricht der maximalen, messtechnisch induzierten Ab-
weichung. Dieser erhaltene Wert kann in diesem Sinne als die Standardabweichung, die
durch Messprozesse verursacht wurde, genutzt werden. Zu beachten ist jedoch, dass die
Identifizierung der Messunsicherheit mit der Standardabweichung zu einer Uberschiitzung
des Anteils der Messunsicherheit an der Gesamtvarianz fiihrt.

2.11.1 Grofltfehlerabschiatzung - AFM

Fiir die Bestimmung der Elastizitéit ergibt sich somit bei der Annahme dreier fehlerbe-
hafteter Groflen (Indentation, Kraft und Young Modul), nach Umstellen der Gleichung
2.9 nach ¢, fir AE:
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(32%5 - (F?;;;) (2.18)
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Fiir die Abschétzung des Fehlers bei der Berechnung der normierten Adhésionsenergien
wird ebenfalls die vorher beschriebene Grofitfehlerabschétzung verwendet. Dabei sind fiir
die Bestimmung der normierten Adhisionsenergie v = E,q,/(7a?) aus Abschnitt 2.3.4

zwei Grofen fehlerbehaftet: die Kontaktfliche zwischen Cantilever und Zelle ra?

, sowie
die totale Adhésionsenergie E,q,. Die Abschitzung fiir die normierte Adhésionsenergie

~ liefert:

(2.19)

Fiir die Berechnung des Fehler bei der Bestimmung der Kontaktfliche wird Gleichung
2.12 verwendet, unter der Maflgabe, dass die Abrisskraft und die totale Adhésionsenergie
fehlerbehaftet sind. Somit ergibt sich fiir die Grofitfehlerabschétzung der Kontaktfldche:

(2.20)

Ad® = 2R <AEadh + EMQ)

FZ

Fiir die Abschitzung des Fehlers bei der Berechnung der Adhésionsenergien E, g, wird
der Teil der Riickzugskurve mit Werten unter null als Parabel genéhrt, wobei der Schnitt-
punkt mit der y-Achse der gewihlten Minimalkraft F entspricht und die Fliache der Kur-
ve unterhalb der y-Achse so gewdhlt wird, dass diese der gewéhlten Adhé#sionsenergie
entspricht. Dieser Ansatz entspricht der Taylorniherung dieser Kurve bis zu Gliedern
zweiter Ordnung. Es gilt also in Approximation:

S
2
Eagn = / (cac2 — Fy)dx = gcs?’ + 2Fs (2.21)

—S

Die entsprechende Grofitfehlerabschiatzung liefert fiir die Adhésionsenergie:
AE pqp = (cs® — F)As + 25AF, (2.22)

2.11.2 Grof3tfehlerabschitzung - Lebendzellmikroskopie

Bei den Lebendzellmikroskopiemessungen wurden einzelne Bildbereiche alle AT = 5min
iiber einen Zeitraum von 20-24h aufgenommen. Als Abschitzung fiir die Genauigkeit
der Bestimmung der Zellgeschwindigkeit v wird die Zelle als Kreis mit der Fliche A
betrachtet. Fiir die Fehlerbetrachtung wird dann an einer beliebigen Seite des Kreises
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ein Segment von AA entfernt, wodurch ein Kreissegment entsteht. Da fiir die Geschwin-
digkeit gilt v = (|s2 — s1|)/AT, mit den Schwerpunktkoordinaten der Zelle s; und le-
diglich die Determinierung des Zellmittelpunktes fehlerbehaftet ist, ist der Groitfehler
fiir die Geschwindigkeit: Av = As/AT. Die Verschiebung des Mittelpunktes zwischen
dem urspriinglichen Kreis und dem gebildeten Kreissegment entspricht dann der halben
maximalen Abweichung bei der Betrachtung der Geschwindigkeit, da sowohl in Bild 1
als auch in Bild 2 eine fehlerhafte Detektion vorliegen kann, welche im ungiinstigsten
Fall zu einer Addition des Fehlers fiihren.

2.12 Statistik

Fiir die statistische Analyse wurde der Mann-Whitney Test verwendet, wenn nur 2
Gruppen miteinander verglichen werden sollten und der Kruskal-Wallis Test sonst. Bei
beiden Tests handelt es sich um parameterfreie Tests fiir ordinalskalierte Variablen. Ein
Effekt wurde als signifikant angenommen fiir p < 0.05.



Kapitel 3
Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse dieser Arbeit vorgestellt. Die genauen Mess-
werte befinden sich im Anhang A.

3.1 Endocannabinoid Rezeptoren in Glioblastomzelllinien

Vor der Bestimmung des Einflusses von Cannabinoiden auf das motile, adhésive, me-
chanische und invasive Verhalten von Glioblastomzellen wurde die Présenz der Canna-
binoidrezeptoren (CB) 1 und 2 auf mRNA und Proteinebene untersucht. Mittels PCR
konnten in den betrachteten Zelllinien U138, LN229 und U87 der CB1 Rezeptor auf
mRNA Ebene bei einer Grofle von 250bp nachgewiesen werden, wiahrend die mRNA des
CB2 Rezeptors (125bp) nur in U138 Zellen gefunden werden konnte (Abb. 3.1 A). Als
Negativkontrolle wurde Wasser verwendet. Die Western Blots konnten den Nachweis des
CB1 Rezeptors bei einer Grofle von 60kDa auf Proteinebene fiir alle 3 Zelllinien erbrin-
gen (Abb. 3.1 B). Die immunhistochemische Markierung bestétigte die mittels PCR und
Western Blot gewonnen Erkenntnisse. Bei den Férbungen ist zu erkennen, dass alle ver-
wendeten Zelllinien eine braune Farbung des Zytoplasmas und auch der Zellmembran
aufweisen und somit CB1 positiv sind (Abb. 3.1 C). Eine immunzytochemische Fiarbung
sowie Western Blot fiir den CB2 Rezeptor wurde nicht durchgefiihrt, da kein geeigneter
CB2 Antikorper existiert.

46
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ABB. 3.1: CB1 Rezeptorexpression in U138, LN229 und U87 Zellen. A) mRNA fiir
hCB1 Rezeptoren ist in allen Zellinien vorhanden. hCB2 mRNA wurde ausschliefilich
in U138 Zellen gefunden. S -Aktin und GAPDH wurden als Referenz verwendet. B)
Western Blot Analysen und C) immunhistochemische Firbungen, die die Préisenz des
CB1 Rezeptors in allen drei Zelllinien bestétigten. Der Mafstab entspricht 20um

3.2 Evaluation der Modelle fiir die Bestimmung der nor-

mierten Adhisionsenergien

Fiir die Messungen der unspezifischen Adhésionsenergien wurden Zellen 15min nach
dem aussden mit dem AFM vermessen, da sie so noch eine nahezu sphérische Geometrie
besitzen. Zur Evaluation der unspezifischen Adhé#sionsenergien zwischen Cantilever und
Zelle wurde diese durch das JRK- und DMT-Modell normiert. Zur Uberpriifung der
Anwendbarkeit der Modelle auf die Messsituation wurde das Verhéltnis aus berechneter
zu gemessener Abrisskraft betrachtet (Gleichung 2.12 und 2.13 in Kapitel 2.3.4). Dabei
ergab sich, dass das DMT-Modell bei den LN229 und U87 Zellen bessere Vorhersagen
macht, wihrend U138 Zellen besser durch das JRK Modell beschrieben werden (siehe
Tabelle 3.1). Eine statistische Untersuchung mittels Mann-Whitney-Test konnte keine
Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen und Behandlungen einer Zelllinie identifi-
zieren. Entsprechend wurde das JRK Modell fiir U138 Zellen verwendet und das DMT
Modell fiir die anderen beiden Zelllinien.
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Zelltyp JKR DMT Zellzahl
usr 0.59+0.16 | 1.14 +£0.33 60
Us7 + JWH 133 0.56 £0.18 | 1.08 £0.36 40
U87 + ACEA 0.584+0.17 | 1.14 £0.34 60
U87 + 2 Gy 0.55+0.19 | 1.05+£0.40 35
U138 0.79+0.31 | 1.554+0.63 60
U138+ 0.704+0.21 | 1.35+0.44 40
U138+ + MACC1 Inh | 0.79 £0.21 | 1.58 +0.45 42
U138 + JWH 133 0.84 +0.38 | 1.63 £0.75 40
U138 + ACEA 0.76 £0.34 | 1.44 £+ 0.69 40
LN229 0.614+0.39 | 1.17 £0.40 60
LN229 + JWH 133 0.51 +£0.20 | 0.95+0.41 40
LN229 + ACEA 0.50£0.19 | 0.93 £0.38 40
LN229 + 2 Gy 0.524+0.19 | 0.97 £0.37 35

TABELLE 3.1: Darstellung des Verhéltnisses der berechneten zur gemessenen Abriss-

kraft, sowie der Standardabweichung zur Uberpriifung der Validitéit des JKR bzw DMT

Modells. Je néher ein Wert an eins liegt, desto genauer die Vorhersage des Modells. Das

DMT Modell erzielt gute Ubereinstimmungen fiir die U87 und LN229 Zellen, wihrend
das JKR Modell besser fiir die U138 Zellen geeignet ist.

3.3 Einzelzelleigenschaften von Glioblastomzelllinien un-

ter Cannabinoideinfluss

3.3.1 Elastische Eigenschaften von Glioblastomzelllinien unter Canna-
binoideinfluss

Fiir die Bestimmung adhésiver und elastischer Eigenschaften wurden einzelne Zellen
mittels AFM charakterisiert. Das Youngmodul konnte mit dem Hertzmodell und die
normierte Adhésionsenergie mittels DMT bzw JRK Modell berechnet werden. Bei den
durchgefithrten AFM-Messungen wurden, neben den hier dargestellten Messparametern,
auch die Indentationstiefe, die Zellgrofle, die Abrisskraft, die absolute Adhésionsenergie,
der Anstieg der Kurve zu Beginn des Kontaktes, sowie Zahl, Kraft und Energie von
diskreten Sprungstellen ermittelt. Diese Parameter werden innerhalb dieser Arbeit nicht
dargestellt, sind jedoch in die Netzwerkanalyse eingeflossen. Die untersuchten Zellen
wurden 24h vor der Messung mit den Cannabinoidrezeptoragonisten JWH 133 (CB2
Agonist) und ACEA (CB1 Agonist) inkubiert.

Fiir die Bestimmung der elastischen Parameter wurden vereinzelte Glioblastomzellen
der Zelllinien U87, U138 und LN229 mit entsprechender Behandlung (Kontrolle, 10uM
ACEA, 10pM JWH 133) am AFM vermessen. Die Analyse mit dem Hertzmodells ergab
dabei fiir die U138 Zellen eine signifikante Reduktion des Young Moduls fiir die Behand-
lung der Zellen mit JWH 133, wihrend eine Behandlung mit ACEA zu einer Erhhung
des Young Moduls fiihrte. Fiir LN229 Zellen konnte kein signifikanter Unterschied zwi-
schen der Kontrolle und der Behandlung mit ACEA bzw JWH 133 festgestellt werden.
Fiir U87 Zellen konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen der Kontrolle und der
Behandlung mit ACEA und JWH 133 aufgelost werden (Abb 3.2 A).
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Die Analyse der Adhésionsenergien ergab bei U138 Zellen eine signifikant reduzierte
Adhésionsenergie im Falle der JWH 133 Stimulation, sowie bei einer Applikation von
ACEA. Bei den LN229 Zellen konnte eine Reduktion der Adhésionsenergie durch die
Behandlung mit JWH 133 und ACEA beobachtet werden. Bei mit JWH 133 behandelten
US87 Zellen konnte eine Reduktion der Adhésionsenergie gemessen werden, wiahrend bei
ACEA kein Effekt nachweisbar war (Abb 3.2 B).

Bei den Messungen der adhésiven und elastischen Eigenschaften konnte keine eindeutige
Rezeptor- oder Agonistenspezifitit fiir die ermittelten Effekte festgestellt werden.
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ABB. 3.2: Ergebnisse der AFM-Messungen unter Cannabinoideinfluss. A) zeigt die
gemessenen mittleren Young Module unter dem Einfluss von Cannabinoiden, dargestellt
mit Standardfehler. Statistisch signifikante Effekte konnten lediglich bei U138 Zellen
nachgewiesen werden. B) stellt die mittleren Adhisionsenergien mit Standardfehler dar.
Alle Behandlungstypen resultierten in einer Reduktion der Adhé#sivitdt, mit Ausnahme
von U87 Zellen, die mit ACEA behandelt wurden. Als statistischer Test wurde der
Mann-Whitney Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0.05 gewéhlt. Das Sternchen
bezeichnet signifikante Resultate beziiglich der Kontrolle derselben Zelllinie.

3.3.2 DMotile Eigenschaften von Glioblastomzelllinien unter Cannabi-

noideinfluss

Fiir die Lebendzellmikroskopieversuche wurden vereinzelte Zellen iiber einen Zeitraum
von 24h beobachtet und die Direktionalitéit, mittlere quadratische Abweichung, Per-
sistenzzeit, Persistenzgeschwindigkeit, mittlere Geschwindigkeit und Zell-Substrat-Kon-
taktfliche einzelner Zellen bestimmt. Die so erhaltenen Messwerte wurden erst {iber
die Zeit und anschlieend iiber die Zellpopulation gemittelt. In diesem Abschnitt wer-
den jedoch nur die mittlere Zellgeschwindigkeit, sowie die Zell-Substrat-Kontaktfliche
dargestellt. Die restlichen Parameter sind jedoch ebenfalls in die Netzwerkanalyse mit

eingeflossen.

Die Messungen der Lebendzellmikroskopie wurden fiir dieselben Gruppen wie zuvor
durchgefithrt. Wihrend der CB2-Agonist JWH 133 keinen nachweisbaren Effekt auf die
Geschwindigkeit von U138 Zellen hatte, ergab sich eine Reduktion der Geschwindig-
keit durch die Behandlung von U138 Zellen mit dem CB1-Agonisten ACEA. Qualitativ
dhnliche Effekte konnten bei der Zelllinie LN229 festgestellt werden. Die Applikation von
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JWH 133 hatte keinen Effekt auf die mittlere Zellgeschwindigkeit von LN229, jedoch
konnte nach der Anwendung des CB1 Agonisten ACEA eine Reduktion der Geschwin-
digkeit beobachtet werden. Im Gegensatz zu den anderen beiden Zelllinien hatten bei
U87 Zellen sowohl ACEA als auch JWH 133 eine Steigerung der Geschwindigkeit zur
Folge (Abb 3.3 A).

Bei der Betrachtung der Kontaktfliche einzelner Zellen konnte, fiir eine Behandlung der
U138 Zellen mit JWH 133 und ACEA, im Vergleich zur Kontrolle, keinerlei Effekt fest-
gestellt werden. Bei LN229 Zellen fithrte eine JWH 133 Applikation zu einer Reduktion
der Kontaktfliche, wiahrend die Inkubation mit ACEA keinen Effekt zur Folge hatte.
Die Cannabinoidapplikation bei U87 Zellen resultierte fiir beide Substanzen in einer
Reduktion der Kontaktfliche (Abb 3.3 B).

Auch bei den Lebendzellmikroskopieversuchen konnte keine klare Rezeptor- oder Ago-
nistenspezifitit festgestellt werden.
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ABB. 3.3: Ergebnisse der Lebendzellmikroskopiemessungen unter Cannabinoideinfluss.
A) zeigt die Ergebnisse der Geschwindigkeitsmessungen der Einzelzellen mit Standard-
fehler. Es wurden diverse Effekte beobachtet, die aber keine offensichtliche Rezeptor-
/Agonistenspezifitit aufzeigen. B) Darstellung der mittleren Kontaktfliche jedes Zell-
typs mit Standardfehler. Der CB2 Agonist JWH 133 hatte eine Reduktion der Kon-
taktfliche bei U887 und LN229 Zellen zur Folge, jedoch keinen Effekt bei U138 Zellen.
ACEA fiihrte lediglich bei U87 Zellen zu einer Reduktion der Kontaktfliche. Als statis-
tischer Test wurde der Mann-Whitney Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0.05
gewihlt. Das Sternchen bezeichnet signifikante Resultate beziiglich der Kontrolle der-
selben Zelllinie.

3.4 Invasionseigenschaften von Glioblastomzelllinien unter

Cannabinoideinfluss

Fiir die Untersuchung der Invasivitét der betrachteten Zelllinien und Behandlungen wur-
de ein Kokulturmodell von Tumorzellen mit organotypischen hippocampalen Schnittkul-
turen verwendet, bei dem die Tumorzellen drei bzw vier Tage Zeit fiir eine Invasion des
Hirngewebes hatten. Innerhalb dieses Experimentalmodelles zeigten alle untersuchten
Zelllinien ein invasives Verhalten. Fiir die Datenanalyse wurden alle Werte auf den Mit-
telwert der Kontrollmessung, der entsprechenden Zelllinie, normiert. Dementsprechend
ist der Wert einer jeden Kontrolle Aoy, = 1. Bei U138 Zellen fiihrte eine Behandlung
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der Zellen mit ACEA, nach einer Zeit von 3 Tagen, zu einer Reduktion des Invasions-
vermogens. Nach 4 Tagen konnte jedoch kein signifikanter Effekt mehr nachgewiesen
werden. Die Applikation von JWH 133 hatte jedoch einen entgegengesetzten Effekt und
fiihrte sowohl nach 3 Tagen als auch nach 4 Tagen zu einer starken Erhéhung der Inva-
sivitdt. Angewandt auf LN229 Zellen hatte ACEA keinen signifikanten Effekt zur Folge,
wéhrend JWH 133 zu beiden Messzeitpunkten eine Reduktion des Invasionsvermogens
zur Folge hatte. Weder der CB1 noch der CB2 Agonist hatten einen signifikanten Einfluss
auf das Invasionsvermogen von U87 Zellen (Abb 3.4).

Auch bei der Messung des Invasionsvermdgens konnte keine Cannabinoid- bzw Rezep-
torsperzifitit der Effekte gezeigt werden.
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ABB. 3.4: Ergebnisse der Tumorinvasionsmessungen unter Cannabinoideinfluss. A) Fiir
U138 Zellen konnte ein pro-tumoréser Effekt durch den CB2-Agonisten JWH 133 nach
3 bzw 4 Tagen Invasionszeit nachgewiesen werden, withrend ACEA eine anti-tumordse
Wirkung hatte. B) Im Gegensatz dazu hatte JWH 133 bei LN229 eine reduzierte Inva-
sivitidt zur Folge, wihrend ACEA keinen Effekt hatte. C) Bei U87 Zellen konnte kein
Effekt durch eine Cannabinoidbehandlung nachgewiesen werden. D) Typisches Invasi-
onsmuster generiert, durch U138 Zellen. Erkennbar sind klar abgegrenzte, sphérische
Tumorspheroide in griin und die Struktur der Schnittkultur in Rot. E) Reprisentatives
Bild der durch U87 und LN229 Zellen geformten Tumornetzwerke, bei denen keine
klar abgrenzbaren Tumore erkennbar sind (griin) und in Rot die Zytoarchitektur der
Schnittkultur. Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney Test mit einem Signi-
fikanzniveau von p < 0.05 gewéhlt. Das Sternchen bezeichnet signifikante Resultate
beziiglich der Kontrolle derselben Zelllinie.
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3.5 Einzelzelleigenschaften von Glioblastomzelllinien mit
MACC1 Expression

Um Ergebnisse auch iiber die Stoffklasse der Cannabinoide hinaus verallgemeinern zu
konnen wurden, neben den Cannabinoiden, die mit dem pro-tumordésen Faktor MACC1
transfizierte Zelllinie U138+ verwendet. Als potentieller Inhibitor fiir MACC1 induzierte
Effekte wurde der c-Met-Inhibitor Crizotinib verwendet.

3.5.1 Elastische Eigenschaften von Glioblastomzelllinien mit MACC1
Expression

Die AFM Messungen zur Bestimmung der mechanischen und adhésiven Eigenschaften
einzelner Zellen wurden wie bei den Messungen zum Einfluss der Cannabinoide durch-
gefithrt und sowohl das Young Modul als Maf fiir die Zellelastizitét als auch die nor-
mierte Adhésionsenergie bestimmt. Die weiteren ermittelten Parameter flossen ebenfalls
in die Netzwerkanalyse mit ein. Bei den Berechnungen des Young Moduls ergab sich
eine signifikante Erhohung des Young Moduls durch die Uberexpression von MACC1
in U138 Zellen. Diese Erhohung konnte jedoch durch die Applikation des Inhibitors
Crizotinib wieder riickgéngig gemacht werden (Abb.3.5 A). Bei der Betrachtung der
normierten Adhésionsenergie konnten keine Verdnderungen durch MACC1 festgestellt
werden (Abb.3.5 B). Diese Daten geben einen Hinweis darauf, dass die Wirkung von
MACCT iiber den c-Met-HGF Signalweg vermittelt wird.
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ABB. 3.5: Ergebnisse der AFM-Messungen unter MACC1 Einfluss. A) zeigt die mitt-
leren Young Module unter dem Einfluss von MACCI1, sowie deren Standardfehler. Es
wurde eine Erhéhung des Young Moduls durch MACC1 beobachtet, die durch den
entsprechenden Inhibitor wieder aufgehoben werden konnte. B) stellt die mittleren
Adhasionsenergien, inklusive Standardfehler dar. Es konnten keine Effekte beobach-
tet werden. Als statistischer Test wurde der Kruskal-Wallis-Test genutzt, mit einem
Signifikanzniveau von p < 0.05. Sternchen bezeichnen signifikante Verdnderungen.



Kapitel 4. Ergebnisse 53

3.5.2 Motile Eigenschaften von Glioblastomzelllinien mit MACC1 Ex-
pression

Bei der Lebendzellmikroskopie wurden die gleichen Parameter wie zuvor ermittelt und
es flossen alle Parameter in die Netzwerkanalyse mit ein. Die Messungen zur mittle-
ren Geschwindigkeit der einzelnen Zellen zeigte qualitativ ein &hnliches Bild wie beim
Young Modul. Die MACCI1 transfizierten Zellen bewegten sich signifikant schneller, ver-
glichen mit den Kontrollzellen. Der Effekt konnte jedoch durch den Inhibitor Crizoti-
nib vollstédndig aufgehoben werden (Abb.3.6 A). Eine Analyse der Kontaktfliche zeig-
te zusétzlich, dass MACC1 die Zellkontaktfliche reduzierte. Dieser Effekt konnte zwar
neutralisiert werden durch die Applikation des Inhibitors, der jedoch zusétzlich zu einer
weiteren Erhshung der Flidche gegeniiber den U138 Zellen fiithrte (Abb.3.6 B). Mit die-
sen Messungen zeigt sich ebenfalls, dass die Wirkung von MACCT1 iiber den c-Met-HGF
Signalweg vermittelt werden kann.
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ABB. 3.6: Ergebnisse der Lebendzellmikroskopiemessungen unter MACC1 Einfluss.
A) illustriert die Ergebnisse der Geschwindigkeitsmessungen, sowie deren Standardfeh-
ler. Auch hier konnte eine Steigerung durch MACC1 festgestellt werden, welche durch
den Inhibitor wieder neutralisiert werden konnte. B) fasst die Ergebnisse der Kontakt-
flichenbestimmung mit den entsprechenden Standardfehlern zusammen. MACC1 verur-
sachte eine Reduktion der Kontaktfliche, wihrend der entsprechende Inhibitor diesen
Effekt nicht nur Riickgéingig machte, sondern sogar zu einer Erhohung der Kontakt-
fliche fiihrte. Als statistischer Test wurde der Kruskal-Wallis-Test genutzt, mit einem
Signifikanzniveau von p < 0.05. Sternchen bezeichnen signifikante Verédnderungen.

3.6 Invasionseigenschaften von Glioblastomzelllinien mit
MACC1 Expression

Mit diesen Messungen wurden MACC1-abhéngige Invasionseigenschaften von Tumor-
zellen im selben Kokulturmodell wie zuvor untersucht und die Kontrolle entsprechend
auf eins normiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass sich nach drei Tagen Inva-
sionszeit keine signifikante Anderung des Invasionsverméogens zeigte. Nach vier Tagen
Invasionszeit konnte jedoch eine Erhchung des Invasionsvermogens durch MACC1 festge-
stellt werden, welche durch Applikation des Inhibitors aufgehoben werden konnte (Abb.



Kapitel 4. Ergebnisse 54

3.7). Auch bei diesem Modell zeigt sich die, mindestens partielle, c-Met/HGF-Achsen
abhingige Vermittlung der MACC1 induzierten Effekte erneut.
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ABB. 3.7: Ergebnisse der Tumorinvasionsmessungen unter MACC1 Einfluss. Fiir U138

Zellen konnte ein pro-tumordser Effekt durch MACCI nach vier Tagen Invasionszeit

nachgewiesen werden, der durch die Applikation des Inhibitors blockiert werden konnte.

Als statistischer Test wurde der Kruskal-Wallis-Test genutzt, mit einem Signifikanzni-
veau von p < 0.05. Sternchen bezeichnen signifikante Verdnderungen.

3.7 Einzelzelleigenschaften von Glioblastomzelllinien nach
Bestrahlung

Als weiteres Modell fiir transiente, zelluldre Alterationen wurde die Bestrahlung mit
einer Dosis von D = 2Gy gewihlt. Diese Dosis entspricht der maximalen Tagesdosis
bei der Strahlentherapie, wihrend einer Behandlung. Somit diente die Bestrahlung als
weiterer Aspekt fiir die Verallgemeinerung beobachteter Effekte. Fiir diese Experimente
wurden die zwei Zelllinien LN229 und US87 ausgewdhlt, da somit an jeder der bisher
verwendeten Zelllinien (U138, U87, LN229) eine weitere, cannabinoidunabhéngige tran-
siente bzw nicht-transiente Verdnderung durchgefiihrt wurde.

3.7.1 Elastische Eigenschaften von Glioblastomzelllinien nach Bestrah-
lung

Die AFM Messungen erfolgten 24h nach der Bestrahlung und es wurden die gleichen Pa-
rameter wie zuvor ermittelt und fiir die spétere Netzwerkanalyse verwendet. Die Analyse
der Elastizitiat der LN229 Zellen zeigte, dass die Bestrahlung mit 2Gy zu einer Erhéhung
des Young Moduls fiihrte, wéhrend bei U87 Zellen kein Effekt festgestellt werden konnte
(Abb.3.8 A). Die normierte Adhésionsenergie wurde sowohl fiir LN229 Zellen als auch
fiir U87 Zellen signifikant erniedrigt (Abb.3.8 B). Somit zeigte die Bestrahlung lediglich
hinsichtlich der Elastizitdt einen heterogenen Effekt.
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ABB. 3.8: Ergebnisse der AFM Messungen bei Bestrahlung. A) zeigt die mittle-
ren Young Module mit Standardfehler. Es wurde eine Erhchung des Young Moduls
durch Bestrahlung fiir LN229 Zellen beobachtet, jedoch keine Verdnderung fiir U87
Zellen. B) stellt die mittleren Adhésionsenergien und Standardfehler dar. Bei bei-
den Zelllinien fiithrte die Bestrahlung zu einer signifikanten Reduktion der gemessenen
Adhésionsenergien. Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney Test mit einem Si-
gnifikanzniveau von p < 0.05 gewéhlt. Das Sternchen bezeichnet signifikante Resultate
beziiglich der Kontrolle derselben Zelllinie.

3.7.2 DMotile Eigenschaften von Glioblastomzelllinien nach Bestrah-
lung

Die Lebendzellmikroskopiemessungen erfolgten 24h nach der Bestrahlung und es wur-
den die gleichen Parameter wie zuvor ermittelt und fiir die spétere Netzwerkanalyse ver-
wendet. Bei der Betrachtung der motilen Eigenschaften der untersuchten Zellen konnte
festgestellt werden, dass die Bestrahlung bei LN229 Zellen bewegungshemmend wirk-
te, wihrend bei U87 Zellen ein kontrédrer Effekt beobachtet wurde (Abb.3.9 A). Die
Berechnung der Kontaktfliche zeigte fiir beide Zelllinien eine Reduktion in Folge der
Bestrahlung (Abb.3.9 B). Analog zu den mechanischen Eigenschaften konnte auch hier
ein heterogener Effekt der Bestrahlung beobachtet werden.
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ABB. 3.9: Ergebnisse der Lebendzellmikroskopiemessungen bei Bestrahlung. A) Er-
gebnisse der Geschwindigkeitsmessungen, sowie deren Standardfehler. Hier konnte bei
den beiden Zelllinien ein entgegengesetzter Effekt beobachtet werden. Wihrend die Be-
strahlung bei LN229 Zellen zu einer Reduktion der mittleren Geschwindigkeit fiihrte,
wurde bei U87 Zellen eine Erhohung festgestellt. B) fasst die Ergebnisse der Kontakt-
flichenbestimmung, inklusive Standardfehlern, zusammen. Hierbei konnte eine Reduk-
tion der Kontaktfliche fiir beide Zelltypen festgestellt werden. Als statistischer Test
wurde der Mann-Whitney Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0.05 gewé&hlt. Das
Sternchen bezeichnet signifikante Resultate beziiglich der Kontrolle derselben Zelllinie.

3.8 Invasionseigenschaften von Glioblastomzelllinien nach
der Bestrahlung

Die Bestimmung der Invasionsfdhigkeit der bestrahlten Zellen erfolgte im selben Ko-
kulturmodell wie zuvor und wurde drei bzw vier Tage nach Beginn der Tumorinvasion
evaluiert. Die Messung der von Tumorzellen bedeckten Fliche zeigte dabei sowohl nach
drei als auch nach vier Tagen Invasionszeit eine signifikante Reduktion des Invasions-
vermogens fiir U7 und LN229 Zellen (Abb. 3.10 A und B).
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ABB. 3.10: Ergebnisse der Tumorinvasionsmessungen nach der Bestrahlung. A) Zeigt

die anti-tumordse Wirkung von Bestrahlung auf LN229 Zellen, nach drei und vier Tagen

Invasionszeit. B) In U87 Zellen fiihrte die Bestrahlung ebenfalls zu einem Riickgang

der, durch Tumorzellen bedeckten, Fliche nach drei und vier Tagen Invasionszeit. Als

statistischer Test wurde der Mann-Whitney Test mit einem Signifikanzniveau von p <

0.05 gew#hlt. Das Sternchen bezeichnet signifikante Resultate beziiglich der Kontrolle
derselben Zelllinie.
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3.9 Einzelzelleigenschaften von Glioblastomzelllinien mit
IDH1 Mutation

Als weiteres, unabhéngiges Modell zur Verallgemeinerung der beobachteten Effekte wur-
de die IDH1 Mutation IDH1-R132H betrachtet, die mit einem besseren klinischen Er-
gebnis assoziiert ist. Fiir diese Versuche wurden die Zelltypen LN229, U251 und U343
und ihre transfizierten Varianten verwendet. Dabei wurden pro Zelllinie 4 verschiede-
ne Typen genutzt: eine unverénderte Variante (CTL), ein mit Leervektor transfizierter
(Leer), ein IDH1 iiberexprimierender (WT) und ein IDH1-R132H exprimierender (Mut)
Typus.

3.9.1 Elastische Eigenschaften von Glioblastomzelllinien bei IDH1 Mu-
tation

Die durchgefithrten AFM Messungen wurden nach dem bereits beschriebenen Muster
durchgefiihrt und alle ermittelten Parameter flossen in die Netzwerkanalyse mit ein.
Nach der Berechnung des Young Moduls ergab sich weder fiir die LN229 Zellen, noch
fiir die U251 Zellen oder die U343 Zellen ein signifikanter Effekt (Abb. 3.11 A). Die
Auswertung der zugehérigen Adhiisionsenergien zeigte ebenfalls keine Anderungen fiir
LN229 Zellen, U251 Zellen und U343 Zellen (Abb. 3.11 B).
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ABB. 3.11: Ergebnisse der Einzelzellmessung fiir die IDH1 Mutation. A) stellt die
berechneten Young Module mit Standardfehler dar. Es konnte kein signifikanter Ef-
fekt nachgewiesen werden. B) zeigt die Adhésionsenergien, inklusive Standardfehler.
Es konnte ebenfalls kein signifikanter Effekt festgestellt werden. Als statistischer Test
wurde der Mann-Whitney Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0.05 gew&hlt.

3.10 Netzwerkanalyse der Einzelzelleigenschaften

Um die Zahl der Parameter zu reduzieren und stochastische Abhéngigkeiten zwischen
den Einzelzellparametern zu ermitteln, wurde ein netzwerkanalytischer Ansatz genutzt.
Bei der Netzwerkanalyse wurden alle in den Kapiteln 2.1 und 2.3.3 genannten Einzel-
zelleigenschaften, mit Hilfe der Transfinformation, analysiert und klassifiziert. Wenn die
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Transinformation zweier Parameter grofier als Null ist, sind die betrachteten Parameter
nicht vollstdndig unabhéngig voneinander. Fiir die Lebendzellmikroskopiemessungen er-
gab sich eine stochastische Abhéngigkeit zwischen der mittleren Geschwindigkeit und der
Persistenzgeschwindigkeit (Abb. 3.12 A). Bei den Parametern der AFM Messungen lie-
Ben sich mehrere Zusammenhénge ermitteln: Sprungenergie und -kraft waren korreliert,
Young Modul und Indentation zeigten Abhéngigkeiten voneinander, sowie die mittlere
Adhésionsenergie, totale Adhésionsenergie und Abrisskraft (Abb. 3.12 B).
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ABB. 3.12: Schematische Darstellung der Ergebnisse der Netzwerkanalyse. Knoten wur-

den dabei als Kreise und Kanten als Linien, die die Kreise verbinden, dargestellt. Die

Buchstaben und Zahlen entsprechen den, auf der rechten Seite, aufgelisteten Parame-

tern. A) zeigt die sich ergebenden Abhingigkeiten fiir die Lebendzellmikroskopiemes-
sungen und B) fiir die AFM Messungen.

Nach der formalen Generierung des Netzwerkes wurde ein sogenanntes ,,Community
Grouping® durchgefiihrt, also eine Zuordnung der Parameter des Netzwerkes in Teil-
netzwerke. Diese Teilnetzwerke haben eine deutlich héhere Kantendichte innerhalb des
Teilnetzwerkes, als sie es zum Rest des Netzwerkes haben. Fiir die Bestimmung der
Teilnetzwerke wurde die Modularitét, die den Unterschied zwischen einem zufillig an-
geordneten Netzwerk und dem betrachteten Netzwerk charakterisiert, maximiert. Die
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Maximierung der Modularitdt @ fithrte zu Parameterclustern, die mit den oben be-
schriebenen identisch sind. Die Berechnung und Einfiihrung der Kompositparameter,
also derjenigen Parameter die ein komplettes Teilnetzwerk représentieren, reduzierte
somit die Zahl der betrachteten Parameter von 16 auf 11 (Abb. 3.12). Fiir die Lebend-
zellmikroskopiemessungen konnte der Cluster - geformt aus mittlerer Geschwindigkeit
und Persistenzgeschwindigkeit - als eine verallgemeinerte Geschwindigkeit interpretiert
werden. Innerhalb des AFM Parameternetzwerkes konnte die Kombination aus Inden-
tation und Young Modul als eine verallgemeinerte Elastizitét interpretiert werden, da
beide Grofien die Antwort der Zelle beziiglich einer dufleren Kraft beschreiben, das Young
Modul in Form einer Zellelastizitét und die Indentation als modellfreie Deformation un-
ter der einwirkenden Kraft. Die drei adhisiven Groflen, normierte Adh#sionsenergie,
Gesamtadhésionsenergie und Abrisskraft, beschreiben adhésive Eigenschaften der Zel-
le und kénnen somit in Form eines erweiterten Adhé#sionsbegriffes verstanden werden.
Die Energie und Kraft der beobachteten diskreten Spriinge in der Riickzugskurve der
AFM Messungen sind voneinander per Definition abhingig, da gilt E = [Fds, mit
der Energie F, der Kraft F' und der Sprunglénge s. Somit beschreibt der resultierende
Kompositparameter die energetischen Eigenschaften der auftretenden Abrissprozesse.

Zur Evaluation eines Zusammenhanges zwischen den ermittelten Kompositparametern
und der Tumorinvasionsfidhigkeit wurde eine Korrelationsanalyse mit Spearmans Rang-
korrelationskoeflizienten durchgefiihrt. Dies entspricht der Untersuchung, ob es eine be-
liebige monotone Funktion gibt, die einen Zusammenhang zwischen der Invasivitdt und
den Kompositparametern gibt. Eine Analyse der Kompositparameter in Relation zur
Tumorinvasivitét zeigte, dass ausschliefSlich der Kompositparameter, gebildet aus Young
Modul und Indentation (kurz: verallgemeinerte Elastizitét), mit der Invasivitidt korre-
liert, mit einem Spearmankoeffizienten von rsg; = —0.917[—0.740; —0.975] fiir 3 Tage
Invasionszeit und r4q = —0.956[—0.855; —0.987] fiir 4 Tage Invasionszeit (Abb. 3.13). Es
ist zu erkennen, dass fiir beide Invasionszeitpunke eine Abnahme der verallgemeinerten
Elastizitat mit einer Zunahme der Invasivitéit einhergeht und andersherum. Keiner der

anderen Kompositparameter zeigte einen klaren Zusammenhang mit der Invasivitét.

Der gleiche Zusammenhang, zwischen der verallgemeinerten Festigkeit und der Aggressi-
vitét, konnte ebenfalls fiir die betrachtete IDH1 Mutation beobachtet werden (Abb. 3.14
C). Hierbei fiihrte eine Leervektortransfektion in den 3 Zelllinien U251, U343 und LN229

)

zu keinem Effekt auf den Kompositparameter ”verallgemeinerte Elastizitéit”, wihrend
eine Uberexpression von IDHI zu einer Erhchung des selbigen fithrte und die IDHI-
R132H Mutation eine erneute Steigerung des Kompositparameters zur Folge hatte. Da
die IDH1-R132H Mutation mit einem verbesserten klinischen Resultat, aufgrund einer
geringeren Therapieresistenz und Aggressivitét, assoziiert ist, bestédrken diese Daten die

in Abb. 3.13 dargestellten Befunde.
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ABB. 3.13: Darstellung der verallgemeinerten Elastizitdt zusammen mit der Tumo-
rinvasivitét. A) zeigt die Invasivitéit fiir alle Zelllinien und Behandlungen nach 3 Ta-
gen Invasionszeit aufgetragen iiber der verallgemeinerten Elastizitéit. B) zeigt densel-
ben Zusammenhang nach 4 Tagen Invasionszeit. Es ist zu erkennen, dass in beiden
Féllen eine Abnahme der verallgemeinerten Elastizitdt mit einer Zunahme der In-
vasivitéit einhergeht und andersherum. Die entsprechenden Spearmankorrelationsko-
effizienten lieflen sich zu r3y = —0.917[—0.740; —0.975] fiir 3 Tage Invasionszeit und
raq = —0.9558[—0.855; —0.987] fiir 4 Tage Invasionszeit berechnen.
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ABB. 3.14: Ergebnisse fiir die verallgemeinerte Elastizitdt fiir die IDH1 Mutation.
Dabei ist zu erkennen, dass eine Transfektion mit dem Leervektor keinerlei Effekt
auf den Kompositparameter ”verallgemeinerte Elastizitéit” hatte, wiahrend eine IDH1
Uberexpression zu einer Erhéhung fiihrte. Die entsprechende IDH1-R132H Mutation
fiihrte zu einer weiteren Erhchung des Kompositparameters. Dieses Verhalten konn-
te fiir alle verwendeten Zelllinien beobachtet werden. Als statistischer Test wurde der
Kruskal-Wallis-Test genutzt, mit einem Signifikanzniveau von p < 0.05. Sternchen be-
zeichnen signifikante Verdnderungen.

11 Evaluation der Messgenauigkeiten

3.11.1 Grofitfehlerabschitzung - AFM

Die Berechnungen fiir die Grofitfehlerabschitzung fiir die AFM Daten wurden wie in
Kapitel 2.11.1 beschrieben durchgefiihrt.
Aus dem Messbereich der Anndherungskurve, der oberhalb der Zelle liegt, ergibt sich,

dass die Rauschamplitude und damit die doppelte maximale Abweichung der gemesse-
nen Kraft vom realen Mittelwert, zwischen 2AF = 60 — 100pN liegt. Die Genauigkeit
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der Bestimmung der Indentation lisst sich nur abschétzen aus einer virtuellen Verschie-
bung der Kraft-Achse, um deren maximale Schwankung von 50p/N. Damit ergibt sich
eine maximale Verschiebung um Ad = 35nm. Typische Werte fiir den Zellradius lagen
zwischen R = 8 — 15um, wihrend die maximale Kraft bei F' = 3nN festgesetzt wurde.
Die Zelllinie mit dem hochsten Young Modul hatte einen Mittelwert von E = 2158 Pa,
wéhrend der niedrigste Wert bei E = 1028 Pa lag. Eingesetzt in die Gleichung fiir die
Fehlerabschéitzung ergibt sich somit, bei Wahl der Werte in der Form, dass der Fehler
maximiert wird: AFE = 188Pa.

Fiir jede Zelle wurden 5 Kraft-Abstands-Kurven aufgenommen und der daraus resultie-
rende Mittelwert genutzt. Durch die Nutzung des zentralen Grenzwertsatzes ist davon
auszugehen, dass die ermittelten Werte sich mit 1/1/n dem wahren Mittelwert annéhern
und somit auch die maximalen Fehlergrenzen um denselben Faktor (hier: ~ 0.44) ska-
liert werden miissen. Gleichzeitig schwankt die experimentell gemessene Standardab-
weichung, abhéngig von Zelltyp und Behandlung, innerhalb der Messungen zwischen
op = 449 — 938 Pa. Somit ist davon auszugehen, dass die biologische Schwankung min-
destens um den Faktor 4 grofler ist, als die Gerédteungenauigkeit im ungiinstigsten aller
Félle. Der grofite Anteil der gemessenen Schwankungen, bei der Bestimmung des Young
Moduls, ist somit biologischer Natur.

Fiir die Abschétzung des Fehlers bei der Berechnung der normierten Adhésionsener-
gien v = Euqn/(ma?) wurde ebenfalls der in Kapitel 2.11.1 beschriebene Ansatz ver-
wendet. Fiir die gemessenen Riickzugskurven ergab sich die Abrisslange im Mittel zu
~ lum, was aufgrund der Symmetrie hier s/2 entspricht, wihrend die mittlere totale
Adhéasionsenergie etwa Fqg, =~ 0.18fJ und die mittlere Abrisskraft etwa Iy ~ 380pN
betrug. Der Parameter ¢ lidsst sich somit fiir diese Werte aus Gleichung 2.21 zu ¢ =
361.J/m? ermitteln. Somit ergibt sich die Abweichung der totalen Adhisionsenergie, un-
ter Beriicksichtigung von As = 35nm, AFs; = 50pN (siehe vorher), zu AFE,q, = 0.05fJ.
Aus diesen Werten lésst sich nun die maximale Unsicherheit der Kontaktfliche ermitteln
zu Aa? = 0.189um?. Folglich ergibt sich, bei einer gemessenen mittleren Kontaktfliche
von a? = 14.3um?, fiir die normierte Adhsisionsenergie Ay = 1.17%.

Auch hier wurden fiir jede Zelle 5 Kraft-Abstands-Kurven aufgenommen und der daraus
resultierende Mittelwert genutzt, somit ergibt sich auch hier ein Skalenfaktor von ~ 0.44.
Die entsprechenden gemessenen Standardabweichungen liegen, abhéngig von Zelltyp und
Behandlung, innerhalb der Messungen zwischen o, = 2.157‘;—‘; und o, = 4.007%. Entspre-
chend zu den Berechnungen fiir das Youngmodul ergibt sich auch hier, dass die biolo-
gische Schwankung mindestens um den Faktor 2 grofer ist, als die Gerdteungenauigkeit
im betrachteten Fall. Der Grofite Anteil der gemessenen Schwankungen der normier-
ten Adhé#sionsenergien sind somit biologischer Natur bzw der Beschreibungsgiite des zu
Grunde liegenden DMT bzw JRK Modelles geschuldet.
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3.11.2 Grofitfehlerabschitzung - Lebendzellmikroskopie

Die Einzelbildaufnahmen der Lebendzellmikroskopiemessungen erlauben eine Abschétz-
ung der Genauigkeit der Messungen beziiglich der intrinsischen Variabilitéit der Zelle im
Zeitverlauf. Ein typischer Zeitverlauf, gezeigt am Beispiel einer LN229 Zelle, der auch
fiir die weiteren Abschétzungen verwendet wird, ist in Abb. 3.15 dargestellt. Hieraus
ist bereits ersichtlich, dass die intrinsischen, biologisch bedingten Schwankungen einer
hohen Variabilitdt unterliegen. Nach der automatisierten Analyse der einzelnen Bilder
wurde fiir alle Positionen eine manuelle Uberpriifung der erfolgten Kantendetektionen
durchgefiihrt und bei einer Abweichung der Zellfliiche von 2 5% wurde das entsprechen-
de Bild aus der weiteren Auswertungsroutine entfernt. Somit kann bei der Berechnung
der Kontaktfliche von Fehlern von AA = 0.05A ausgegangen werden.

Fiir das hier vorliegende, représentative Beispiel betrigt der Mittelwert der Fléche
A = 3284px und fiir die Geschwindigkeit v = 0.346um /min. Somit ergibt sich bei den
Annahmen aus 2.11.2 eine Verschiebung um =~ 2.5px, was ~ 1.6um entspricht. Folglich
lidsst sich der Groftfehler bei der Bestimmung der Geschwindigkeit zu Av ~ 0.32um/min
berechnen. Im Vergleich dazu betréigt die Standardabweichung innerhalb des Zeitverlau-
fes bei der Kontaktfliche o4 = 881pz, also 04 = 0.27A, wihrend bei der Geschwindigkeit
eine Standardabweichung von o, = 0.21pum/min gemessen werden konnte. Fiir die Be-
rechnung der, in den vorherigen Kapiteln dargestellten Werte, wurde der Mittelwert aus
den Zeitreihen betrachtet, weshalb der entsprechende Fehler mit 1//n ~ 0.06 skaliert.

Bei der Messung der Kontaktflichen sieht man leicht, dass die Standardabweichung
bei den Populationsmessungen aller Zelllinien etwa 20% der Kontaktfliche ausgemacht
hat, so dass auch hier erneut die Biodiversitit, sowohl auf Ebene der einzelnen Zelle
im Zeitverlauf, als auch auf Populationsebene den dominierenden Einfluss hat. Bei der
Geschwindigkeitsmessung liegen die Standardabweichungen der Populationsmessungen,
abhéngig von Zelltyp und Behandlung, zwischen o, = 0.11—0.34pm/min. Wihrend also
bei der Messung des Verlaufs der Geschwindigkeit die technische Seite in ungiinstigen
Féllen einen mindestens ebenso grofien Einfluss haben kann, ldsst sich fiir die Ermittlung
der Populationsmittelwerte der Geschwindigkeit schlussfolgern, dass die Schwankungen
groBtenteils von biologischen Faktoren verursacht werden.

3.11.3 Fehlerabschitzung Invasionsversuche

Bei den durchgefithrten Invasionsversuchen ist keine Grofitfehlerabschédtzung im obigen
Sinne moglich. Eine Betrachtung moglicher Fehlerquellen zeigt jedoch, dass 2 Faktoren
eine besondere Bedeutung zukommt: die Zahl der applizierten Zellen, sowie diejenige
Zahl der Zellen die auf dem Schnitt verbleibt. Bei der Durchfithrung der Tumorinvasi-
onsexperimente wird, nach Ablésen und Zentrifugation, die Zellzahl ermittelt, woraufthin
ein erneuter Zentrifugationsschritt mit anschlieBendem absaugen des Uberstandes erfolg-
te. Dies war notwendig um die bendtigte Zelldichte von 50.000Zellen/10ul zu erreichen,
fiihrt jedoch zu potenziellen Ungenauigkeiten. Zu nennen ist dabei die M6glichkeit, dass
wihrend des Absaugens des Uberstandes ein Teil der Zellen mit abgesaugt wurde. Dem
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ABB. 3.15: Darstellung eines typischen Zeitverlaufes fiir die Lebendzellmikroskopie-
messungen am Beispiel einer LN229 Zelle. Der obere Graph zeigt den Zeitverlauf der
Kontaktfliche, sowie Abbildungen, inklusive entsprechender, erfolgreicher Detektion
der Zelle zum entsprechenden Zeitpunkt. Man sieht hierbei einen phasischen, stark
schwankenden Verlauf der Zellgrofle, zwischen einer Minimalgréfie von 1507pz bis hin
zu 3284pzx. Der untere Graph stellt den entsprechenden Geschwindigkeitsverlauf fiir
dieselbe Zelle dar. Auch hier sind sehr starke Schwankungen von 0.0095um/min bis
1.0271um/min zu beobachten, die jedoch keine klar definierten Phasen aufweisen.

wurde jedoch entgegengewirkt durch einen 2. Zahlschritt, nach der Herstellung der ent-
sprechenden Zelldichte. Somit konnte gewé#hrleistet werden, dass die Zellzahl nur um
< 5% abweicht. Eine weitere Fehlerquelle ist die Zellapplikation, da die in Abb. 2.6
dargestellte Form der Tumorinvasionsversuche stark vereinfacht ist. Auf der Schnitt-
kultur befindet sich jedoch ein Fliissigkeitsfilm, welcher dafiir sorgt, dass die applizier-
te Zelllosung den kompletten Schnitt und einen Teil seiner Umgebung benetzt. Zur
Minimierung hierdurch verursachter Schwankungen wurde bei jedem Experiment die
gleiche Zelldichte von 50.000Zellen/10ul und ein konstantes Volumen von 10ul appli-
ziert. Weiterhin wurde bei der Auswertung auf die Gréfle des Schnittes normiert, um
zu gewéhrleisten, dass die Zahl der potentiell invadierenden Zellen unabhéngig von der
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Schnittgrofe ist. Die exakte Ungenauigkeit die durch die unklare Zahl von invadieren-
den Zellen hervorgerufen wird, lasst sich insgesamt jedoch nur sehr schwer abschétzen.
Die hohen Schwankungen innerhalb der Messungen zeigen jedoch, dass die getroffenen
Mafinahmen zur Reduktion dieses Effektes nur unzureichend funktioniert haben oder
innerhalb des Systems eine hohe Biodiversitit vorliegt. Eine genaue Differenzierung der
beiden Groflen ist an dieser Stelle nicht moglich und muss mit einer erhShten Stich-
probenzahl kompensiert werden. Fiir die Analyse von Cannabinoid- und Bestrahlungs-
effekten auf die Tumorinvasion wurden mindestens 20 Schnitte verwendet, woraus ein
Skalenfaktor von 1/4/n ~ 0.22 resultiert. Im Falle der Cannabinoid- und Bestrahlungs-
untersuchungen konnten bereits Effekte aufgelést werden, die eine Abweichung von 20%
vom Kontrollwert hatten, wodurch biologisch relevante Unterschiede bereits gut nach-
weisbar sind. Bei den MACC1 Untersuchungen wurden dagegen nur 7 (1/y/n =~ 0.38)
bzw 10 (1/4/n =~ 0.31) Schnittkulturen untersucht. Die Analyse der Invasionsdaten, die
den Effekt von MACC1 auf das Invasionsvermdgen untersuchten, zeigten keinen Effekt
nach 3 Tagen Invasionszeit, jedoch eine MACC1 abhéingige Modulation der Invasivitét
nach 4 Tagen. Ob eine erhdhte Stichprobenzahl den Nachweis eines biologisch signifi-
kanten Effektes - im Falle der 3 tdgigen Tumorinvasion MACCI transfizierter Zellen -
erbringen kann bleibt jedoch fraglich.
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Diskussion

4.1 Interpretation der Rasterkraftmikroskopiedaten

Fiir diese Arbeit wurden einzelne Zellen mit einem AFM beziiglich ihrer mechani-
schen und adhésiven Eigenschaften untersucht. Die genutzten Zellen wurden 15min
nach dem Aussden vermessen, damit sie eine nahezu kugelférmige Geometrie besit-
zen, welche Voraussetzung fiir die Applikation des Hertzmodells ist [444]. Nach einer
solch kurzen Adhé#sionszeit ist die Zytoarchitektur der Zelle nur unvollstindig ausge-
priagt [234, 319, 445, 446]. Eine solche Zelle besitzt noch keine Stressfasern, aber ein
ausgeprigtes kortikales Aktinnetzwerk, sowie im Zellinneren eine nahezu isotrope Akt-
instruktur [319, 445, 446]. Analog zu vielen Aktinstrukturen kollabiert auch das Inter-
medidrfilamentnetzwerk durch die Trypsinierung und zieht sich in den juxtanukledren
Raum zuriick [234]. Wihrend der ersten zwei Stunden nach dem erneuten Ausséen ist
Vimentin im peripheren Bereich der Zelle nur in Form von nicht vernetzten Protofila-
menten zu finden und formt erst spéter weitere Filamente die mit dem juxtanukledren
Bereich verbunden sind [234]. Im Gegensatz dazu erscheint die Struktur der Mikrotu-
buli typisch netzwerkartig [319, 446]. Fiir die hier durchgefiihrten Messungen wurden
Zellen einer Kraft von F' = 3nN ausgesetzt, was zu einer zentralen Indentation von
0 ~ 1.2 — 1.4um, bei einem mittleren Zelldurchmesser von d ~ 15 — 25um und somit
zu einer relativen Deformation von D ~ 5 — 9% fiihrte. Folglich ist die zentrale In-
dentation klein gegeniiber der Zellgrofle, weshalb Intermediérfilamente nur einen sehr
kleinen Einfluss auf die gemessenen Elastizitédtsmodule haben [220, 229, 320]. Weiterhin
konnten vorherige Studien zeigen, dass Mikrotubuli einen vernachléssigbaren Einfluss
auf die gemessenen Elastizitdtsmodule haben [326, 334]. Eine Messung des elastischen
Moduls von einzelnen Zellen mittels AFM determiniert, in der hier verwendeten Me-
thodik, somit hochstwahrscheinlich hauptséchlich die Eigenschaften bzw Verénderungen
des Aktinzytoskeletts, also des Aktinkortexes und des isotropen Netzwerkes im inneren
der Zelle.

Neben den elastischen Eigenschaften einzelner Zellen wurden in dieser Arbeit auch Ad-
hisionseigenschaften aus den Riickzugskurven des Cantilevers ermittelt. Da die AFM
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Messungen in Kulturmedium stattfanden muss der Einfluss der Absorption von Prote-
inen des Serums durch den Cantilever betrachtet werden. Die Absorption der Proteine
kann zu einer spezifischen Adhésionsbindung zwischen Cantilever und Zelle fithren, wel-
che sich beim Abriss der Bindung als diskreter Sprung duflert [284]. Ein Vergleich der
Kraftdifferenz vor und nach dem Abriss liefert eine mittlere Kraft von Fg,yng = 0.07TnN
fiir einzelne Abrisse, wobei fiir jede Messkurve im Mittel n = 0.5 solcher Abrissprozesse
beobachtet werden konnten. Die maximale Adhésionskraft betrug jedoch im Gegen-
satz dazu Fj,q: =~ 0.3 — 0.4nN, weshalb die diskreten Abrissprozesse einen Anteil von
q =~ 88 —11.7% an der maximalen Adhisionskraft hatten. Folglich sind die adhésiven
Eigenschaften, die wihrend der AFM Messungen bestimmt wurden, hauptséchlich durch
unspezifische Interaktionen, wie zum Beispiel elektromagnetische Wechselwirkungen,
Van-der-Waals-Krifte, geometrischen Verdinderungen, etc determiniert.

4.2 Effekte von Cannabinoiden auf Glioblastomzellen

4.2.1 Cannabinoide verindern die Elastizitit von Glioblastomzellen

In dieser Arbeit wurden Einzelzelleigenschaften von Glioblastomzelllinien unter dem
Einfluss von CB1 und CB2 Agonisten untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden,
dass Cannabinoide, die mit dem Zytoskelett assoziierte Elastizitét, beeinflussen. Frithere
Studien zur Interaktion zwischen Cannabinoiden und dem Zytoskelett konnten zeigen,
dass in Myelomzellen eine Inhibition von CB2 zu einer Reduktion der f—Aktin und
f—Tubulin Proteinmenge fithrte [393]. Eine Reorganisation des Mikrotubuli- und Ak-
tinnetzwerkes konnte ebenfalls in weiteren Zelltypen, die mit Cannabinoiden behan-
delt wurden, beobachtet werden [394-397]. Dabei wurden jedoch keine prézisen Mes-
sungen beziiglich biomechanischer Eigenschaften durchgefiithrt. Messungen innerhalb
der Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass die hier betrachteten Cannabinoide, in
den hier untersuchten Zelllinien zu einer Verdnderung der Dichte der Aktinstrukturen
fithren kénnen [447]. Dabei ist jedoch zu beachten, dass fiir diese Messungen vollstindig
adhérente, fixierte Zellen genutzt wurden, weshalb der Grofiteil der Aktinzellstruktu-
ren durch Aktinbiindel und Stressfasern gebildet wird, wohingegen bei den mit dem
AFM vermessenen Zellen keine Stressfasern vorhanden sind [234, 319, 445-447]. Auch
wenn eine direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse der vollstéandig adhérenten Zellen nicht
moglich ist, so zeigen sie dennoch die Fahigkeit der hier verwendeten Cannabinoide die
Organisation des Aktinzytoskeletts zu modulieren und somit Einfluss auf die Zellelas-
tizitdt zu nehmen. Die Erhohung des Elastizitdtsmoduls in U138 Zellen nach der Gabe
von JWH 133 konnte im Zusammenhang mit einer verminderten Cofilinphosphorylie-
rung stehen, welche bereits in Zellen des trabekulidren Maschenwerkes des Auges, in Folge
einer CB2 Aktivierung, beobachtet werden konnte [448]. Cofilin ist ein Aktindisassem-
blierungfaktor und eine reduzierte Aktivitit kann zu einem erhohten Elastizitdtsmodul
fithren [449]. Da LN229 und U87 Zellen CB2 nicht exprimieren kann nach der Stimulation
mit JWH 133 ein solcher Mechanismus nicht vorausgesetzt werden. Dies ist im Einklang
mit den erhobenen Messdaten, die keinerlei JWH 133 bedingten Einfluss auf das Elasti-
zitdtsmodul von LN229 und U87 nachweisen konnten. Weiterhin kénnte die Stimulation
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mit dem CB1 Agonisten eine rezeptorunspezifische Wirkung auf die Zellelastizitit ent-
falten. Sowohl LIN229, als auch U87 Zellen exprimieren den CB1 Rezeptor, zeigen aber
keinen Effekt bei der Stimulation mit ACEA - im Gegensatz zu U138 Zellen. Dieser
Effekt konnte durch ein zelllinienspezifisch unterschiedliches Downstream-Signaling ver-
ursacht sein, in dem CB1 assoziierte Signalkaskaden sich stark unterscheiden und somit
verschiedene Ergebnisse beziiglich der Zytoskelettorganisation zur Folge haben. Ein ver-
gleichbarer Effekt konnte schon bei der neuronalen Zelllinie PC12 beobachtet werden, bei
der eine differentiationsabhéngige Mikrotubuli- und Mikrofilamentmengenverédnderung
gemessen wurde [395, 397]. Die hier beobachtete Heterogenitit der Effekte entspricht
auch derjenigen, die bereits von anderen Arbeitsgruppen beziiglich der Expression an-
derer Proteine und Rezeptoren, wie zum Beispiel TP53 und einiger Integrine, fiir die hier
genutzten Zelllinien gemacht wurde [358, 359]. Die beobachtete Heterogenitét der Zellen
entspricht damit auch dem typischen Verhalten von Glioblastomen, welche sich durch die
Mutation von iiber 1000 Genen voneinander und von gesundem Gewebe unterscheiden
konnen [352].

FEin weiterer moglicher Grund fiir die uneindeutigen Effekte der Cannabinoide kénnten
weitere Zielrezeptoren der verwendeten Cannabinoide sein, die, abhéngig von ihrem Vor-
handensein bzw ihrer Expression in der entsprechenden Glioblastomzelllinie, zu ande-
ren Effekten fithren. Mogliche Rezeptoren, mit denen ACEA und JWH 133 zusétzlich
wechselwirken konnten, sind GPR55 (G-Protein gekoppelter Rezeptor 55) und TRPV1
(transient receptor potential cation channel subfamily V member 1) [450-453]. Besonders
GPR55 ist hier von Bedeutung, da Studien bereits eine regulatorische Rolle des GPR55
Rezeptors fiir die kleinen GTPasen Racl, RhoA und Cdc42 gezeigt haben, welche wie-
derum die Organisation des Aktinzytoskelettes modulieren kénnen [454, 455]. GPR55
konnte bereits in Gliomzelllinien nachgewiesen werden, ob dieser Rezeptor jedoch auch
in den hier verwendeten Zelllinien vorkommt, soll in zukiinftigen Studien untersucht
werden [456].

4.2.2 Cannabinoide verdndern die Motilitdt, Kontaktfliche und das
Invasionsverhalten von Glioblastomzellen

Durch die bereits erwdhnten Cannabinoid-induzierten Verénderungen des Elastizitéts-
moduls wurde erwartet, dass diese ebenfalls einen Einfluss auf die motilen Eigenschaften
einzelner Zellen haben, da das Elastizitdtsmodul vom Zytoskelett dominiert wird und
speziell Aktin stark mit Migrationseigenschaften assoziiert ist [457-459]. Im Fall der
Cannabinoide fiithrte der CB1 Agonist Methanandamid in endometrialen Stromazellen
zu einem migratorischen Phénotyp, der charakterisiert wurde durch eine schnellere F-
Aktindegradation, mehr Stressfasern und einer verstiarkten Lokalisation von F-Aktin an
der Leading Edge [460]. Andere Studien konnten wiederum eine Erhthung bzw Erniedri-
gung des Phosphorylierungsgrades von FAK, welches an der Steuerung der Zellmotilitét
beteiligt ist, in Folge einer Cannabinoidstimulation beobachten [375, 391, 392, 461].
Innerhalb der Arbeitsgruppe wurden jedoch bereits Messungen der FAK und pFAK
Mengen in den hier genutzten Zelllinien mit den Cannabinoiden JWH 133 und ACEA
durchgefiihrt, bei denen keine Veréinderung der phosphorylierten oder der Gesamtmenge
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an FAK ermittelt werden konnte, weshalb ein anderer Mechanismus fiir die beobachte-
ten Geschwindigkeitsdnderungen verantwortlich sein muss [447]. Jedoch ist die durch
Cannabinoide verédnderte Motilitat konsistent mit den, innerhalb der Arbeitsgruppe er-
mittelten, strukturellen Verdnderungen des Aktinzytoskelettes nach der Cannabinoid-
gabe [447]. Die Verdnderung des Aktinzytoskeletts lassen sich jedoch nicht direkt mit
der Motilitdt assoziieren, weil die Analysemethode lediglich die Dichte der Strukturen
innerhalb der Zelle quantifiziert, nicht jedoch die Ausrichtung der Aktinfasern zueinan-
der und relativ zur Bewegungsrichtung [447, 462]. Diese Messungen zeigen jedoch die
grundsétzliche Befihigung der Cannabinoide zur Verinderung des Aktinzytoskeletts,
mit einer begleitenden Motilitédtsédnderung, die iiber einen bisher unbekannten Signal-

weg vermittelt wird.

Ahnlich wie bei der Messung des Elastizititsmoduls konnten auch bei der Motilitéit
keine einheitlichen Beobachtungen fiir die Zellgeschwindigkeit gemacht werden, da die
Inkubation von LN229 und U138 Zellen mit ACEA in einer Reduktion der Geschwin-
digkeit resultierte, wihrend der CB1 Agonist in U87 zu einer Erhohung fithrte. Auch
hier kommen, bedingt durch die hohe Heterogenitéit der Zelllinien bzw Glioblastome im
Allgemeinen, zelllinienspezifische Unterschiede in Frage [352, 358, 359], jedoch auch er-
neut andere Rezeptoren wie GPR55, die weitere Bindungspartner der hier verwendeten
Cannabinoide sein kénnten und iiber zum Beispiel Rho GTPasen die Motilitdt steuern
kénnen [450-455].

Ein weiterer Faktor, der die Motilitit beeinflussen kann, ist das Elastizitdtsmodul ei-
ner Zelle. Wenn sich das Elastizitdtsmodul des Lamellipodiums erhtht, so wird eine
groBere Kraft benottigt, um das Lamellipodium auszuformen, woraus eine reduzierte
Motilitdt folgt [333]. Ein vergleichbarer Effekt kann die verénderte Motilitdt hier jedoch
nicht erkliren, da fiir U138 Zellen eine reduzierte Motilitdt mit einem erhohten Elas-
tizitdtsmodul einhergeht, wihrend in LN229 und U87 Zellen eine verdnderte Motilitat
einem gleichbleibenden Young Modul entgegensteht.

Ebenso wie die restlichen Messungen lieferte auch die Bestimmung der Kontaktfléche ein
sehr heterogenes Bild. Bei U138 und LLN229 Zellen konnte nach der Zugabe von ACEA
kein Effekt auf die Kontaktflache festgestellt werden, wohingegen U87 Zellen mit einer
Reduktion der selbigen reagierten. Auch hier ist keine offensichtliche Rezeptor bzw Ago-
nistenspezifitdt zu erkennen. Ein Faktor welcher die Kontaktfliche beeinflussen kann, ist
die Adhésivitat der Zelle gegeniiber dem Substrat. Im Falle der hier verwendeten Kultur-
schalen wird dieser Kontakt, bei vollstandiger Adhésion, tiber fokale Kontakte gesteuert.
Cannabinoide wurden von anderen Arbeitsgruppen bereits mit einer verdnderten FAK
Aktivitat assoziiert, die auch die Kontaktflache verdndert, da FAK integraler Bestandteil
der fokalen Adhésionen ist [375, 391, 392, 463]. In parallel durchgefiithrten Studien in-
nerhalb der Arbeitsgruppe fanden sich, nach Cannabinoidgabe, keine veréinderten FAK
oder pFAK Mengen in den hier genutzten Zellen, so dass dieser Mechanismus als Er-
kldrungsansatz zu verwerfen ist [447|. Eine zelllinienspezifische Verédnderung anderer,
FAK unabhéngiger, Adhésionen durch die Gabe der Cannabinoide ist dennoch nicht
auszuschlieflen.
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Ein erhohtes Elastizitdtsmodul einer Zelle fiihrt zu einer hoheren notwendigen Kraft
zur Ausformung der Zellkontaktfliche und somit zu einer insgesamt kleineren Kontakt-
fliche zum Substrat [333]. Dies kann die hier beobachteten Effekte jedoch ebenfalls nicht
vollsténdig erkléren, da U87 und LN229 Zellen zwar eine veréinderte Kontaktflache nach
Cannabinoidgabe aufwiesen, aber keine verdnderten Young Module. Somit muss es wei-
tere Einflussparameter geben, die diesen Effekt verursachen.

Ein weiterer Aspekt, der die Kontaktfliche beeinflussen kann, ist die Kontraktilitdt der
Zelle. Je mehr kontraktile Elemente eine Zelle enthélt desto grofier muss die entgegen-
gesetzte Kraft sein, um eine konstante Kontaktfliche aufrechtzuerhalten. Die in der Ar-
beitsgruppe bereits durchgefiihrten Messungen der Aktinstrukturdichte in vollstindig
adhérenten Zellen konnten dazu einen Hinweis liefern, da die beobachtete Struktur
hauptséchlich durch Stressfasern und sonstige Aktinstrénge determiniert war [447]. Die
gemessene Aktinstrukturdichte verdnderte sich jedoch auch bei Zellen, die keine ver-
dnderte Kontaktfliche besaflen und andersherum [447]. Dies liefert einen Hinweis, dass
nicht ausschlieSlich kontraktile Strukturen fiir die Verdnderung in der Kontaktfliche

verantwortlich sein kénnen.

Generell kann iiber die Messungen der Zellgeschwindigkeit und Kontaktfliche gesagt wer-
den, dass beide von einer grolen Menge an Einflussparametern abhéngen, die sich gegen-
seitig verstirken oder abschwéchen kénnen. Dazu gehoéren unter anderem die Adhésivitét
zum Substrat, die Elastizitit der Zelle, die Kontraktilitit der Zelle und speziell des
Kortexes, die Remodulierungszeit des Zytoskelettes und weitere ([114]; siehe Kapitel
1.1.1). Folglich ist es schwierig, Anderungen auf nur eine der einzelnen Messparameter
zuriickzufithren. Hinzu kommt, dass einige der obigen Eigenschaften nur sehr schwer
messbar sind und in dieser Arbeit nicht gemessen werden konnten.

Da alle gemessenen Einzelzelleigenschaften in Beziehung zum Zytoskelett stehen, konnte
ein Einfluss von Cannabinoiden auf die untersuchten Invasionseigenschaften angenom-
men werden [314-333]. Die invasiven Charakteristika der genutzten Glioblastomzellli-
nien nach der Cannabinoidbehandlung entsprechen den Befunden, die bereits von an-
deren Arbeitsgruppen erhoben wurden. Dabei wurde der Effekt von Cannabinoiden in
verschiedenen Tumortypen im allgemeinen als anti-tumords beschrieben [375, 383, 464—
466], wobei jedoch eine Studie eine erhohte Invasivitit nach der Cannabinoidgabe be-
obachtete [467]. Da die Phosphorylierung von p44/42 MAPK und die Aktivierung des
Phosphoiositid-3 Kinase (PI3K)/Akt Signalweges bereits mit einer reduzierten Invasi-
vitdt nach der Cannabinoidgabe assoziiert werden konnte, wurde diese auch innerhalb
der Arbeitsgruppe untersucht, jedoch ohne signifikante Verdnderungen beobachten zu
konnen [389, 447, 468]. Die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigten unter-
schiedliche Effekte nach der Cannabinoidapplikation. Wahrend der CB1 Agonist ACEA
immer zu einer (zum Teil nicht signifikanten) Reduktion der Invasivitit fithrte, resul-
tierte die Applikation des CB2 Agonisten in einer stark erhohten Invasivitdt bei U138
Zellen und einer (zum Teil nicht signifikanten) Reduktion fiir U87 und LN229 Zellen.
Da sowohl U87 als auch LN229 Zellen keine mRNA fiir den CB2 Rezeptor exprimieren,
ist es moglich, dass der Effekt von JWH 133 in U87 und LN229 nicht {iber klassische
Cannabinoidrezeptoren vermittelt wurde [450-453].
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4.2.3 Der CB2 Rezeptor-Agonist JWH 133 zeigt CB2 unabhingige
Effekte

Sowohl LN229 als auch U87 Zellen exprimieren den CB2 Rezeptor auf mRNA-Ebene
nicht, werden jedoch von dem spezifischen CB2 Agonisten JWH 133 beeinflusst, was
eine Vermittlung der Effekte iiber einen anderen Rezeptor nahe legt. JWH 133 z&dhlt
zu den selektivsten synthetischen Cannabinoiden [469, 470]. In vitro Bindungsassays
ergaben fiir JWH 133 Affinitéten fiir den CB2 Rezeptor (Ki = 3.4 + 1.0nM) und den
CB1 Rezeptor (Ki = 677+£132nM) [471], aber Daten beziiglich der Affinitit zu weiteren
Rezeptoren wurden nicht erhoben. Daher ist eine mégliche Erklarung fiir die Effekte von
JWH 133, eine Aktivierung eines nicht Cannabinoidrezeptors, wie es bereits fiir AM251
gezeigt wurde. AM251 galt als hochselektiver Antagonist fiir CB1, bis gezeigt wurde,
dass AM251 ebenfalls GPR55 aktiviert [472]. Vorangegangene Studien mit JWH 133
lieferten Hinweise auf die Aktivierung von GPR55 und TRPV1 [450, 452, 453]. Eine
Studie von Taylor et al liefert weitere Indizien auf einen anderen, bisher nicht genauer
beschriebenen Bindungspartner fiir JWH 133, der jedoch weder GPR55 noch TRPV1
ist [473].

Fine weitere Moglichkeit besteht darin, dass JWH 133 in der gegebenen Konzentration
von 10uM den CB1 Rezeptor aktiviert, da sowohl LN229 als auch U87 selbigen expri-
mieren. Basierend auf dieser Annahme wire zu erwarten, dass ACEA und JWH 133
bei beiden Zelllinien denselben Effekt haben. Im Falle von LN229 Zellen zeigten beide
Agonisten unterschiedliche Effekte bei den Messungen der Zellgeschwindigkeit, Zellfliche
und Invasivitit, wohingegen ein identisches Verhalten nach der Applikation nur bei der
Adhiisionsenergie gemessen werden konnte. Fiir U87 Zellen gab es Ubereinstimmungen
bei den Effekten fiir die Zellgeschwindigkeit und Zellfliche. Unterschiedliche Effekte
konnten bei U87 nur fiir die Adhésivitit ermittelt werden. Parameter, bei denen beide
Substanzen keinen Effekt hatten, wurden dabei nicht betrachtet, da sie nicht eindeutig
als identischer Effekt angesehen werden kénnen.

Somit ist es wahrscheinlich, dass JWH 133 neben den CB1 und CB2 Rezeptoren min-
destens einen weiteren Zielrezeptor besitzt. Zu einer dhnlichen Schlussfolgerung kamen
auch andere Arbeitsgruppen, die gezielt den CB2 Rezeptor inhibiert oder per Knock-Out
funktionell ausgeschaltet haben [450, 452, 453, 473].

4.3 Der Effekt einer MACC1 Expression bei Glioblastom-
zellen

4.3.1 MACC1 Effekte auf die Elastizitit von Glioblastomzellen

Fine erhohte Expression von MACC1 wurde in einer Vielzahl von Studien als pro-
tumoroser Faktor beschrieben [417-421], welcher auch die HGF /c-Met-Achse reguliert
[401, 416, 420, 474]. Eine Stimulation von HGF ist wiederum mit einer Vielzahl von
zytoskelettalen Alterationen verbunden, wie zum Beispiel die Regulation von Racl und
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Cdc42 [475-478], die mafigeblich die Zytoarchitektur beeinflussen (siehe Kapitel 1.1.1).
HGF kann Cdc42 und Racl an der Zellperipherie und Racl auch ldngerfristig in peri-
nukledren Endosomen aktivieren [475-478]. Ebenso kann HGF iiber den PI3K/Akt Si-
gnalweg Aktinfilamente stabilisieren [479] und iiber die Ezrinphosphorylierung zur Kor-
texremodulierung beitragen [480]. Neben den Aktininteraktionen resultiert eine HGF-
Aktivierung auch in einer Rekrutierung von +TIPs an die Microtubulienden und kann
auch iiber andere Signalwege zur Stabilisierung von Microtubulifilamenten beitragen
[480]. Neben den HGF/c-Met induzierten zytoskeletalen Verdnderungen konnte auch
ein direkter Einfluss der MACCI1-Expression auf die Organisation des Aktinzytoske-
lettes beobachtet werden [417], sowie eine positive Korrelation mit dem Vimentinlevel
(418, 481].

Bei der Messung des Young Moduls konnte durch die Expression von MACCI1 eine
Erhohung festgestellt werden, welche durch den MET-Inhibitor Crizotinib wieder auf-
gehoben werden konnte. Dies ist grundsitzlich im Einklang mit den zuvor beschriebe-
nen, durch MACCI1 induzierten Alterationen des Zytoskelettes. Wie bereits beschrieben,
haben im hier gewdhlten Messsystem Intermediérfilamente und Microtubuli einen ver-
nachlédssigbaren Einfluss auf das Elastizitdtsmodul, weshalb es wahrscheinlich ist, dass
eine verdnderte Aktinorganisation fiir das erhthte Youngmodul bei erhthter MACC1
Expression verantwortlich ist. Eine fiir die hier durchgefithrten mechanischen Messun-
gen bedeutende Struktur ist der Aktinkortex, der etwa 50 — 200nm dick ist [114] und
damit die Gréflenordnung der Indentation von § ~ 1.2 — 1.4pum hat. Hieraus ergibt sich
ein moglicher Erklarungsansatz fiir das erh6hte Youngmodul bei einer erhthten MACC1
Expression: die verstiarkte Phosphorylierung des Aktincrosslinkers Ezrin, welcher die Or-
ganisation und damit das Elastizitdtsmodul, des Kortex beeinflusst ([482]; siche Kapitel
1.1.4). Die Aufhebung des erhéhten Elastizitdtsmoduls durch Crizotinib, einem c-Met
Inhibitor, deutet darauf hin, dass der beobachtete Effekt durch die HGF /c-Met Achse
vermittelt wird und unterstiitzt somit die Hypothese, dass eine verstédrkte Ezrinphos-
phorylierung Grund fiir das erhohte Youngmodul bei erhohter MACC1 Expression sein
konnte.

4.3.2 MACCI1 verandert die Motilitidt, Kontaktfliche und das Invasi-
onsverhalten von Glioblastomzellen

Von Hagemann et al wurde erstmalig beschrieben, dass eine MACC1 Expression zu einer
erhohten Migrationsaktivitédt in U138 Zellen fiihrte, die sich durch Crizotinib aufheben
lief [420]. Fiir die Bestimmung des Migrationsverhaltens wurde eine impedanzbasierte
Messmethode verwendet, die jedoch nur eine dimensionslose Messung der Migrations-
aktivitdt erlaubt. Ebenfalls erlaubt diese Methode lediglich die Messung eines globalen
Parameters (Cell Index), der keinerlei Riickschliisse auf das Verhalten einzelner Zellen
ermoglicht [420]. In dieser Arbeit wurde die Motilitdt einzelner Zellen direkt bestimmt,
wodurch ausgeschlossen werden konnte, dass der beobachtete Effekt durch kollektive Zel-
leigenschaften verursacht wurde. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestédtigen die Resultate,

da ebenfalls eine Zunahme der ungerichteten Zellgeschwindigkeit durch einer erhchte
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MACC1 Expression, sowie deren Inhibierung mit Crizotinib beobachtet wurde. Als re-
sultierende Erkenntnis léasst sich schlussfolgern, dass die motilen Verdnderungen, die
durch MACC1 Uberexpression in U138 Zellen verursacht werden, schon auf Einzelzel-
lebene beobachtbar sind und Zell-Zellinteraktionen fiir diese Art der Anderungen nicht
zwingend notwendig sind.

Bei der Betrachtung der Zellkontakfliche konnte beobachtet werden, dass eine MACC1
Uberexpression zu einer Reduktion der selbigen fithrte. Dies lésst sich nicht mit den Er-
gebnissen von Wang et al in Einklang bringen, die bei einer erhéhten MACC1 Expression
eine Erhohung des Fibronektin-Levels feststellen konnten [418]. Da Fibronektin an der
Formung von Adhésionsbindungen beteiligt ist, kann eine Erhohung des Fibronektin-
Levels mit einer erhdhten Kontaktfliche in Zusammenhang gebracht werden, da die
Kontaktfliche unter anderem durch die Adhésionsfihigkeit zum Substrat beeinflusst
wird. Ebenfalls wurde nach einer Stimulation von HGF, welches durch MACC1 regu-
liert wird, eine verstirkte Adhésion von Zellen an Laminin, Fibronektin und Vitronektin
beobachtet, wodurch sich die Adhésion zum Substrat und somit die Kontaktfliche eben-
falls erhohen konnte [483]. Da jedoch in dieser Arbeit ebenfalls festgestellt wurde, dass
das Elastizitdtsmodul der MACC1 {iberexprimierenden U138 Zellen erhéht war, besteht
die Moglichkeit, dass durch die erhchte Festigkeit der Zellen eine groflere Kraft fiir die
Adhésion der Zelle am Substrat notwendig ist, die durch eine erhdhte Expression von

Fibronektin nicht vollsténdig ausgeglichen wurde.

Die erhobenen Invasivitédtsdaten spiegeln den allgemeinen Trend wieder, dass eine erhohte
MACC1 Expression zu einer erhohten Invasivitét fithrt [417-421]. Frithere Publikationen
zeigten, dass der Grad eines Astrozytoms mit dessen c-Met Expression positiv korreliert
[484] und die hier verwendeten MACC1 exprimierenden U138+ Zellen eine hohere c-Met
Expression aufweisen, als ihre Ursprungszelllinie U138 [420]. Auch hier fithrte der c-Met
Inhibitor Crizotinib zu einer Authebung des beobachteten Effektes, so dass sich schluss-
folgern lésst, dass - wie bereits beschrieben [484-487]- c-Met einen regulierenden Einfluss
auf die Glioblastominvasion hat. Ebenfalls erhirten diese Experimente die Hypothese,
dass MACCI1 ein Regulator des c-Met Signalings ist [401, 416, 422].

4.4 Der Effekt einer Bestrahlung auf Glioblastomzellen

4.4.1 Bestrahlungseffekte auf die Elastizitit von Glioblastomzellen

Die Messungen der Elastizitdtsmodule zeigten einen differenzierten Effekt fiir die beiden
Zelltypen. U87 zeigte keinerlei Verdnderung in Folge der Bestrahlung, wihrend LN229
Zellen ein erhohtes Young Modul besaflen. Mehrere Arbeiten zeigten bereits, dass die
Bestrahlung von Gliomzellen unter anderem zu einer Deregulation von iiber einhun-
dert Genen fiihrt, deren Expression fiir die Adhésivitit, die Zytoskelettorganisation und
Invasivitdt mit verantwortlich sind ([360-362]; siehe Kapitel 1.5). Diese Effekte wur-
den jedoch in diesen Studien nicht weiter untersucht. Soweit es dem Autor bekannt
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ist, sind die in dieser Arbeit durchgefithrten Messungen die ersten Messungen elasti-
scher Eigenschaften von Glioblastomen nach der Bestrahlung. Studien in normalen und
transformierten Fibroblasten zeigten eine dhnliche Heterogenitét [488]. Wéhrend Fibro-
blasten nach einer Bestrahlung mit 2Gy keine Verdnderungen der Elastizitidt aufwiesen,
reagierten die transformierten Fibroblasten mit einem erhéhten Young Modul [488].
FEine weitere Studie untersuchte den Effekt der Bestrahlung auf die Elastizitdt von Le-
berzellkarzinomlinien und beobachtete eine Reduktion der Elastizitéit in fiinf von sechs
Zelllinien [489]. Die hier beobachtete Zelllinienabhéngigkeit ist entsprechend konsistent
mit Ergebnissen aus anderen Zelltypen und dem bereits beschriebenen Einfluss auf die
Expression von Genen, die fiir die Zytoskelettorganisation verantwortlich sind.

4.4.2 Einfluss der Bestrahlung auf Motilitidt, Kontaktfliche und Inva-
sionsverhalten von Glioblastomzellen

Die erhaltenen Messwerte fiir die mittlere Geschwindigkeit liefern ein unterschiedliches
Bild der Einzelzellgeschwindigkeiten. Wihrend bei U87 Zellen eine starke Erhchung der
Motilitdt gemessen wurde, kam es bei den LN229 Zellen zu einer geringen Redukti-
on. Frithere Studien demonstrierten, dass die Bestrahlung zu einer erhthten Motilitét
in Gliomzellen fiithren kann [490, 491], wobei argumentiert wurde, dass dies iiber die
Aktivierung von Racl und einer nachfolgenden Inhibierung von RhoA vermittelt wird
[490]. Bei U87 Zellen wurde in anderen Studien eine erhthte Aktivierung des epidermia-
len Wachstumsfaktorezeptors (EGFR), in Folge einer Bestrahlung mit 2Gy, beobachtet
[492], welche wiederum zur Aktivierung von Racl fiihrt [493-495]. Es ist folglich wahr-
scheinlich, dass vergleichbare Mechanismen auch fiir die hier beobachtete erhéhte Mo-
tilitdt der U87 Zellen nach der Bestrahlung verantwortlich sind. Diese Hypothese wird
weiter durch die innerhalb der Arbeitsgruppe durchgefithrten Analysen der Aktinstruk-
tur gestiitzt, die eine erhohte Aktinstrukturdichte in U87 Zellen nach der Bestrahlung
nachweisen konnten [496]. In LN229 Zellen wurde in Folge der Bestrahlung jedoch keine
erhohte EGFR Aktivierung festgestellt [492], weshalb ein anderer Mechanismus fiir die
Reduktion der Zellgeschwindigkeit verantwortlich sein muss. Ein Anhaltspunkt liefert
die erhohte Elastizitit der LN229 Zellen, was dazu fithrt, dass eine groflere Kraft not-
wendig ist, um - fiir die Zellbewegung notwendige - Protrusionen zu erzeugen und somit

zu einer Einschrinkung der Bewegungsfihigkeit fithren kann [333].

Bei der Betrachtung der Kontaktfliche zeigten beide Zelllinien eine Reduktion in Folge
der Bestrahlung. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass LN229 und U87 sowohl auf
der sehr kurzen Zeitskala der AFM-Messungen als auch auf einer lingeren Zeitskala auf
Bestrahlung mit einer verminderten Adhésivitit reagieren. Bei der Messung der Kon-
taktflichen ist zu beachten, dass sie nur eine sehr indirekte Messung, der langzeitigen
Wechselwirkungen der Zellen mit dem Substrat ist. Die Kontaktfliche wird ebenfalls
durch weitere Effekte, wie ein verdndertes Zellvolumen, eine modulierte Aktinkortex-
spannung oder der Anzahl kontraktiler Strukturen moduliert. Im Falle der U87 Zellen
konnte die erhohte Dichte an Aktinstrukturen, die nach der Bestrahlung beobachtet
wurde, einen Erklarungsansatz liefern, da die dominanteste Struktur innerhalb der U87
Zellen Stressfasern sind [496]. Eine erhohte Zahl an Stressfasern in U87 bedingt eine
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erhohte Kontraktilitéit, welche in einer reduzierten Kontaktfliche miindet. Unterstiitzt
wird dieser Befund durch die Beobachtung anderer Arbeiten, die in C6 Gliomzellen
und in Endotelzellen eine erhchte Stressfaserzahl in Folge der Bestrahlung beobachten
konnten [497, 498]. Da fiir LN229 Zellen keine Verédnderung der Aktinstrukturdichte
festgestellt wurde [496], ist es moglich, dass die reduzierte Kontaktfliche auch hier mit
dem erhohten Elastizitdtsmodul einhergeht, da so die Kraft die notwendig ist um die
Zelle zu deformieren steigt und es so zu einer geringeren Kontaktfliche kommt.

Da die Strahlentherapie zu den Standardmethoden zur Behandlung von Glioblastomen
gehort, entsprechen die erzielten Ergebnisse beziiglich der Invasivitdt der Erwartungs-
haltung einer Reduktion des Tumorwachstums. Dies entspricht auch den Ergebnissen
anderer Studien, welche eine Reduktion der Tumorivasivitdt und Proliferation nach der
Bestrahlung feststellen konnten [496, 499-501].

4.5 Verdnderung elastischer und adhisiver Eigenschaften
durch IDH1 Mutation

Die IDH1 Mutation IDH1-R132H ist eine Punktmutation im IDH1-Gen, bei der am Co-
don 132 eine Substitution von Histidin durch Arginin erfolgte. Diese Mutation ist im
allgemeinen assoziiert mit einer besseren klinischen Prognose [398-400]. Dieses Ergebnis
wird einerseits durch eine geringere Resistenz gegeniiber géngigen Therapieformen [413],
sowie andererseits durch eine verringerte Aggressivitit verursacht [413-415|. Friihere
Studien konnten, beim Vergleich von Astrozytomen und Oligodendendrogliomen mit und
ohne IDH1-R132H Mutation, differentiell exprimierte zytoskelettassoziierte Proteine er-
mitteln. Zu finden war eine erh6hte Expression fiir den Intermediérfilamentcrosslinker
Plektin, welcher auch Aktin und Mikrotubuli binden kann, dem Aktincrosslinker Fa-
scin, dem sauren Gliafaserprotein (Intermediérfilament), der Tropomyosin -3 Kette
(reguliert Kontraktilitdt) und der Tubulin a-1C Kette (Bestandteil von Mikrotubuli)
[502]. Herunterreguliert wurden dahingegen der Aktincrosslinker a- Aktinin 4, die Ak-
tinkortexkomponenten Ezrin, Radixin und Moesin, sowie die Intermediérfilamente Vi-
mentin, Desmin und Peripherin [502, 503]. Die moglicherweise daraus resultierenden
veranderten Elastizitdtsmoduli, die jedoch fiir das Youngmodul innerhalb dieser Arbeit
nicht nachweisbar waren, konnte durch eine entgegengesetzte Wirkung einiger dieser Pro-
teine aufgehoben wurden sein. Eine erhéhte Myosinexpression wiirde zu einer erhthten
Kontraktilitdt und somit zu einem erh6hten Youngmodul des Kortexes fithren, wiahrend
die reduzierte Expression von Moesin einen gegenteiligen Effekt hat [504]. Ebenso muss
betrachtet werden, dass die erwédhnten Studien Astrozytome des Grades III und Oligo-
dendrogliome untersucht haben, also eine andere Tumorentitét als Ausgangslage nutzten,
so dass die genannten Proteine nicht zwingend auch in Glioblastomen in vergleichbarer
Art und Weise differentiell reguliert sein miissen.
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4.6 Die verallgemeinerte Elastizitéit als Marker fiir die In-
vasivitat

Es ist bekannt, dass einzelne Tumorzellen ein geringeres Elastizitdtsmodul, als die Zel-
len ihres gesunden Ursprungsgewebes, besitzen [319, 321, 324-329, 331, 332]. Die Frage
ob sich ein verdndertes Elastizitdtsmodul auf das Invasionsvermogen von Tumorzellen
auswirkt, wurde bisher jedoch nur wenig untersucht. In dieser Arbeit konnte eine ne-
gative Korrelation zwischen einer verallgemeinerten Elastizitdt und der Invasivitat von
Glioblastomzellen hergestellt werden. Ein dhnliches Verhalten wurde bereits fiir Ovarkar-
zinome [505, 506] und fiir Melanome beobachtet [507]. Der gemessene Effekt scheint fiir
Glioblastome von allgemeiner Natur zu sein, da er fiir verschiedene Zelllinien, sowie tran-
siente (Cannabinoide, Bestrahlung) und nicht-transiente (IDH1 Mutation, MACC1) Be-
einflussungen erhalten blieb. Eine Verdnderung der Aktinorganisation, sowohl nach der
Bestrahlung, als auch nach der Cannabinoidgabe konnte fiir die hier genutzten Zelllinien
und Cannabinoide bereits innerhalb der Arbeitsgruppe nachgewiesen werden [447, 496].
Im Einklang mit fritheren Beobachtungen sind die reduzierten Elastizitdtsmoduli von
Tumorzellen mit Verdnderungen innerhalb der Aktinstruktur assoziiert [319, 327, 331].
Besonders hervorzuheben ist, dass die klinische Bedeutsamkeit der betrachteten IDH1
Mutation (bessere Prognose) und des MACC1 Expressionslevels (schlechtere Prognose
bei Kolonkarzinomen) bereits nachgewiesen wurde [398-403]. Somit liefern die Messun-
gen an IDH1 mutierten und MACC]1 {iberexprimierenden Zellen auch Hinweise auf die
Vorhersagekraft des Parameters ,,verallgemeinerte Elastizitéat“ fiir die Aggressivitét eines
Tumors in der komplexen in vivo Situation. Diese negative Korrelation zwischen Invasi-
vitdt und ,,verallgemeinerte Elastizitdt® ist insofern bemerkenswert, als dass die gemes-
senen KEinzelzellparameter ausschlielich passive Eigenschaften einzelner Zellen darstel-
len und somit jegliche Zell-Zell-Interaktionen vernachléssigen. Da die Vermessung der
mechanischen Eigenschaften einzelner Zellen schnell erfolgt, kann dieses Ergebnis poten-
tiellen Nutzen bei der Exploration der Wirksamkeit anti-tumoraler Wirkstoffe haben,
da sie direkt eine Abschéitzung ihrer Wirksamkeit liefert.

4.7 Das Young Modul alleine ist kein Marker fiir die In-
vasivitat

Mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnte ein Zusammen-
hang zwischen der hier definierten ,verallgemeinerten Elastizitdt“ und der Invasivitit
von Glioblastomzellen ermittelt werden. Dabei ist zu beachten, dass das Hertzmodell, als
einfachste Variante zur Bestimmung des Youngmoduls, alleine keine solche Korrelation
liefert, sondern erst dessen Kombination mit der physischen Deformation (Indentation).
Dies deutet darauf hin, dass entweder das Hertzmodell oder die Annahme eines isotropen
Young Moduls unzureichend ist. Das Hertzmodel setzt - fiir eine addquate Anwendbar-
keit - einen spannungsfreien, also adhésionsfreien Kontakt, geringe Deformationen und
eine in Relation zur Zellgréfle geringe Kontaktfliche voraus, sowie dass beide Objekte
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als Halbsphéren beschrieben werden konnen [444]. Die indirekte Voraussetzung der Iso-
tropie der Zelle kann betrachtet werden, indem Messmethoden, welche zum Beispiel die
Bestimmung des Longitudinal-, Schub- oder Kompressionsmoduls erlauben, zusétzlich
verwendet werden oder lokale Messungen an adhérenten Zellen durchgefiihrt werden.

Als Annahmen sind offensichtlich die der Halbsphéren erfiillt, da die Zellen nur eine
geringe Adhé#sionszeit hatten und somit nahezu sphirisch waren, wéhrend der flache
Cantilever sehr gut mittels Taylorentwicklung als unendlich grofie Kugel approximiert
werden kann. Da die genutzten Zellen einen Durchmesser von ca 15 — 25um hatten
und die Indentation etwa 1um betrug ist auch die Bedingung der geringen Deformation
und Kontaktfliche erfiillt. Als kritischer Aspekt kann die vernachlissigte Adhésivitit
betrachtet werden, welche trotz der geringen Kontaktzeit zwischen Cantilever und Zelle
klar messbar war und nachweislich durch die genutzten Behandlungen moduliert wer-
den konnte. Dieser Aspekt weist auf die Notwendigkeit der Verwendung geeigneterer,
komplexerer Modelle hin, wie zum Beispiel das JRK- oder DMT-Modell, welche eine Er-
weiterung des Hertzmodells um Adhésionsenergie darstellen [432, 433]. Hierbei bedarf es
jedoch einer Methodik, die, neben den ermittelten Parametern, ebenso die Kontaktfliche
zwischen Cantilever und Zelle ermitteln kann.

4.8 Experimentelle Limitationen

Die AFM Versuche wurden an Zellen, wiahrend einer sehr frithen Phase der Adhésion,
durchgefiihrt, die somit nahezu eine sphérische Geometrie besalen. Im weiteren Verlauf
verandert sich das Zytoskelett wihrend der fortschreitenden Adhé#sion der Zelle massiv,
was Auswirkungen auf die am AFM gemessenen Groflen haben kann [234, 319, 445, 446].
Wéihrend der Messzeit von ca 2h konnte jedoch keine systematische Verdnderung der
Messgrofien festgestellt werden, wodurch ein Messzeiteffekt und Effekte der fortschrei-
tenden Adhision auf die Messparameter unwahrscheinlich erscheint. Am Ende der Mess-
zeit waren die meisten Zellen noch nicht vollstdndig an das Substrat adhériert, so
das eine Deviation gegeniiber vollstindig adhérenten Zellen nicht auszuschlieBen ist.
Vollstandig adhérente Zellen kénnen jedoch, aufgrund ihrer rdumlichen und mechani-
schen Inhomogenitét nicht nach dem gleichen Messprinzip untersucht werden und erfor-
dern einen lokalen Ansatz, der eine hohere Komplexitit als der hier verwendete lokale
Ansatz besitzt, da die einzelnen Strukturen der Zelle (zum Beispiel Nucleus, Lamelli-
podium, etc) unterschiedliche mechanische Eigenschaften haben (siche Kapitel 1.1.1.7).
Als weiterer Aspekt muss die spezifische Geometrie oder Dicke der zu vermessenden
Zellregion betrachtet werden, was ebenfalls andere Analysemodelle, wie zum Beispiel
Diinnschichtapproximationen fiir Messungen am Lamellipodium [481], erfordert. Eben-
falls ist zu beachten, dass der verwendete Cantilever unbeschichtet ist und somit auf
Adhasionsebene nur Interaktionen zwischen Siliziumnitrit und den vermessenen Zellen
betrachtet werden konnten. Explizite, spezifische Adhésionsbindungen lassen sich somit
nicht einzeln oder gezielt betrachten. Fiir die Untersuchung spezifischer Interaktionen
wére eine Beschichtung des Cantilevers mit Molekiilen der extrazelluldren Matrix oder
Adhésionsmolekiilen notwendig.



Kapitel 5. Diskussion 7

Bei dem verwendeten Invasionsmodell handelt es sich um ein organotypisches Hippo-
campusmodell, welches intakte neuronale Bahnen besitzt. Nach der Préaparation bildet
sich oberhalb und unterhalb der Schnittkultur eine Glianarbe, die aus Astrozyten und
Mikroglia geformt wird und sich somit von der Struktur der restlichen Schnittkultur un-
terscheidet. Interessanterweise findet sich eine starke Gliareaktion in der Nachbarschaft
von Tumoren. Fiir eine erfolgreiche Infiltration miissen die Tumorzellen ebenfalls diese
zusétzliche Barriere passieren, was das verwendete Modell ndher an die in vivo Situation
bringt. Allerdings kénnen mit dem jetzigen Setup nur Endpunktmessungen durchgefiihrt
werden, weshalb iiber den Prozess der Tumorinvasion nur wenige Informationen gewon-
nen werden kénnen. Eine weitere Limitation stellt der verwendete Fluoreszenzfarbstoff
CFDA dar, der nur Invasionszeitpunkte bis zu 5 Tagen sinnvoll auflést, da danach die
Fluoreszenzintensitit des Farbstoffes zu stark nachlésst. Langerfristige Effekte auf das

Invasionsvermégen kénnen somit methodisch nicht aufgelost werden.

4.9 Ausblick

Die hier durchgefiihrten Experimente zeigen einen klaren Zusammenhang zwischen dem
Einzelzellparameter ,,verallgemeinerte Elastizitat“ und der ,, Gewebseigenschaft Invasi-
vitdt“. Weitere Experimente zur Validierung dieses Effektes mit einem gréfleren Spek-
trum an Zellentitéten, sowie Behandlungen und sonstigen transienten und nicht-tran-
sienten Alterationen, wie zum Beispiel bekannten Chemotherapeutika oder genetischen

Markern, sind notwendig, um ein vollstéandigeres, allgemeines Bild zu erlangen.

Fin weiterer Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen der Motilitédt und Migration ist
die Verwendung drei dimensionaler Modelle, da diese sich signifikant von Untersuchun-
gen in zwei Dimensionen unterscheiden kénnen. Im Falle der Motilitdtsuntersuchungen
wéren Experimente in einer drei dimensionalen Matrix eine entsprechende Erweiterung,
wéhrend im Falle der Elastizitdtsmessungen die Verwendung von Tumorsphéroiden eine
solche Ergénzung darstellen wiirde.

Ein dritter entscheidender Faktor fiir die weitere Entwicklung der in dieser Arbeit vor-
gestellten Hypothesen liegt in der Verwendung von priméren Tumorzellen, da diese eine
sehr viel hohere Heterogenitit aufweisen, als etablierte Zelllinien und somit die klinische
Realitédt besser abbilden.

Perspektivisch kénnen die hier gewonnen Erkenntnisse moglicherweise in der individua-
lisierten Medizin verwendet werden. Da - nach jetzigem Stand - die optimale Glioblas-
tomtherapie eine moglichst vollsténdige Resektion beinhaltet, kénnen die so gewonnen
Tumorzellen genutzt werden, um eine optimale Zusammensetzung der Chemotherapie
zu finden. Fiir die hier vorgenommenen Messungen wurde nur eine relativ geringe Zahl
an Zellen bendtigt. Es wird daher moglich ein breites Spektrum an Therapeutika zu
testen. Durch eine Ubertragung des Messprinzipes vom AFM hin zu automatisierten
Methoden mit einem hoéheren Zelldurchsatz, wie zum Beispiel einem automatischen,
optischen Stretcher, kann zusétzlich noch die Genauigkeit verbessert, sowie eine verein-
fachte Handhabung gewéhrleistet werden.



Anhang A

Messdaten

Messdaten Young Modul

Zelllinie | Behandlung | Mittelwert [Pa] | SEM [Pa] | n
U138 CTL 1692 117 60
U138 JWH133 1270 70 40
U138 ACEA 1817 108 40
U138+ CTL 2158 88 85
U138+ Cri 1711 94 88
LN229 CTL 1585 110 60
LN229 JWH133 1677 71 40
LN229 ACEA 1594 112 40
LN229 2 Gy 2084 141 35
usr CTL 1079 65 60
usr JWH133 1029 74 40
usr ACEA 1095 71 40
usr 2 Gy 906 72 35
LN229 CTL 1448 90 20
LN229 Leer 1153 122 20
LN229 WT 1400 138 20
LN229 Mut 1610 117 20
U251 CTL 672 110 20
U251 Leer 595 66 20
U251 WT 696 62 20
U251 Mut 719 84 20
U343 CTL 704 96 20
U343 Leer 693 46 20
U343 WT 639 30 20
U343 Mut 826 91 20
TABELLE A.1
Messdaten normierte Adhdsionsenergie

Zelllinie | Behandlung | Mittelwert [uJ/m?] | SEM [uJ/m?] | n

U138 CTL 8.4 0.8 60

U138 JWH133 6.0 0.1 40

U138 ACEA 5.9 0.5 40
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Messdaten Zellgeschwindigkeit

Messdaten Zellkontaktfliche

U138+ CTL 8.2 0.6 85
U138+ Cri 8.4 0.4 88
LN229 CTL 9.2 0.6 60
LN229 JWH133 5.5 0.5 40
LN229 ACEA 4.4 0.5 40
LN229 2 Gy 5.3 0.5 35
usr CTL 9.2 0.5 60
UsT7 JWH133 7.1 0.4 40
us7 ACEA 8.2 0.6 40
usT 2 Gy 4.7 0.3 35
LN229 CTL 6.5 0.9 20
LN229 Leer 6.2 0.8 20
LN229 WT 6.5 0.8 20
LN229 Mut 7.1 1.2 20
U251 CTL 3.5 0.5 20
U251 Leer 4.1 0.4 20
U251 WT 3.8 0.5 20
U251 Mut 3.7 0.5 20
U343 CTL 6.0 0.5 20
U343 Leer 4.8 0.6 20
U343 WT 5.6 0.5 20
U343 Mut 5.6 0.6 20
TABELLE A.2
Zelllinie | Behandlung | Mittelwert [um/s] | SEM [um/s] | n
U138 CTL 0.32 0.03 67
U138 JWH133 0.31 0.01 81
U138 ACEA 0.29 0.01 78
U138+ CTL 0.71 0.03 164
U138+ Cri 0.39 0.02 102
LN229 CTL 0.51 0.02 118
LN229 JWH133 0.47 0.02 177
LN229 ACEA 0.26 0.01 57
LN229 2 Gy 0.41 0.02 245
usr CTL 0.58 0.02 158
U8t JWH133 0.86 0.02 229
U8t ACEA 0.88 0.02 93
U8t 2 Gy 0.74 0.02 158
TABELLE A.3
Zelllinie | Behandlung | Mittelwert [Px] | SEM [Px] | n
U138 CTL 9809 788 67
U138 JWH133 11539 878 81
U138 ACEA 10015 909 78
U138+ CTL 7776 263 164
U138+ Cri 13657 1145 102
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Messdaten Invasivitit 3d

Messdaten Invasivitdt 4d

LN229 CTL 4354 301 118
LN229 JWH133 3092 253 177
LN229 ACEA 3866 584 57
LN229 2 Gy 2861 128 245
us7 CTL 6433 353 158
us7 JWH133 3406 190 229
Us7 ACEA 4017 343 93
us7 2 Gy 5348 322 158
TABELLE A .4

Zelllinie | Behandlung | Mittelwert | SEM | n

U138 CTL 1 0.14 39

U138 JWH133 2.05 0.39 22

U138 ACEA 0.56 0.12 20

U138+ CTL 1.11 0.19 13

U138+ Cri 0.96 0.01 7

LN229 CTL 1 0.1 37

LIN229 JWH133 0.87 0.1 19

LN229 ACEA 0.79 0.18 24

LN229 2 Gy 0.56 0.17 22

Us7 CTL 1 0.1 53

Us7 JWH133 0.92 0.24 25

UsTt ACEA 0.94 0.18 26

Us7 2 Gy 0.67 0.09 30

TABELLE A.5

Zelllinie | Behandlung | Mittelwert | SEM | n

U138 CTL 1 0.17 26

U138 JWH133 1.85 0.5 18

U138 ACEA 0.87 0.18 18

U138+ CTL 1.33 0.19 46

U138+ Cri 1.07 0.39 10

LN229 CTL 1 0.11 41

LIN229 JWH133 0.8 0.23 21

LN229 ACEA 0.85 0.14 22

LN229 2 Gy 0.48 0.13 20

Us7 CTL 1 0.11 51

Us7 JWH133 0.84 0.12 21

U8t ACEA 0.86 0.15 30

Us7 2 Gy 0.68 0.17 16

TABELLE A.6




Anhang B

Chemikalien

B.1 Chemikalien

Primdre Antikérper

Antikérper Spezies Firma Verdiinnung
anti-8-Aktin Maus Cell Signaling | 1:5000

CB1 Maus Cayman

Western Blot 0.5ug/ml
Immunzytochemie 1.65ug/m
anti-GAPDH Kaninchen | Cell Signaling | 1:1000

TABELLE B.1: Liste der genutzten priméren Antikorper

Sekunddire Antikorper

Methode Antikoérper Spezies | Firma Verdiinnung

Western Blot anti-Kaninchen-IgG | Ziege Vector 1:20000
anti-Maus-IgG Ziege Vector 1:10000

Immunzytochemie | anti-Kaninchen-IgG | Ziege Sigma Aldrich | 1:100

TABELLE B.2: Liste der genutzten sekundiren Antikorper

81



Chemikalien

82

Gréflenstandards
Methode Bezeichnung Firma
Western Blot - Primdrmarker Precision Plus Protein Bio-Rad

WesternC Standards

Western Blot - Sekundirmarker

Precision Protein StrepTactin | Bio-Rad
-HRP Conjugate

DNA-Gelelektrophorese

BenchTop 100bp DNA Ladder | Promega

TABELLE B.3: Liste der genutzten Griéflenstandards

Primer

Gen Primersequenz Produktlinge [bp]
vorwaérts
riickwiérts

corl GCATCCAAGGAAGGGATGTA 250
CCGTTGTGTGTCTCATCCAC

cnr2 GCTCCTCATCTGTTGGTTCC 125
TGACCATGGAGTTGATGAGGC

B-Aktin | ACTCCTACGTGGGCGACGAGG | 389
CAGGTCCAGACGCAGGATGGC

gapdh ACCACAGTCCATGCCATCAC 452

TCCACCACCCTGTTGCTGTA

TABELLE B.4: Liste der genutzten Primer
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