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Haftung fur Zellen

Mechanische Krafte sind fir die Zelladhasion entscheidend

Erich Sackmann

Wenn wei3e Blutzellen Viren oder Bakterien bekamp-
fen, wenn Metastasen entstehen sowie bei vielen an-
deren biologischen Prozessen spielt die Adhasion zwi-
schen Zellen eine zentrale Rolle. Das Zusammenspiel
unterschiedlicher Kréfte fiihrt dabei zu mikrosko-
pischen Domanen starker Adhasion. Dieser Prozess
erlaubt es, in Sekundenschnelle Haftstellen auf- und
wieder abzubauen, und zeigt, wie Zellen die Gesetze
der Physik nutzen.

nter Zelladhision versteht man die spezifische

Kontaktwechselwirkung zwischen zwei Zellen

oder zwischen Zellen und Gewebeoberflichen,
wie der Innenwand der Blutgefifle. Zellen kénnen
dauerhaft aneinander haften, wie bei der Ausbildung
von Organen wihrend der Entwicklung von Lebewe-
sen aus befruchteten Eizellen, oder nur kurzfristig, wie
bei der Aktivierung weifler Blutzellen (Lymphozyten)
durch korperfremde Zellen bei einer Infektion. Die
Selektivitat der Zell-Zell-Adhésion ldsst sich mit Zellen
aus Embryonen im Frithstadium der Entwicklung sehr
eindrucksvoll demonstrieren: Mischt man Zellen der
Auflenhaut und von inneren Organen homogen, so
reorganisieren sich diese nach wenigen Stunden wieder
derart, dass die Zellen der Auflenhaut eine neue Hiille
ausbilden, in deren Innenraum sich organartige Gebil-
de aus Organzellen formen.

Lange Zeit war unklar, ob die spezifische Erkennung
durch den genetischen Apparat gesteuert wird oder
durch die Architektur der Zelloberfldchen bestimmt
ist. Heute wissen wir, dass Proteine in der Zellmem-
bran dafiir verantwortlich sind, sog. Zell-Adhésions-
Molekiile (ZAM) oder kurz Rezeptoren [1]. Erstaunlich
ist, dass fiir die enorme Vielfalt der Adhéisionsprozesse,
welche die Morphogenese héherer Organismen be-
stimmen, nur vier Familien von Rezeptoren ausrei-
chen, von denen sich jeweils nur rund 10000 Exem-
plare auf der Zelloberfliche befinden (vgl. Infokasten
»Rezeptoren“). Da alle Rezeptoren die Zellhiille durch-
dringen und an das intrazellulire makromolekulare
Gertist, das Zytoskelett, ankoppeln kénnen, eréffnen
sich vielfiltige Moglichkeiten, um die Adhésionsstérke
schnell an die Umgebungsbedingungen anzupassen.

Die Bindung zwischen zwei Rezeptoren oder einem
Rezeptor und einem Makromolekiil des Gewebes wird
durch zwischenmolekulare Krifte kurzer Reichweite
wie Wasserstoftbriicken oder Salzbriicken bestimmt.
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Lymphozyt

Wenn eine weille Blutzelle auf einer infi-
zierten Zelle haftet, entstehen Domaéanen
engen Kontakts (Pfeile), die durch ad-
hasionsfreie Zonen getrennt sind (links,
elektronenmikroskopische Aufnahme
nach [2]). Die starke Bindung in der
Adhésionszone kommt durch Schloss-

Ihre Stirke hangt daher entscheidend von der mole-
kularen Architektur der Bindungspartner im Kontakt-
bereich ab. Die Bindung ist umso starker, je besser die
Form eines Bindungspartners rdaumlich in die Bin-
dungstaschen des Rezeptors passt. Man spricht daher
von Schloss-Schliissel-Kriften. Die Bindungskrifte
zwischen einzelnen Bindungspartnern lassen sich
heute mittels Rasterkraftmikroskopie, optischen oder
magnetischen Pinzetten messen [4, 5]. Uberraschender-
weise zeigt sich dabei, dass die Bindungskraft zwischen
einem Liganden, z. B. einem Zuckermolekiil, und sei-
nem zugeordneten natiirlichen Rezeptor nur hochstens
um einen Faktor zwei von dem Wert abweicht, mit
dem andere Molekiile dhnlicher Struktur binden, die
keine Adhidsion bewirken. Offenbar miissen andere

®m Mechanische Modellsysteme erlauben es, die Bezie-
hung zwischen der Zelladhasion und der Physik der
Benetzung zu untersuchen.

® Mithilfe mikro-interferometrischer Methoden und
magnetischer Pinzetten ist es moglich, den Adhéasions-
prozess dynamisch zu verfolgen und die Bindungs-
starke lokal zu messen.

m Adhasionsdomédnen entstehen demnach aus dem Zu-
sammenspiel von attraktiven Schloss-Schlissel-Kraften
kurzer Reichweite (ca. 10 nm) mit strukturunabhéngigen
Grenzflachenkraften mittlerer Reichweite (ca. 100 nm).
Dabei spielen aber auch adhéasionsinduzierte elastische
Krafte eine zentrale Rolle.
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Schlussel-Krafte mit speziellen Rezep-
toren (rot) zustande, die sich mit einer
Mikrofluoreszenzaufnahme sichtbar
machen lassen (rechts, T-Lymphozyt mit
T-Zell-Rezeptoren auf einer festkorper-
gestutzten Membran, nach [3]).
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Abb. 1

1) Man nimmt an, dass
diese auf einer Reorgani-
sation des Zytoskeletts
durch adhasionsindu-
zierte Aktivierung intra-
zelluldrer Signalkaska-
den beruhen, tiber die
man aber kaum noch et-
was weifS.

2) Antigene sind kleine
Bruchstiicke von Protei-
nen (z. B. Fragmente der
Hiillenproteine von Bak-
terien und Viren) oder
andere Fremdstoffe, die
das Immunsystem akti-
vieren.

Durch laterale Phasentrennung
der T-Zell-Rezeptoren (griin) und Puffer-
molekile (blau) entstehen Doméanen
starker Kopplung mit den Antigen

Lymphozyt

T-Zell-Rezeptor

Yy

Antigen prdsentierende Zellen

prasentierenden Zellen (lila) auf der
Membran bzw. adhédsionsfreie Zonen
(vgl. Abbildung auf der vorherigen
Seite).

Faktoren hinzukommen, um die hohe Spezifizitit der
Zell-Zell-Wechselwirkung zu erreichen.”
Vergleichende Experimente mit Zellen und mecha-
nischen Zellmodellen legen nahe, dass der Adhésions-
prozess in zwei Phasen ablduft. Die erste besteht in
der Kontaktbildung zwischen zwei Zellen oder einer
Zelle und dem Gewebe. Dabei bilden sich in der Regel
mikroskopische Haftstellen aus, indem sich die in der
Membran beweglichen Rezeptoren und Liganden la-
teral trennen. In der zweiten Phase werden diese sog.
Adhisionsdomanen stabilisiert, indem die Rezeptoren
an das intrazelluldre Geriist aus Filamenten des Mus-
kelproteins Aktin koppeln. Dieser Schritt wird durch
biochemische Signale im Zellinneren eingeleitet und
kann bis zur Ausbildung von Spannungsfasern aus
Aktinbtindeln oder Mikromuskeln fiithren [1, 6]. Diese
Verkniipfung des mechanischen Primérprozesses der
Adhision mit biochemischen und genetischen Signal-
systemen der Zelle bildet die Basis fiir die Adaption
der Adhision an die Umgebungsbedingungen. Bei der
adhisionsinduzierten Signaliibertragung spielen die
Adhisionsdoménen eine wichtige
Rolle als biochemische Schalter.
Das Immunsystem besteht aus
ca. 10” weiflen Blutzellen (Lympho-
zyten) und insgesamt 10* Antikor-
pern. Diese werden von den Lym-
phozyten synthetisiert und konnen
als membranstidndige Rezeptoren
auf deren Oberflache lokalisiert
sein oder in l6slicher Form im Blut
schwimmen. Um die Vielzahl még-
licher Antigenez) zu erkennen, die
in unserem Korper im Laufe des
Lebens auftreten konnen, existieren
rund 10” Gruppen spezifischer An-
tikorper. Befillt ein Bakterium oder

Major Histocompatibility Complexes) gebunden. Nur
so kénnen sie ihre antigene Wirkung entfalten. Diese
»Antigen prasentierende Zellen“ werden nun von Lym-
phozyten erkannt, die an ihrer Oberfliche den fiir das
Antigen spezifischen Antikorper tragen. Dabei handelt
es sich um den T-Zell-Rezeptor (vgl. Infokasten).

Ein allgemeines Phanomen eines solchen Adhi-
sionsprozesses ist die punktférmige Kontaktbildung
(Abb.1). Sie beruht auf der Bildung von ca. 1 um grofen
Flecken starker Adhésion aus Rezeptor-Liganden-Paa-
ren (R-L), die durch Zonen sehr schwacher Adhision
getrennt sind. Deren Abstand zur Membran wird
durch sehr grof3e, zuckerreiche Makromolekiile (Puffer-
molekiile) bestimmt, welche am Aufbau der polymeren
Schutzschicht an Zelloberflachen, der Glykokalix,
beteiligt sind. Dabei kann es sich um Rezeptoren der
Familie der Glykoproteine handeln (s. Infokasten) oder
um Polysaccharide des Gewebes, die iiber spezielle
Rezeptoren an die Zelloberflache binden.

Adhasion in Echtzeit an Zellmodellen

Die physikalischen Grundlagen der Zelladhésion lassen
sich an moglichst realistischen Modellsystemen unter-
suchen, deren physikalische Eigenschaften mit denje-
nigen natiirlicher Systeme verglichen werden. Solche
Modelle kénnen allerdings nur den Primérprozess der
Adhision imitieren. Als Testzellen dienen Riesenvesi-
kel aus Lipiddoppelschichten, die man mit ca. 1 mol%
der an Lipide gekoppelten Liganden dotiert (Abb.2).

Als Zielzellen oder Zielgewebe eignen sich besonders
festkorpergestiitzte Membranen, in die man die fiir die
Liganden spezifischen Rezeptoren einbaut. Zur Herstel-
lung bioanaloger Bedingungen werden die Membranen
vom Festkorper durch diinne Polymerfilme, z. B. aus
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ein Virus unseren Korper, so wird
es von weifSen Blutzellen (vor allem
sog. dendritische Zellen) eingefan-
gen und im Innern zerlegt. Kleine
Bruchstiicke von Peptiden werden
an die Oberflache der Zelle trans-
portiert und dort an spezielle Mem-
branrezeptoren (MHC-Komplexe,
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Abb.2 a) In diesem Modell der Zelladha-
sion (nach [7]) fungieren Riesenvesikel
mit eingebauten Liganden als Testzellen,
wahrend festkorpergestiitzte Membra-
nen mit Rezeptoren der Integrin-Familie
als Zielzellen dienen. Als spezifische
Liganden dienen beispielsweise Lipide
mit zyklischen Kopfgruppen aus Pepti-
den, welche die Aminosduresequenz
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Arginin-Glycin-Aspargin (RGD) enthalten.
Die RGD-Sequenz wird vom Integrin-Re-
zeptor selektiv erkannt. Das System eig-
net sich als Modell der Zelladhé&sion auf
Gewebe, da sich das zyklische Peptid wie
das Gewebeprotein Kollagen verhlt.

b) Aufnahme rekonstituierter Integrine in
Lipidmembranen mittels Elektronen-
Tomographie (nach [8]).



Zellulose, getrennt, um die laterale Beweglichkeit und
natiirliche Funktionsfihigkeit der Rezeptoren zu erhal-
ten. Diese Strategie hat den Vorteil, dass sich hochemp-
findliche Oberfldchentechniken nutzen lassen, um den
Adhisionsprozess und die Bildung von Adhisionsdo-
manen dynamisch zu beobachten.

Bei der Methode der Reflexions-Interferenz-Kon-
trast-Mikroskopie (RICM) entsteht das Bild durch In-
terferenz des von der Zelloberfldche und der Substrat-
oberflache reflektierten Lichts. Eine inverse Fourier-
Transformation ermoglicht es, das Oberflachenprofil
der adhérierenden Schalen in der Néhe der Oberfliche
mit ca. 0,3 um lateraler und 1 nm Hohenauflosung” zu
rekonstruieren.

Die Modellzelle lasst sich mithilfe der RICM vor und
wiahrend der Wirkung einer Hebekraft, die tiber ma-
gnetische Pinzetten erzeugt wird, beobachten (Abb. 3).
Jede dabei entstehende Kante der Kontaktlinie definiert
eine Adhésionsdomane. Die Kontur senkrecht zur Kon-
taktlinie wird an jeder Stelle von zwei geometrischen
Groflen bestimmt, dem Kontaktwinkel ®.und der
Kontaktkriimmung R., aus denen sich die Freien Adhi-
sionsenergien (Entbindungsarbeiten) bestimmen oder
Adhisionskrifte zwischen Rezeptoren und Liganden
unter natiirlichen Bedingungen messen lassen [10, 11].

Fiir eine rigorose Beschreibung der Zelladhision
miisste man die Theorie elastischer Schalen mit der
Thermodynamik von Mischungen kombinieren. Eine
solche umfassende thermoelastische Theorie existiert
nur ansatzweise fiir den einfachen, biologisch weniger
interessanten Fall der homogenen Adhésion einer Mem-
bran mit Rezeptoren, aber ohne Abstandshalter [12, 13].
Gliicklicherweise wird die Adhésion vorwiegend durch
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die Vorginge im Bereich der Adhisionszone bestimmt,
wihrend der freie Teil der Schalen, der oft 80 % der
gesamten Oberfldche umfasst, als Reservoir fiir Rezep-
toren und Abstandshalter dient. Dies ist ein Gliicksfall,
da man mittels RICM die Vorgénge bis zu 1 um Hohe

tiber der Oberflidche mit hoher Auflésung erfassen kann.

Adharierende Wassertropfen und Zellen

Die Zelladhidsion erinnert stark an die partielle Benet-
zung einer Oberfliche mit einem Wassertropfen. Diese
Analogie hilft uns im Folgenden bei der theoretischen
Beschreibung der Vorgéange in der Kontaktzone. Wir
beginnen mit den vertrauten Gesetzen der Kapillaritit,
wie man sie z. B. aus der Physik der Seifenfilme kennt,
um dann in einem zweiten Schritt die durch die Biege-
steifigkeit der Membran auftretenden neuen Effekte zu
behandeln.

Da sich die Molekiile eines adhérierenden Wasser-
tropfens in alle Richtungen frei gegeneinander ver-
schieben lassen, entsteht an der Kontaktlinie eine
scharfe Kante, und die davon ausgehende Tangente an
die freie Oberflache bildet einen Kontaktwinkel ®. mit
der Festkorperoberflidche (Abb. 4a). Diese Kontur wird
durch das Gleichgewicht der Grenzflachenspannungen,
definiert als Kraft pro Linge der Kontur, bestimmt.

O =013+ 023 COS@C . (1)

oy hat auch die Dimension Energie pro Fliche, denn

es ist ein Maf fiir die zu leistende Arbeit pro Einheits-
fliche, um die Oberfliche reversibel um das Flachen-
element dO zu vergroflern. Dabei muss Arbeit geleistet

3) Bei Anwendung auf
adhdrierende Zellen
kann der Einfluss der in-
trazelluldren Komparti-
mente die Interfero-
gramme manchmal ver-
zerren. Unter diesen
Umstanden kann mit
mehr Aufwand eine flu-
orezenzmikroskopische
Methode helfen. Dabei
entsteht das Bild durch
Interferenz des von fluo-
reszierenden Reporter-
molekiilen direkt ausge-
sandten Lichts mit der
an der Oberfliche reflek-
tierten Teilwelle. Da man
die Zellmembran gezielt
mit Chromophoren do-
tieren kann, storen intra-
zelluldre Oberflachen
nicht [9].

Abb.3 a) Um Adh&sionsdoménen sicht-
bar zu machen und Adhésionskrafte zu
messen, zieht man die Modellzelle mit
magnetischen Pinzetten nach oben.

b) Die kreisférmige Kontaktlinie im Inter-
ferogramm einer Modellzelle (links)
weist nach Anheben mit einer Kraft von

ca.2 pN Kanten auf (rechts, Pfeile), die bestimmt.
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Adhésionsdoménen anzeigen.

c) Die Kontur der Zelle in der Ndhe der
Oberflache lasst sich durch inverse Fou-
rier-Transformation rekonstruieren.

d) Das Oberflachenprofil senkrecht zur
Kontaktlinie ist durch den Kontaktwinkel
O, und die Kontaktkrimmung R.

Abb. 4

a) Bei einem partiell benetzenden Wassertropfen ist der
Ubergang von der adhirierenden zur freien Oberfliche atomar
scharf, und die Kontur der freien Oberflache bildet einen Kon-
taktwinkel ©. mit der Oberflache (Querschnitt durch Tropfen
senkrecht zur Kontaktlinie). o; sind die Grenzflachenspan-
nungen (Krafte pro Lange) zwischen den Materialien jund j.

b) Der Ubergang von der freien zur adhdrierenden Membran
ist an der Kontaktlinie kontinuierlich und durch die Kontakt-

krimmung R. sowie den Kontaktwinkel ©. bestimmt.
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4) Der Biegemodul diin-
ner Platten hat die Ein-
heit Energie. Aufgrund
ihrer hohen Flexibilitét
gibt man den Wert fiir
Membranen in Einheiten
von kgT an. Plasma-
membranen (Dicke h =
3nm) haben einen Wert
x von ca. 50 ks T, Zell-
membranen mit Aktin-
Cortex von ca. 1000 kg T
[10] und 3 nm dicke
Goldfilme von ca. 10°
ksT.

werden, da die Molekiile im Innern der Fliissigkeit
kraftefrei sind, wihrend sie an der Oberfldche einer
nach innen gerichteten Kraft unterliegen. Die Energie
pro Fliche, die bei der Bildung der Kontaktfliche A.
gewonnen wird, ist W = 01, — 03— 023, da die Kontakte
zwischen den Grenzflichen 2-3 bzw. 1-3 verloren ge-
hen, wihrend der zwischen 1-2 gewonnen wird. Setzt
man diesen Ausdruck fiir W, die Energiebilanz der Be-
netzung, in Gl. (1) ein, so folgt mit 023 = o das bekannte
Youngsche Gesetz fiir die Freie Energie W der Adhisi-
on oder die Entbindungsarbeit pro Flache:

W=0(1-cos 0,). (2)

Da W auch die Dimension N/m eines lateralen Drucks
hat, der die Tendenz des Tropfens zum Ausbreiten auf
der Oberflache (Spreiten genannt) bestimmt, nennt
man W auch den Spreitdruck.

Bei der adhirierenden Membran sind die in Wasser
unloslichen Lipidmolekiile auf der Ebene der fluiden
Membran fixiert, aber lateral frei beweglich (Abb. 4b).
Wegen der parallelen Orientierung der Kohlenwas-
serstoftketten ist jede Biegung der Membran mit
Aufwand an elastischer Energie verbunden. Da eine
scharfe Kante extrem viel Energie kosten wiirde, stellt
sich am Ubergang zwischen adhérierender und freier
Membran eine endliche Kontaktkriimmung R. ein. Es
ist wieder wichtig, die Energiebilanz und das Kraft-
gleichgewicht der Biegedeformation parallel zu be-
trachten. Da nach dem Hookeschen Gesetz Spannung
und Dehnung (hier die Kriimmung R;') zueinander
proportional sind, gilt fiir die elastische Energiedichte
der Kontaktkrimmung Age.«= k/2RZ mit dem Biege-
modul «.*

Im Kraftbild stellen wir uns vor, die Kontaktkriim-
mung R:' werde durch ein Paar entgegen gerichteter

REZEPTOREN

Abb.5 In der Umgebung der Rezeptor-Liganden-Paare treten
aufgrund der unterschiedlichen Gleichgewichtsabstande der

R-L-Bindung (ho) und der Abstandshalter (H) lokale Deformati-
onen mit einer Reichweite {; von ca. 50 nm auf.

Oberflachenspannungen gleicher Starke erzeugt,
welches die dufleren Monoschicht dehnt und die inne-
re staucht (Abb. 4b). Das Spannungspaar erzeugt ein Bie-
gemoment M = (0, — 0.)d, das nach dem Hookeschen
Gesetz (M = k/R.) eine lokale Kriimmung R:' = M/x
induziert.

Betrachten wir nun die Gleichgewichtsbedin-
gungen fiir die Membranen. Die Bedingungen (1) und
(2) gelten auch fiir die Oberfldchen der Vesikel oder
Zellen, wobei das Medium 3 (Abb. 4a) in diesem Fall
Wasser ist. Man kann nach GI. (2) den Parameter ¢ der
Young-Gleichung auch als laterale Spannung der ela-
stischen Schale verstehen, welche durch den Gewinn
an Adhésionsenergie erzeugt und dem Spannungspaar
tiberlagert wird. Da die Membranen fluide sind, ist o
isotrop und auf der gesamten Oberfliche gleich.

Eine weitere wichtige Beziehung fiir die Entbin-
dungsarbeit W ergibt sich, wenn man die Randbedin-
gung beachtet, dass die Membran links von der Kon-
taktlinie parallel zur Oberfldche liegt. Dazu muss die
Oberflache eine Reaktionskraft auf die Membran aus-
iben, die dem Drehmoment M des Spannungspaares

Die groBe Vielfalt der Adh&sions-
prozesse wird durch vier Familien von
Rezeptoren bewerkstelligt, die aus
verschiedenen Spezies leicht unter-
schiedlicher Struktur bestehen.

m Die Familie der Cadherine, die ca. 20
Spezies umfasst, vermittelt die Kopp-
lung zwischen Epithelzellen, welche
die Haut der Organe bilden, oder zwi-
schen Endothelzellen, welche die
Wand der Blutgefafe auskleiden. Es
handelt sich um selbsterkennende (ho-
mophile) Rezeptoren, deren aus der
Oberflache ragenden Kopfgruppen wie
ein Reillverschluss ineinander greifen.
B Die,Superfamilie” der Immunoglo-
buline mit ca. 100 Spezies spielt eine
wichtige Rolle fiir Kontakte zwischen
Zellen des Immunsystems. Diese als
Einzelmolekul oder als Dimere (Abb.)
auftretenden Rezeptoren sind meist
heterophil, d. h. sie binden spezifisch
an andere Rezeptoren wie Integrine
oder andere Rezeptoren der Super-
familie. Ihr Name rihrt daher, dass die

Kopfgruppen aus zwei bis sieben Pro-
teindoménen bestehen, die man auch
in Antikorpern der Immunoglobulin-
Familie findet.

m Die Familie der Selektine sorgt fir
die schwache Haftung wei3er Blutzel-
len auf der Innenwand der BlutgefaRe.
Die Zellen rollen daher, getrieben
durch den Blutstrom, langsam an der
Innenwand der Blutgefale entlang. Sie
haben so Zeit, Infektionsherde im Ge-
webe zu entdecken. Selektine erken-
nen spezifisch kurze Sequenzen von
Zuckermolekilen (Oligosaccharide),
die insbesondere an extrazellularen
Peptidketten membransténdiger Prote-
ine (Glykoproteine) gekoppelt sind. Die
Glykoproteine kdnnen als Rezeptoren
oder als Puffermolekiile fungieren.

m Eine Sonderrolle spielt die Familie
der Integrine, die vor allem fur die Haf-
tung der Zellen auf Gewebe (wie z. B.
Kollagen) sorgen. Diese Heterodimere
aus a- und B-Proteinketten treten in
zahlreichen Kombinationen a; f3; auf.

Bindungstasche

Struktur des T-Zell-Rezeptors, ein Dimer
mit zwei extrazelluldren Domdnen der
Immunoglobulin-Familie. Das Dimer
wird durch eine Schwefelbriicke

(-S-S-) zusammengehalten.
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das Gleichgewicht hilt, da sonst die Membran von der
Oberfliche abrollen wiirde. Eine etwas komplizierte
Energiebetrachtung’ liefert

W =«/2R2, (3)

d. h. W stimmt mit der oben eingefiihrten elastischen
Energiedichte der Kontaktkriimmung iiberein. Mit den
Randbedingungen (2) und (3) haben wir ein wichtiges
Werkzeug zur quantitativen Charakterisierung der
Adhision zur Hand. Da man die geometrischen Para-
meter ©. und R. mittels RICM bestimmen kann (vgl.
Abb.5) und x oft aus separaten Messungen kennt, lassen
sich die wichtigen mechanischen Parameter 0 und W
bestimmen. Man kann die Biegesteifigkeit x aber auch
im selben Experiment messen, indem man Stérungen
der Kontur durch kleine hydrodynamische Scherkrifte
[10] oder Liftkrafte analysiert [11].9

Die Zelladhasion als Phasenumwandlung

Die bisherige Betrachtung der Analogie zwischen
adhdrierenden Wassertropfen und Membranen hat
gezeigt, wie man wichtige physikalische Parameter
messen kann. Wir haben aber immer noch nicht ge-
lernt, weshalb bei Membranen Adhéisionsdoménen
entstehen und bei Fliissigkeiten nicht. Dazu miissen wir
uns iiberlegen, welche neue Physik dadurch ins Spiel
kommt, dass die Membranen noch durch die aus der
Oberfliche ragenden Kopfgruppen der Rezeptoren und
Abstandshalter um einige 10 nm voneinander getrennt
sind. Der entscheidende Punkt ist dabei, dass der durch
die Rezeptor-Liganden-Bindung bestimmte Abstand
zwischen den Membranen (mit s = 10 nm) wesentlich
kleiner ist als der durch die Abstandshalter bestimmte
Wert (typisch H = 50 nm) (vgl. Abb.1und Abb.5). Um
eine R-L-Bindung zu bilden, miissen die Membran
lokal verbogen und die Abstandshalter etwas gestaucht
werden. Diese Deformationen lassen sich mithilfe der
folgenden Energiebilanz quantifizieren (vgl. Abb.5):

AGaan= " k $PAR(x, y)* dO + w cru A.
A

+ % PV (h-ho)* dO . (4)
Ac
Der erste Term berticksichtigt die Deformations-
energie der Membran durch die Verbiegung in der
Umgebung der R-L-Paare. Er ist dquivalent zu dem
oben erwahnten Hookeschen Gesetz, denn der La-
place-Operator ergibt die mittlere Kriimmung der
Membran: Ah = 9*h/0x* + 9°h/dy* = Ri' + R;". Der
zweite Term steht fiir den Gewinn an Bindungsenergie
durch die spezifischen Krifte, wobei jedes R-L-Paar
einen festen Beitrag w von ca. 10 kgT beisteuert. cpy
bezeichnet die Konzentration der R-L-Paare und A.
die Kontaktflache. Das rechte Integral beriicksichtigt
die unspezifische Wechselwirkung zwischen den
Membranen. Dabei nimmt man an, dass diese durch
ein harmonisches Potential V angendhert werden kann
[15], dessen Kriimmung oder Kraftkonstante durch
V" = dV/dx* gegeben ist.

© 2006 Wiley-VCH Verlags GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Um nun den Zustand minimaler Energie zu berech-
nen, miisste man die Euler-Lagrange-Gleichung des
Energiefunktionals losen [16]. Fiir unsere semiquan-
titative Betrachtung der Physik der Adhésion geniigt
der Hinweis, dass durch Gl. (4) die sehr wichtige cha-
rakteristische Lange (, = N/ V" eingefiithrt wird, wie
eine einfach Dimensionsbetrachtung der Integranden
zeigt. (, ist ein Maf fiir die laterale Ausdehnung einer
lokalen Deformation, z. B. des Bereichs, tiber den sich
der Ubergang mit der Kontaktkriimmung erstreckt
oder die Reichweite der lokalen Deformation in Abb. 5.
Er wird uns nun helfen, den Beitrag der lokalen De-
formation der Membran zu AGe, abzuschitzen. Dazu
miissen wir uns das Potential V(h) genauer ansehen, zu
dem mehrere zwischenmolekulare Krifte beitragen [11].
Die Experimente zeigen aber, dass nur zwei Beitréige
wichtig sind: die sterische Abstoflung durch die Ab-
standshalter und der entropische Undulationsdruck.

Da die Kopfgruppen der Abstandshalter der Zellen
sehr flexibel sind oder aus Makromolekiilen beste-
hen wie in den Modellsystemen, verhalten sie sich in
der Adhésionszone wie Polymere, die zwischen zwei
Platten im Abstand / eingeklemmt sind. Die Platten
werden abgestof3en, falls i kleiner ist als der Gyrations-
radius R, der Kopfgruppen. Die Abstoflung lasst sich
durch das Dolan-Edwards-Potential beschreiben [11].

Voe(h) = ks T ca(Rg/h)* exp{-3/2 (h/Ry)*},

wobei ¢, die Flichendichte der Abstandshalter ist.

Den zweiten wichtigen Beitrag zu V(h) liefert die
thermische Anregung von Biegefluktuationen der
Lipidmembranen und der Hiillen vieler Zellen wie
Erythrozyten und Makrophagen [17]. Diese werden
statistisch angeregt, und lokale Auslenkungen der
Membranen u(r) mit mittleren Amplituden von ca. 100
nm erstrecken sich lateral tiber die Persistenzlinge (p

nj nj

Verteilung P(h)

5) s. dazu [12] und [14],
§13, Aufgabe §13.6 und
(3]

6) Beim Auftreten
scharfer Ausstiilpungen
der Kontaktlinie unter
der Wirkung von Lift-
kriften (Abb. 3) wird die
Situation wesentlich
komplexer. Je nach Be-
weglichkeit der Rezep-
toren kann Entbindung
der R-L-Paare auftreten,
oder die Doménen kén-
nen wachsen. Dies eroff-
net aber auch die Mog-
lichkeit zur direkten
Messung der R-L-Bin-
dungskrifte unter bio-
analogen Bedingungen
[1c], was mit den Metho-
den der Kraftmessung an
Einzelmolekiilen [4, 5]
nicht méglich ist.

Potential V(h)

Abstand in nm

200 400

Abb.6 a) Die thermische Anregung von
Biegefluktuationen (Brownsche Bewe-
gung) fuhrt zu einer dynamischen Wech-
selwirkung von Membranen mit Ober-
flachen. Die Rauigkeit ldsst sich durch
die Orientierung der lokalen Normalen
charakterisieren. Diese sind Uber die

Persistenzlange (, korreliert. definieren (c) [7,18].
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b) Die lokalen Fluktuationen des Ab-
stands der Membrane an einem festen
Punkt weisen sprunghafte Ubergénge
zwischen einem oberflachennahen (ca.
30 nm) und -fernen (ca. 60 nm) Zustand
auf (rote Linie), die ein Wechselwir-
kungspotential mit Doppelminimum
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7) In Analogie zur
Erzeugung des idealen
Gasdrucks nimmt man
an, dass bei jedem Stof§
der Membran mit der
Wand die Energie ¥ ksT
iibertragen wird, die
sich im Volumen h {;
verteilt.

a Tred

Freie Energie

Y

-~

(o
Y

S N\ ﬁ» \ \\
& M;“ééé;f;f;f )

Abb.7 a) Die Freie Energie der Adhdsion weist als Funktion der
Rezeptorkonzentration x fiir effektive Temperaturen T,.q unter-
halb eines kritischen Wertes Treq. (schwarz) zwei Minima auf.

b) Dies flihrt zu einer Trennung der Rezeptoren (griin) in eine
ungebundene Phase niedriger Konzentration x~ bzw. eine
gebundene Phase hoher Konzentration x*.

und zerfallen mit Relaxationszeiten von < 0,1 s. Einem
eleganten Bild Helfrichs [15] folgend, kann man die
statistisch fluktuierenden Schalen als Anordnung von
Kissen der Dimension {p x {» ansehen, die unabhin-
gige Brownsche Bewegungen in der Normalenrichtung
ausfithren (Abb. 6a). Deren Stof3e mit der Oberflache
(im Abstand h) tiben eine Abstoflungskraft pro Fliche
der Groenordnung paisj ~ ks T/h (7 aus.” Bei einem
Abstand h <10 nm ist dieser Druck etwa so grof3 wie
die van-der-Waals-Kraft und bestimmt den Abstand
zwischen Membranen.

Die Brownsche Bewegung der Membran spielt eine
sehr wichtige Rolle fiir die Bildung von Adhisionsdo-
ménen, wenn die R-L-Bindung durch die Abstands-
halter abgeschirmt wird. Durch die Stof3e gegen die
Wand werden die Puffermolekiile kurzzeitig aus der
Kontaktzone verdrangt. In Gegenwart von Rezeptoren
treiben die Stofle die Bildung von Keimen aus Rezeptor-
Liganden-Paaren im Kontaktbereich, die dann zu Do-
manen ausreifen konnen, wie wir unten sehen werden.

Betrachten wir nun die Folgen des oben beschrie-
benen Wechselspiels von langreichweitiger Abstoflung
und kurzreichweitiger Attraktion (Abb.5). Zunéichst
schweben die Zellen iiber der Oberfliche mit einem

Abb.8 a) Die Adhasionsdomadnen lassen a b
sich stabilisieren, indem die intrazellu- R Yy

laren Segmente der aggregierten Rezep- mAktin—

toren an Blindel der Filamente des Mus- R biindel

kelproteins Aktin koppeln, die als Span-
nungsfasern dienen. Ein universeller
Kopplungsfaktor ist Talin, das Aktin an
intrazelluldare Domanen der Rezeptoren
koppelt.

b) Der Rezeptor-Cluster von adharie-
renden Zellen wird durch Fluoreszenz-
markierung des Talins sichtbar.
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Abstand in der Kontaktzone von ca. 100 nm (z. B. be-
stimmt durch die Balance von Gravitation und Undu-
lationsdruck [11¢, 15]). Durch die thermischen Fluktuati-
onen der Membranen bilden sich statistisch R-L-Paare
aus. Zwei zufillig entstandene Paare im Abstand d = {p
ziehen sich gegenseitig an und aggregieren, da dadurch
die elastische Deformationsenergie reduziert wird.

Der durch die Zusammenlagerung zweier R-L-Paare
erzielte Energiegewinn ist offenbar

Uela = CV"(H - h0)2 CPZ > (5)

wobei ¢ ein geometrischer Faktor ist, fiir den die ge-
naue Theorie den Wert ¢ = 8 liefert [16]. Wenn wir nun
das gesamte Ensemble von R-L-Paaren betrachten, so
ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei davon tref-
fen, gleich dem Quadrat der Rezeptor-Molenbriiche xx.
Der Gewinn an innerer Energie durch die Aggregation
wird dann AGa, = z Uda X8 mit der Koordinationszahl
des Gitters z.

Wenn nun der Gewinn an Energie durch Aggre-
gation der R-L-Paare grofier ist als der Verlust an Mi-
schungsentropie (AS = ksT In xr), werden sich spontan
Adhisionsdominen bilden. Diese entstehen also, wenn
man die Temperatur unter einen Schwellenwert T er-
niedrigt oder bei festem Wert von T die Konzentration
der Rezeptoren erhoht. Die Situation ist vollig analog
zur Phasentrennung in bindren Metall-Legierungen
(z. B. bei Bildung einer Mischungsliicke), die unterhalb
einer kritischen Temperatur auftritt, falls die Wech-
selwirkung zwischen gleichen Partnern grofier ist als
die zwischen ungleichen. In Analogie zur Theorie
der Entmischung konnen wir die Situation durch die
Temperaturabhingigkeit der Freien Energie der Adha-
sion darstellen, wobei wir die reduzierte Temperatur
Trea = ks T/z Uaaals freien Kontrollparameter einfith-
ren (Abb.7). Fir Treq < Treq,c hat die Freie Energie ein
Doppelminimum. Die Kontaktzone zerfallt spontan in
eine Phase mit hoher Dichte (Molenbruch x*) an R-L-
Paaren und eine mit niedriger Dichte x™. Diese entspre-
chen den Zustinden starker bzw. schwacher Adhidsion.
Da die Zustande durch Aktivierungsberge getrennt
sind, handelt es sich um eine Umwandlung erster Ord-
nung. Eine ausfithrliche Rechnung liefert Tieq,c~ 4/11
[11a]. Die mit dem Modellsystem der Abb.3 gewonnenen
Daten (V" ~ 10® J/m*, (H - h,) ~ 30 nm, {, ~ 50 nm)
zeigen, dass bei 37 °C gilt Treqa = 1/3, d. h. wir befinden
uns unter physiologischen Bedingungen unterhalb des
kritischen Punktes.

L/ oc:

| Rezeptor

&
|8
&Y
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Die zellbiologisch wichtigste Konsequenz des Be-
netzungsiibergangs ist jedoch, dass die Bildung von
Adhisionsdoménen schon bei sehr kleinen Rezep-
tordichten von xz > 10 einsetzen kann. Die Zellen
benétigen also nur wenige 10000 Spezies der kostbaren
Rezeptoren, um starke Adhédsionsdomanen auszubil-
den. Experimente zeigen, dass die Adhdsionsdoméanen
Krifte von einigen nano-Newton aushalten, wie sie bei
Zellbewegungen auftreten [11]. Die Doméanenstruktur
ist ein metastabiler Zustand. Grof8e Doménen wachsen
im Laufe der Zeit langsam auf Kosten der kleinen, in
Analogie zum Verhalten von Mischungen, wo man den
Prozess Ostwald-Reifung nennt. So wie Metallurgen
bestimmte Mikrostrukturen durch Einfrieren eines me-
tastabilen Zustands einstellen, konnen Zellen die Grofle
und Verteilung der Doménen durch Kopplung an das
Aktinnetzwerk kontrollieren (Abb. 8).

Die Abstandshalter verhindern den Kollaps

Man konnte nun rein intuitiv denken, dass die Adha-
sionsstirke W vorwiegend durch die Bindungsenergie
der R-L-Paare, also durch den Term w cgy A in Gl. (4)
bestimmt wird. Messungen der freien Energiedichte
W unter Ausnutzung der Randbedingungen von

Gl. (1-3) zeigen jedoch, dass diese mit typischerweise
107° J/m® um Gréfenordnungen kleiner ist als die
Energiedichte w, die ca. 107 J/m* betragt. Der Grund
ist, dass die Adhdsionszone im thermodynamischen
Gleichgewicht mit der freien Membran steht. Die

aus den Dominen verdringten Repeller wirken mit
einem lateralen osmotischen Druck 7z auf diese zu-
riick, sodass W= w - mp wird [11]. Dieses Ergebnis war
von G. Bell fir homogene Adhédsion theoretisch vor-
hergesagt worden [19].

Die Reduktion der Adhisionsstirke durch die
Abstandshalter ist fiir die mechanische Stabilitat wei-
cher adhiérierender Zellen (wie Erythrozyten) oder
Vesikel extrem wichtig, denn ohne diese wiirden
diese weichen Schalen kollabieren. Der zweite stabi-
lisierende Kontrollfaktor ist die Membranelastizitat.
Sie bestimmt die Adhésionsstérke {iber die Randbe-
dingungen. Wie oben erwihnt, nutzen Zellen diesen
Weg zur Regulation der Adhidsionsstarke W in der
zweiten Phase des Adhésionsprozesses durch Kopp-
lung der intrazelluldren Segmente der Rezeptoren an
das Zytoskelett. Dies zeigen Experimente mit Zellen
der Amébe Dictyostelium Discoideum. Die Biegestei-
figkeit x der Hiille normaler Zellen betragt ca. 1000
ks T. Entkoppelt man die Plasmamembran von dem
Aktinnetzwerk durch Entfernung des Aktin-Mem-
bran-Vernetzers Talin (Abb. 8) iiber eine Mutation, so
wird die Biegesteifigkeit um einen Faktor 20 kleiner.
Die Folge ist die Reduktion der Adhésionsstirke um
fast eine Grofienordnung [10].
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Wie Zellen die Adhasion dynamisch steuern

Bei der Evolution hoherer Organismen musste die
Natur Wege zur schnellen Kontrolle des Adhdsions-
zustandes finden. Betrachten wir das Beispiel der
kriechenden Bewegung von Zellen auf Gewebeoberfla-
chen, durch zyklisches Ausstiilpen von Pseudofiifichen
(Pseudopodien) an der Vorderfront und Retraktion
der Hinterseite. Dazu miissen in Sekundenschnelle
Haftstellen am vorderen Ende der Zelle gebildet und
am hinteren abgebaut werden. Die Adhésionsstirke
muss andererseits grofy genug sein, um bei der Vor-
wirtsbewegung Krifte von einigen nano-Newton auf
die Unterlage zu tibertragen. Dies wére ohne die Stra-
tegie der Doménenbildung und die dadurch bedingte
Moglichkeit, mit wenigen der kostbaren Rezeptoren
auszukommen, gar nicht méglich. Der Zelle steht da-
mit aufSerdem eine ganze Reihe von Kontrollmechanis-
men zur Verfiigung (Abb. 9). Die Zahl der Rezeptoren
oder Abstandshalter an der Zelloberfliche kann in
Sekundenschnelle durch Internalisierung (Endozytose)
oder Export (Exozytose) variiert werden. Die Dichte
der Abstandshalter wird haufig auch durch spezifische
Enzyme, sog. Proteasen, reguliert, welche die Kopf-
gruppen abschneiden [20].

Auch von auflen kann die Adhidsion sehr wirkungs-
voll reguliert werden. Ein Beispiel ist die Kappung der
R-L-Bindungen durch Antagonisten der Liganden,
welche die Rezeptoren blockieren [13]. Ein anderer
Trick besteht in der Manipulation der Gewebeoberfla-
che. Diesen Trick wenden z. B. Krebszellen bei der Me-
tastasenbildung an. Um vom Blutstrom in das Gewebe
zu kommen, miissen sie Liicken in der geschlossenen
Schicht aus Zellen (Endothelzellen) schaffen, welche
die Innenwand der Adern auskleiden. Sie senden dazu

w%—ﬁf@j«i
Y L

Exozytose

Biosynthese Internali-

Iytoskelett sierung

O

Proteasen Agonist

T

Abb.9 Die Zelladhasion lasst sich durch
Variation der Dichte der Rezeptoren und
Puffermolekiile auf der Zelloberflache
kontrollieren. Méglich sind die Erhéhung
der Rezeptorkonzentration durch Exo-
zytose, die Reduktion der AbstoBung

durch Internalisierung der Puffermole-
kile, die Entbindung durch Agonisten
der Liganden (nach [13]) und die Entbin-
dung durch Abspaltung der Liganden
des Gewebes.
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Proteasen aus, welche die Bindungsstellen fiir die Zell-
rezeptoren der Endothelzellen auf der Oberfliche der
Adernwand abbauen (Abb. 9, links) und so Liicken in
der schiitzenden Zellschicht schaffen.

Ausblick

Das Studium der Zelladhision zeigt eindrucksvoll,
wie Zellen die Gesetze der Physik ,,nutzen®, um ihre
Materialeigenschaften an die Umgebungsbedingungen
anzupassen. Es zeigt aber umgekehrt auch, dass man
komplexe biologische Systeme auf der Basis der Physik
verstehen kann. Dabei spielt der Aufbau von mog-
lichst realistischen Modellen eine wichtige Rolle. Das
konzertierte Studium von Modellen und natiirlichen
Systemen kann uns aber vielleicht auch helfen, neue
Wege zur Herstellung smarter technischer Materialen
zu finden, die ihr Verhalten an die Umbebungsbedin-
gungen anpasser.

Um weiter in die Geheimnisse der Physik der Zell-
adhidsion einzudringen, fithrt kein Weg am parallelen
Studium von realistischeren Modellen, nattirlichen
und mutierten Zellen vorbei. Ein wichtiger Schritt
in diese Richtung ist der Aufbau mechanischer Zell-
modelle durch Rekonstitution von Aktin-Netzwer-
ken in Vesikel. Bisherige Versuche zeigen, dass dies
machbar ist [21]. Die zweite Aufgabe besteht in der
Weiterentwicklung der Elastizititstheorie biologischer
Schalen, die schnell zur nichtlinearen Schalentheorie
von Foppl und Kapitza fithrt [14]. Dies ist nicht nur
notwendig, um die sekundaren Prozesse zu verstehen,
sondern auch Voraussetzung zur genauen Messung
von Adhésionsenergien von Zellen und deren Modi-
fikation durch Mutationen oder Krankheiten.
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