PHYSIK DEPARTMENT

Mikrorheometrie passiver und aktiver Aktinnetzwerke

Dissertation
von

Jorg Uhde

TUTI

Technische Universitat
Miinchen






Technische Universitat Miinchen
Physik Department
Lehrstuhl fiir Biophysik, E22

Mikrorheometrie passiver und
aktiver Aktinnetzwerke

Jorg Uhde

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultét fiir Physik der
Technischen Universitdt Miinchen
zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. H. Friedrich

Priifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. M. Rief (schriftliche Beurteilung)
1. Univ.-Prof. Dr. E. Sackmann, em. (miindliche Priifung)
2. Univ.-Prof. Dr. J. O. Réadler,

Ludwig-Maximilians-Universitdat Miinchen

Die Dissertation wurde am 11. Mai 2004 bei der Technischen Universitat Miinchen ein-
gereicht und durch die Fakultédt fiir Physik am 03. Juni 2004 angenommen.






Fir Sabine






Fur Sabine






Fur Sabine






Inhaltsverzeichnis

Theoretischer Teil

1 Einleitung, Materialien und Methoden

1.1 Einleitung . . . . . . . oL
1.2 Materialien . . . . . . .. e
1.2.1 Aktin und Aktinnetzwerke . . . . . . . . ... ... ..
1.2.2  Myosin & Subfragmente . . . . . . ... oo
1.2.3  Gelsolin, Phalloidin, Farbstoffe und Kugeln . . . . ... ... ... ..
1.2.4  Proteinpreparationen . . . . . . . . ... .. L L oo
1.3 Methoden . . . . . . . . . . e
1.3.1 Magnetische Pinzetten . . . . . . . . ... ... o L.
1.3.2  Verbesserung der Apparatur. . . . . . .. .. ... ... .. .. ....
1.3.3 Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . .. ... ... .. oL
1.3.4 Elektronenmikroskopie . . . . . . . ... L o L oL
1.3.5  Digitalen Bildverarbeitung . . . . .. ... ... ... ... ... ..
2 Theorie
2.1 Polymere . . . . . . . e
2.1.1 Viskoelastizitdtstheorie . . . . . . . . ... o oL
2.1.2 Rheometrie . . . . . . . . ... e
2.2 Osmotische Kréfte . . . . . . . . . . . . e
2.2.1 Osmotischer Widerstand . . . . . . . . ... ... ... ... ......
2.2.2  Verschlaufte Polymernetzwerke . . . . . . . .. .. ... ... .....
2.3 Magnetkugel im Feldgradient . . . . .. .. .. ... . oL,

Experimenteller Teil

3 Neue Methode der Krafteichung

3.0.1 Durchfithrung . . . . . . . . ...
3.0.2  Ergebnisse und Diskussion . . . . . . ... ..o Lo
4 Aktiver Transport in versteifenden Aktinnetzwerken
4.1 Praparation . . . . . . . . ... e e e e
4.1.1 Aktinnetzwerk mit fluoreszenzmarkierten Filamenten . . . . . . . . . .
4.1.2 Kontrollproben . . . . . . . . ... e
4.1.3 Doppelfarbung von Aktin . . . . . ... ..o
4.2 Durchfihrung . . . . . . . .. L
4.2.1 7Low Force”-Aufbau . . . . . . ... o

4.2.2 Fluoreszenzmikroskop . . . . . . . . . . ... ... o

O =~ =

14
16
22
22
26
27
27
29

31
31
36
41
41
42
45
45

47

49
49
49



4.3 FErgebnisse . . . . ... 56

4.3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse . . . . . . .. .. o oL 56
4.3.2  Thermische Fluktuationen . . . . . . .. .. ... ... ... ...... 58
4.3.3  Aktiver Transport . . . . . . . . . ... 61
4.3.4 Torsion des Netzwerkes / Einfrieren der Filamentdynamik . . . . . . . 67
4.3.5 Reversibilitit des Sol-Gel-Ubergangs . . . . .. ... ... ....... 67

4.4 Diskussion . . . . ... 68
4.4.1 Allgemeine Diskussion . . . . . . .. ... oL o o oL 68
4.4.2  Detaillierter Mechanismus . . . . . . .. .. .. .. 0oL, 70
4.4.3  Wahrscheinlichkeitsberechnung der Mehrfachvernetzung . . . . . . . . 72
4.4.4  Griinde fiir die breite Verteilungen der Parameter . . . . . . . . . . .. 73

5 Sondenkomplianzmessungen 74
5.1 Uberblick iiber die Methode . . . . . . . .. .. ... ... ... . ....... 74
5.1.1 Einleitung . . . . . . . .. 74
5.1.2  Préparationen . . . . . .. ... Lo 75
5.1.3 Durchfithrungen . . . . . . ... .. .. .. ... .. .. .. 76

5.2 Relaxationsspektren aus transienten Sondenkomplianzmessungen . . . . . . . 76
5.2.1 G(t)-Spektrum-Referenzmessungen . . . . . . ... ... ... ... .. 76
5.2.2 Relaxationsspektren von Aktin . . . .. ... ... .. ... ...... 79

5.3 Direktauswertung transienter Sondenkomplianzmessungen . . . . . . . . . .. 92
5.3.1 Einleitung . . . . . . . .. o 92
5.3.2  Durchfithrung & Auswertung . . . . . . . . . .. ... L. 92

5.4 Komplianzkurven bei unterschiedlichen Kréften . . . . . . .. ... ... ... 93
5.4.1  J(t) fur schwache Kraft . . . . ... ... .. ..o 93
5.4.2  J(t) fur mittlere Krafte . . . .. ... ... ... o L. 99
5.4.3 J(t) fiir starke Krifte / fiir starke Kraftgradienten . . . . . . ... .. 109

5.5 Kraftabhéngigkeit der viskoelastischen Materialparameter . . . . . . . . . .. 114
5.5.1 Zusammenfassung und Ergebnis . . . . .. ... ... 000 118

5.6 Einfluss der Maschenweite bzw. der Aktinkonzentration . . . .. .. ... .. 119
5.6.1 Zusammenfassung und Ergebnis . . . . ... ... 121

5.7 Inhomogenes Langzeitverhalten der Komplianzkurven . . . . ... .. .. .. 122
5.7.1 Zusammenfassung und Ergebnis . . . . .. ... o o000 124

6 Erzwungene Einzelfilamentauslenkungen 125
6.1 Préparation und Durchfithrung . . . . . . . ... ... o 0oL 125
6.2 FErgebnisse und Diskussion . . . . .. .. L Lo oo 127
6.3 Probleme der Methode . . . . . . . . . . o 129
6.4 Zusammenfassung und Ergebnis. . . . . . ... ... L L L. 131
7 Transiente Sondenkomplianzmessungen aktiver Aktinnetzwerken 132
7.1 Praparation und Durchfithrung . . . . . . . ... ... ... L. 133
7.2 Ergebnisse und Diskussion . . . . . . ... oo o 134
7.3 Zusammenfassung und Ergebnis. . . . . .. ... o 0oL 136
8. Anhang 1

A Die Methode der neue Krafteichung II



B Methode der nicht negativen kleinsten Quadrate
B.0.1 Die Igor XOP MatrixNNLS“ . . . . . . .. ... ... .. ... ....
B.0.2 Kommentiertes Listing MatricNNLS.c . . . . . .. .. ... ... ...

C Die ATPase-Rate von HMM

Verzeichnisse
Abkiirzungsverzeichnis

Symbolverzeichnis . . . . . ..o

VI
VI
VII

XI






Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die viskoelastischen Eigenschaften passiver und aktiver
(mit Motorproteinen vernetzter) Aktinnetzwerke mittels verschiedener mikro(mechanischer)
Methoden. Aktin wird dabei in vitro aus einer priparierten Proteinlésung polymerisiert und
teilweise mit dem Myosin IT Fragment HMM versetzt.

Die zentrale Untersuchungsmethode der Arbeit ist die sog. Magnetische Pinzette. Bei
dieser Methode werden mikroskopisch kleine Magnetkugeln in das zu untersuchende Medium
eingebettet und mittels eines Magneten ausgelenkt. Der zeitliche Verlauf der Auslenkungen
(ox Komplianz J(t)) wird mit Hilfe der optischen Mikroskopie in Verbindung mit dynamischer
Bildverarbeitung aufgenommen.

Da die Krafteichung eines solchen Aufbaus eine kritische Fehlerquelle darstellt, wurde sie
im Rahmen dieser Arbeit insofern deutlich verbessert, als dass eine neuartige, auf theore-
tischen Uberlegungen basierende und physikalisch sinnvolle Normierungsfunktion entwickelt
wurde.

Als weitere technische Verbesserung wurde fiir sehr kurze Messzeiten eine Methode zur
Bestimmung des genauen zeitlichen Nullpunktes der Kriechkomplianzkurven entwickelt, wo-
durch der Einfluss der endlichen Aufnahmefrequenz befriedigend korrigiert werden kann.

Im ersten Teil der Arbeit wurden transiente Kriechkomplianzkurven aufgenommen. Aus
diesen Kurven wurden mit Hilfe einer neuartigen Methode nach Liu [Liu, 2001a,b] verbes-
serte Relaxationsspektren G(t) von passiven Aktinnetzwerke berechnet, die im Gegensatz
zur herkémmlichen Methode nach Hopkins und Hamming [Hopkins und Hamming, 1957;
Tschoegel, 1989 fiir einen weitaus grofleren Zeitbereich verldssliche Daten liefern. Die durch
Fouriertransformation berechneten Frequenzabhingigkeiten des Speichermodules G'(w) und
des Verlustmoduls G”(w) stimmen hervorragend mit den Spektren iiberein, die mittels oszil-
lierender mikro- oder makrorheologischer Methoden gemessen werden.

Durch sorgfiltige Messungen der Kriechkomplianzen von sehr kurzen bis zu sehr langen
Zeiten wurden Skalengesetzte J(t) oc A;t% im Zeitbereich von 11072 bis 1-10% Sekunden
bestimmt.

Im Kurzzeitbereich wurde der bekannte Exponent o = 0.75 des subdiffusiven Verhaltens
bestétigt.

Fiir den mittleren Zeitbereich wurde erstmals ein Wurzelgesetz (J(t) o< t%%) gefunden,
welches fiir lange Zeiten in hydrodynamisches Flieflen (J () o< t) {ibergeht.

Das erstmalig beobachtete wurzelartige Verhalten J(t) oc 9515905 fiihrte zu einer neuen
Theorie der Mikrorheometrie [durch A. Boulbitch, Lehrstuhl E22]. Diese basiert auf der Idee,
dass die Kugelbewegung einen Nichtgleichgewichtszustand der Filamente in Bewegungsrich-
tung erzeugt, welcher zu einer mechanischen Relaxation durch diffusive Wiederherstellung
des thermodynamischen Gleichgewichts fiihrt.

Fiir die Langzeitviskositit wurden quantitative Vergleiche zwischen verschiedenen Expe-
rimenten vorgenommen, welche die extreme Empfindlichkeit dieser Grofie auf die Priparation
demonstrieren.



Genaue Messungen der Kraftabhéngigkeit bis zu sehr kleinen Kréften zeigen ein deutliches
nichtlineares Verhalten. Zusitzlich tritt bei kleine Kriften plotzlich eine (bis jetzt noch nicht
beschriebene) Sattigung der Kriechkomplianz auf mittleren Zeiten auf (groenordnungsméfig
einige 10 Sekunden). Aus diesem Verhalten wurde geschlossen, dass die Kraftsonden bei sehr
kleinen Kréften nicht in der Lage sind, ihren Netzwerkmaschen zu entkommen, wahrend sich
die Sonden oberhalb einer Schwellkraft durch die Maschen hindurch bewegen kénnen. Dies
ist dquivalent zum Ubergang von elastischem zu plastischem Verhalten normaler Festkorper.
Der Unterschied zu bisher beschriebenen Kurven ist allerdings erst auf Zeitskalen erkennbar,
welche bei fritheren Experimenten (z.B. [Schmidt, 1999]) noch nicht zugénglich waren. Fiir
dieses Phidnomen wird ein Erkldrungsansatz préasentiert.

Zusitzliche Evidenz fiir die Giiltigkeit des neuen osmotischen Mechanismus der Relaxa-
tion lieferten Messungen der Kraftabhingigkeit der Vorfaktoren A; der Kriechkomplianz:
Der Befund J(t) oc F~0-27#0.08 otimmt befriedigend mit einer theoretische Abschitzung
von J(t) o< F~%2 iiberein. Ahnlich gut war die Ubereinstimmung der theoretisch vorher-
gesagten und der gemessenen Abhéngigkeit von J(t) von der Aktinkonzentration. Weiterhin
wurde gezeigt, dass die charakteristischen Zeiten 7. (Entanglement-Zeit) und 74 (Diffusions-
Relaxations-Zeit) etwa invers wurzelformig von der angelegten Kraft abhéingen.

Die Abhéngigkeit der Langzeitviskositiat von der Aktinkonzentration (bzw. dem Verhilt-
niss aus Maschenweite zu Kugeldurchmesser £/d) wurde wie folgt bestimmt: Fiir den Kon-
zentrationsbereich von 3-35 uM gilt ein Potenzgesetz mit einer Potenz von 1.37 £ 0.27 (bzw.
von —2.74 4+ 0.34 fiir das Verhéltnis £/d).

Eine sorgfiltige Analyse der hydrodynamischen Bewegung der Kraftsoden erméglichte
erstmals Messungen der rdumlichen Fluktuationen der Maschenweite. Insbesondere zeigte es
sich, dass die Kohérenzléinge der Fluktuationen in der Gréflenordnung von 10 pm liegen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Methode der erzwungenen Reptation (,,Enforced
Reptation“) wesentlich verbessert, so dass eine Anzahl von groflenordnungsméfig etwa 5
auswertbaren Kurven pro Probe im Gegensatz zu bisher etwa 5 pro Messtag, erreicht wer-
den kann. Damit kann erstmals eine qualitative Abhéngigkeit der Langzeitviskositiat des
Kugel/Filament-Systems von der Filamentléinge untersucht werden. Als Ergebnis ergibt sich,
dass selbst die kleinsten auf dem Markt erhiltlichen magnetischen Sondenpartikel (mit tole-
rabler Groflenvarianz) das Antwortverhalten des Kugel/Sonde-Systems dominieren und zwar
mindestens bis zu Filamentldngen von 20 pm.

Im dritten Teil der Arbeit wurden umfangreiche Untersuchungen an aktiven Aktin/HMM-
Netzwerken bei hohen ATP-Gehalt und im Ubergang zum Gel-Zustand wihrend der ATP-
Verarmung durchgefiihrt. Bei hohen ATP-Konzentrationen konnte im Rahmen der Genauig-
keit kein messbarer Einfluss der Motoren auf die viskoelastischen Eigenschaften nachgewiesen
werden. Weder die Kurvenform noch die Absolutwerte oder die Fluktuationen zeigten statis-
tisch signifikante Abweichungen zu den mikromechanischen Messungen mit reinem Aktin.

Als neuartiges und unerwartetes Phéinomen konnte jedoch wihrend der ATP-Verarmung
(in der Niihe des Sol-Gel-Ubergangs) eine plotzlich einsetzende aktive Bewegung einzelner Fi-
lamente iiber grofle Entfernungen nachgewiesen werden. Einzelne Filamente werden mit Ge-
schwindigkeiten von bis zu 2.6 um/s iiber Strecken bis etwa 40 um transportiert. Anschliefend
erfolgt eine mesoskopische Torsion des Netzwerkes und ein “Einfrieren,, der Filamentdynamik.

Da einzelne HMM-Motoren nicht prozessiv sind, lasst sich aus dem Phénomen des ge-
richteten Transports auf ein kooperatives Zusammenwirken der Motoren schliefen. Dies wird
dadurch erklédrt, dass der Bruchteil der gebunden Motoren aufgrund der ATP-Verarmung
erhoht wird. Aufgrund der beobachteten Abhéingigkeiten des Phinomens von der Aktinkon-
zentration, der HMM-Konzentration und der Pufferzusammensetzung wurde ein neuartiges
Reiflverschlussmodell vorgeschlagen.
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Kapitel 1

Einleitung, Materialien und
Methoden

1.1 Einleitung

Polymernetzwerke sind ein integraler Bestandteil aller biologischer Systeme mit einem grofie-
ren Entwicklungsgrad als dem von Viren. Aktin kommt hierbei, als dem strukturgebenden
(Zellskelett) oder Bewegung ermoglichenden (Muskel, Zellbewegung) Biopolymer eine beson-
dere Bedeutung zu ([Alberts et al., 1994; Voet und Voet, 1995]).

Das Aktinnetzwerk sorgt als Bestandteil des Zellskeletts fiir die nétige mechanische Sta-
bilitdt der Zelle, indem es ein grobmaschiges, die ganze Zelle durchziehendes, verkniipftes
Netzwerk ausbildet. Ohne dieses Netzwerk wiirde die Zelle, nur zusammengehalten von der
weichen Zellmembran, immer eine (mehr oder weniger) kugelférmige Gestalt annehmen, die
jedoch nur in Ausnahmefillen den Aufgaben einer Zelle gerecht wiirde. Injizierte man z.B. die
Droge Lantrunculin-A in eine Zelle, blockiert dieser Stoff die Aktin-Bindungsstelle der freien
Monomere. Daraufhin depolymerisiert das Aktin-Zellskelett, was zu einem Zusammenziehen
und Erweichen der Zellen fiihrt ([Yarmola et al., 2000; Feneberg, 2003]).

Andererseits ist es fiir eine Zelle extrem wichtig, ihre Form gezielt verdndern zu kénnen
(zum Beispiel im Verlauf der Zellteilung oder bei der Zellbewegung). Auch hierbei spielt
das Aktin eine wichtige Rolle: So polymerisiert das Aktinnetzwerk bei der Zellbewegung in
Vorwiértsrichtung (im sog. Leitsaum, Abb. 1.1(a)) stérker und schiebt so die Zellmembran
vorwérts. Am nachziehenden Ende depolymerisiert das Netzwerk hauptséchlich und die Zell-
membran zieht sich zuriick. Da die Zelle an verschiedenen Punkten der Unterlage anhaftet,
bewegt sie sich so insgesamt gerichtet vorwirts. Die Richtung, in die sich eine Zelle dabei
bewegt, kann z.B. durch einen chemischen Gradienten vorgegeben werden (Chemotaxis, vgl.
Abb. 1.2). Die Stellen der Anhaftung sind die sog. Fokalkontakte, die durch Aktinbiindel (den
sog. Stressfasern) stabilisiert werden (Abb. 1.1(b)).

Verschiedene Vertreter einer speziellen Proteinfamilie sind in der Zelle fiir den Transport
von Lasten entlang der Aktinfilamente, bzw. fiir die Verschiebung von Filamenten gegen-
einander zustidndig. Es handelt sich um die Familie der Myosin-Motorproteine (Myosine).
Myosine sind in der Lage, chemische Energie in Form von ATP (Adenosin-Tri-Phosphat) in
mechanische Arbeit an Aktinfilamenten umzusetzen. Dieser Vorgang spielt bei allen eben
beschrieben Prozessen eine entscheidende Rolle.

Eine Untergruppe aus der Familie der Myosine ist das Myosin II (konventionelles Muskel-
Myosin). Vertreter dieser Myosin-Familie lagern sich zu Biindeln zusammen, aus denen die
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Einleitung

(b)

Abbildung 1.1: (a) Die Lamellopodia am Leitsaum einer Zelle bestehen aus einem dichten Netz von
Aktinfilamenten. Gefrieritz-Elektronenmikroskopieaufnahme. Mafistab 5 pm. ([Svitkina et al., 1997])
(b) Fluoreszenzaufnahme von Stressfasern eines 3T3-Mausfibroblasten. Die Stressfasern enden meist
in Fokalkontakten. Das Aktin-Netzwerk der Fixierten Zelle wurde mit Phalloidin-Rhodamin markiert.
Mafstab 10 . (Eigene Aufnahme, Zeiss Axiovert200, 63x Olimmersionsobjektiv)

(b)

Abbildung 1.2: (a)—(c) Antwort einer Dictyostelium Amdobe auf einen chemotaktischen Reiz (Zugabe
eines Reizstoffes iiber die Pipette). Die Bewegung erfolgt durch gezielte Polymerisation und Depolyme-
risation des Aktin-Zellskeletts und durch Aufbauen und Loésen von Fokalkontakten. Der Zeitabstand
der Bilder betrigt ca. 15 s. Der Mafstab hat eine Linge von 5 um ([Alberts et al., 1994], Abb. 16-96,
bzw. [, URL]).
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Abbildung 1.3: Myofibrillen des Skelettmuskels.(a) Langsschnitt einer Skelettmuskelzelle eines Ka-
ninchens. Gut zu erkennen sind die hellen und dunklen Banden und die Z-Scheibe.  (b) Schematischer
Aufbau einer Myofibrille. Die Plus-Enden der Aktinfilamente (diinne Filamente) sind mit einem a-
Aktinin/CapZ-Komplex in der Z-Scheiben verankert. Tropomodulin stabilisiert das Aktin am Minus-
Ende. Die dicken Filamente (Myosin II Biindel) werden durch Titin mittig im Sarkomer gehalten.
(nach [Alberts et al., 1994], Abb. 16-69/72)

dicken Filamente des Muskel-Sarkomers' bestehen. Die diinnen Filamente des Sarkomers
bestehen aus Aktinfilamenten. Zusétzlich sind natiirlich noch eine Reihe weiterer Proteine an
der Muskelfunktion beteiligt.? Siehe dazu auch Abb. 1.3.

Weitere Vertreter der Myosin Familie sind das Myosin I und das Myosin V. Beide Myosine
transportieren Vesikel entlang des Aktinnetzwerkes der Zelle, vom Minus® zum Plus-Ende?
der Filamente. Da das Monomere Myosin I nach jedem Kraftschlag® vom Aktinfilament dis-
soziiert, ist es auf einen diffusiven Riicktransport zum Filament angewiesen. Das Myosin V
hingegen ist als einziges bekanntes Myosin prozessiv, hat also die Fihigkeit, alleine fiir eine ge-
wisse Zeit an einer Aktinfilament-Schiene entlang zu laufen. Bemerkenswert ist das Myosin VI,
das als einziges bis jetzt bekanntes Myosin vom Plus- zum Minus-Ende der Aktinfilamente
lauft (entgegengesetzt zur iiblichen Richtung).

Um die komplexe Umgebung, in der sich Aktinnetzwerke, bzw. die Aktinnetzwerk /Motor-
protein-Systeme in der Zelle befinden, zu vereinfachen, wurde in dieser Arbeit mit reinen
Aktinlosungen gearbeitet. Losungen von verschlauften, semiflexiblen Aktinnetzwerken zeigen
ein komplexes viskoelastisches Verhalten, das deutlich von dem einer rein viskosen Fliissigkeit
oder dem eines elastischen Festkorpers abweicht (zur Theorie vergl. Kap. 2).

Die genaue Charakterisierung der viskoelastischen Eigenschaften dieser Netzwerke mit
und ohne Motorproteinen ist wegen ihrer ungeheuren biologischen Relevanz von zentraler
Bedeutung. Untersuchungen mittels makroskopischer Messmethoden (klassische Rheometrie,
Lichtstreuung, usw.) gibt es seit vielen Jahren, die Erkenntnis jedoch, dass die fiir biologi-
sche Prozesse relevanten Groflenskalen mit diesen Methoden nur ungeniigend (ndmlich nur
raumlich gemittelt) untersucht werden kénnen und dass daher neue, mikrorheometrische Un-
tersuchungen notwendig sind, hat sich erst in den letzten Jahren durchgesetzt.

!Grundbaustein der Muskelfibrillen, die wiederum die Muskelfasern bilden.

2Diese Proteine verankern zum Beispiel die Aktinfilamente an der Z-Scheibe (z.B. a-Aktinin, CapZ [Lu
et al., 1992], [Papa et al., 1999]), halten die Myosinbiindel mittig im Sarkomer (Titin, [Trinick, 1994]) oder
regulieren die Muskelkontraktion durch Freigabe der Myosin Bindungsstelle am Aktin (Troponin, Tropomyosin
[Phillips et al., 1986]). Andere Proteine im Muskel regeln die Linge der Aktinfilamente, verhindern deren
Depolymerisation oder verbinden die Myosin-Biindel.

3vergl. Kap. 1.2.1

4vergl. Kap. 1.2.2



Materialien

Abbildung 1.4: (a) Rontgenstruktur eines Aktinmonomers von D. Discoideum mit Mg-ATP (Ka-
lotten) in der taschenartigen ATP-Bindungsstelle. ([PDB (URL), 2003; Vorobiev et al., 2003], INM1).
(b) Aktinmonomere lagern sich zu einer Doppelhelix mit ca. 7 nm Durchmesser und einer Ganghshe
von 72 nm zusammen (Modell aus der Réntgenstruktur).

Zielsetzung dieser Arbeit war es daher, mittels Magnetischen Pinzetten und mittels ver-
schiedener mikroskopischer Methoden die viskoelastischen Eigenschaften aktiver und passiver
Aktinnetzwerke auf diesen mikroskopischen Skalen zu untersuchen. Insbesondere sollten ak-
tive Phénomene, nichtlineare- und Langzeiteffekte ndher untersucht werden, da diese von
besonderem Interesse sind, aber bis jetzt nicht eingehend erforscht wurden.

1.2 Materialien

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Proteine, Farbstoffe und Sondenpar-
tikel ndher charakterisiert.

1.2.1 Aktin und Aktinnetzwerke

Die viskoelastischen Eigenschaften eines Aktinnetzwerkes kénnen mit Hilfe verschiedener
physikalisch /chemischer Parameter (Aktinkonzentration, Salz-Ionenkonzentrationen, Tem-
peratur) oder auch biologischer Parameter (Konzentration von aktinzugehérigen Proteinen
ARPs!, bzw. aktinbindenden Proteinen ABPs?) veréindert werden. Da im Rahmen dieser Ar-
beit verschiedene Aktinnetzwerke mit Hilfe der Magnetischen Pinzette (vgl. Kapitel 1.3.1)
untersucht wurden, werden die wichtigsten Eigenschaften der verwendeten Proteine/Protein-
netzwerke und ABPs im Folgenden kurz erklart:

Aktin ist ein globuldres Protein (G-Aktin), dass sich unter physiologischen Bedingungen ab
einer gewissen, von der Temperatur und anderen Parametern abhéngigen kritischen Konzen-
tration ¢* zu Filamenten zusammenlagert (F-Aktin). Es gibt zahlreiche Homologe des Aktins,
die man in zehn Klassen einteilt. Die Aminosiduresequenzen sind dabei stark konserviert, Ak-
tin ist also entwicklungsgeschichtlich gesehen ein sehr erfolgreiches Protein.

Lyon engl.: actin related proteins
2von engl.: actin Binding proteins
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Abbildung 1.5: Verschiedene Phasen der Aktinpolymerisation: Zuerst miissen sich Polymerisations-
keime aus mindestens drei Monomeren bilden, dann folgt eine Wachstumsphase. Letztendlich stellt
sich ein Gleichgewicht ein, bei dem unter ATP-Verbrauch Monomere am Plus-Ende angelagert werden
und am Minus-Ende depolymerisieren wobei die mittlere Linge der Aktinfilamente konstant bleibt
(Monomere und Polymere koexistieren in dieser Phase).

In dieser Arbeit wurde konventionelles Aktin aus Kaninchenmuskeln verwendet. Das
hier verwendete G-Aktin hat ein Molekulargewicht von etwa 42 kD?, eine GroéBe von ca.
3x5x6 nm[Holmes et al., 1990] und besteht aus 375 Aminoséduren. Aktin polymerisiert in
vitro zu Filamenten mit einer durchschnittlichen Lénge von etwa 22 ym ([Kaufmann et al.,
1992]). Einzelne Filamente kénnen dabei durchaus Léngen von iiber 100 um erreichen. Die
Aktinfilamente bestehen aus einer rechtshindigen Doppelhelix mit einer Ganghohe von 72 nm
([Bullitt et al., 1988]). Durch die helikale Symmetrie besitzt ein Aktin Filament schon nach
36 nm wieder eine identische rdumliche Struktur (Pseudowiederholungsléinge). In Polymeri-
sationsrichtung ist das Filament wegen des gerichteten Einbaus der Monomere polar (vergl.
Abb. 1.4).

Ein Aktinfilament besitzt also zwei unterscheidbare Enden, das sog. Plus-Ende (engl.:
barbed end) und das Minus-Ende (engl.: pointed end). Die Polaritit der Aktinfilamente ist
dabei einerseits eine notwendige Voraussetzung fiir die gerichtete Kraftiibertragung durch
Motorproteinen, wie sie z.B. bei der Muskelkontraktion auftritt, andererseits veréindert die
strukturelle Asymmetrie auch das Polymerisationsverhalten der Monomere an den beiden
unterschiedlichen Enden. Das Filament polymerisiert dabei am Plus-Ende schneller als am
Minus-Ende.

Das Aktinmonomer besitzt eine Bindungstasche fiir Magnesium- oder Kalzium-ATP. Die
Bindung des ATPs verschiebt dabei die Gleichgewichtskonstante fiir die Polymerisations-
/Depolymerisationsreaktion von Aktin stark auf die Seite der Polymerisation. Die Hydrolyse
des ATPs innerhalb des Aktins erfolgt im polymerisierten Zustand, so dass die meisten Mo-
nomere in einem Filament ein gebundenes ADP (Adenosin-di-Phosphat) Molekiil enthalten.

Man unterscheidet bei der Aktinpolymerisation in Anwesenheit von ATP und divalenten
Ionen verschiedene Phasen, die schematisch in der Abbildung 1.5 dargestellt sind. Ein stabiler
Keim fiir den Start der Aktinpolymerisation besteht aus mindestens drei Monomeren. Da das
diffusive Zusammentreffen von drei Teilchen bei niedrigen Konzentrationen extrem unwahr-
scheinlich ist, findet unterhalb einer gewissen, von der Temperatur und anderen Parametern
abhéngigen kritischen Monomerkonzentration ¢* keine Polymerisation statt. Oberhalb von
c* bilden sich in der Keimbildungsphase Polymerisationskeime aus mindestens drei Monome-
ren, die in der darauf folgenden Wachstumsphase sowohl am Plus-Ende (schneller) als auch

31 Dalton[D] = 1 atomare Masseneinheit = 1.66 - 10727 kg

- 8-



Materialien

1.0

0.8 - 90%

0.6 1

0.4

relative Intensitat

0.2 4

00 T T T 1 1

1
0 400 800 1200
Zeit t [s]

Abbildung 1.6: Zeitlicher Anstieg der Fluoreszenzemission von NBD markiertem Aktin. Anhand
der Fluoreszenzintensitét kann der Polymerisationsgrad relativ zur maximalen Filamentkonzentration
bestimmt werden. Nach 5 Minuten liegen etwa 90% des Aktins in polymerisierter Form vor. Die
Messung erfolgte in einem Spex Fluorolog Spektrometer, die Aktinkonzentration betrug c4 = 8 uM.

am Minus-Ende (langsamer) an Linge gewinnen. Da durch die sukzessive Anlagerung von
Monomeren die G-Aktinkonzentration in der Losung sinkt, fillt die Aktinkonzentration cp
in der Losung nach einiger Zeit unter die Konzentration c_, unterhalb derer am langsam
wachsenden Ende noch netto Monomere angelagert werden. An diesem Ende depolymeri-
siert das Filament jetzt im zeitlichen Mittel. Am schnell wachsenden Ende dagegen wird
die entsprechende Grenzkonzentration c; nicht unterschritten, da die Depolymerisierung am
Minus-Ende die Konzentrationserniedrigung stoppt. Es stellt sich somit ein Gleichgewichts-
zustand ein (c_ < ca < c4), bei dem sich die Aktinmonomere als ATP-Aktin am Plus-Ende
anlagern und als ADP-Aktin am Minus-Ende wieder abgespalten werden. Die Nettoldnge
der Filamente bleibt dabei in etwa konstant (Tretmiihlenphase?, [Wegner, 1976]). Da ATP
verbraucht wird handelt es sich nicht um ein thermodynamisches Gleichgewicht.

Um den zeitlichen Verlauf der Polymerisation des fiir diese Arbeit verwendeten Aktins zu
iiberpriifen, wurde ein Teil des Proteins mit NBD (4-Chloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol)
markiert. Dieser Fluoreszenzfarbstoff verstiarkt seine Emission, wenn die so markierten Mo-
nomere polymerisieren. Die Fluoreszenzintensitéit ist daher ein direktes Maf fiir den Anteil
an polymerisierten Aktin ([Detmers et al., 1981], vgl. Abb. 1.6). Wichtig ist hierbei, dass nach
einer Zeit von etwa 15 Minuten schon ca. 90 % des Aktins in polymerisierter Form vorliegt.

1.2.2 Das Motorprotein Myosin und seine Subfragmente

Myosin ist eine ATPase, die durch eine chemomechanische Koppelung die gebundene che-
mische Energie des ATPs in mechanische Arbeit umwandelt. Dabei ist sowohl der Begriff
Myosin, als auch der Begriff Aktin Uberbegriff fiir die jeweilige Proteinfamilie. Zur Zeit sind
etwa 17 Klassen von Myosinen bekannt. Mitglieder einer Familie zeichnen sich durch eine
Homologie von iiber 50 % aus.

Myosin I und Myosin II, die verbreitetsten Myosine, kommen in fast allen eukaryon-
tischen Zellen vor. Alle Myosine bestehen aus einer oder zwei sog. schweren Ketten' und
mehreren leichten Ketten?. Die schweren Ketten teilen sich auf drei strukturell und funk-

Yengl.: Treadmilling
Yengl.: heavy chain
Zengl.: light chains
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tionell unterschiedliche Gruppen auf: Die globuldre Kopfdoméne beinhaltet die ATP- und
Aktin-Bindungsstellen und ist fiir die Krafterzeugung zustéandig. Die Kopfregion ist iiber eine
a-helikale Struktur, die sog. Halsdoméne, mit der Schwanzdoméne verbunden. Die Schwanz-
doméne beinhaltet funktionsspezifisch unterschiedliche Bindungsdoménen, etwa fiir andere
Schwanzdoménen (Myosin IT) oder fiir Vesikel (Myosin I, Myosin V). Die leichten Ketten
binden an die Halsdoméne, wo sie regulatorische Aufgaben wahrnehmen (vergl. Abb. 1.7(b)).

Unter Abwesenheit von ATP binden Myosine aller Familien fest an Aktinfilamente. Die-
sen Zustand bezeichnet man als Rigor-Bindung®. Die Rigor-Bindung ist relativ stark: Die
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp betrdgt ungefdhr 0.1 pM. Nimmt man die Bin-
dungsreaktion in erster Nidherung als unabhéngig von der Aktinkonzentration an, was bei
grofleren Aktinkonzentrationen hinreichend genau ist, so bedeutet das, dass im Schnitt nur
eines von zehn Millionen Myosinen ungebunden vorliegt. In diesem Zustand stellen zweikopfi-
ge Myosine (z.B. Typ II oder V) sehr potente Vernetzer dar.

Im Folgenden soll das in dieser Arbeit verwendete Myosin II und die ebenfalls verwendeten
Subfragmente dieses Myosins niher charakterisiert werden.

Myosin IT Myosin II ist eines der grofiten bekannten Proteine. Es handelt sich dabei um
ein dimeres Molekiil. Seine Molekiilmasse betriagt ca. 470 kDa. Die Kopfgruppe hat eine Di-
mension von ca. 5.5x20 nm, die Schwanzregion hat ca. eine Lénge von 160 nm [Voet und
Voet, 1995]. Die beiden schweren Ketten, die jeweils eine eigene Kopfregion mit a-helikalen
Hals- und Schwanzstruktur ausbilden, sind in dem dimeren Molekiil verbunden. Die Ver-
bindung zwischen diesen Untereinheiten entsteht, indem sich die a-helikalen Strukturen der
Schwanzdoméne umeinander wickeln und eine sog. ,,coiled-coil“-Struktur ausbilden. Unter
physiologischen Bedingungen lagern sich die Myosin II Molekiile zu Biindeln, &hnlich denen
im Muskel, zusammen. In diesen Biindeln bilden die Schwanzdoménen das Riickgrat, wihrend
die Kopfe seitwiirts herausragen (dhnlich zu Abb. 1.3(b), auf Seite 6).

HMM und S1 Im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente mit einem Verdauungs-
produkt des Myosin II Molekiils durchgefiihrt. Durch enzymatische Spaltung des Motor-
proteins konnen verschiedene Subfragmente priapariert werden. Durch die Behandlung mit
Chemotrypsin kann das Myosin II Molekiil in eine leichtere und eine schwere Kette gespalten
werden. Die leichte Kette (LMM, von engl.: light meromyosin) besteht aus dem ,,coiled-coil“-
Schwanz, iiber den die Myosin II Molekiile normalerweise aggregieren. Die schwere Kette
(HMM, von engl.: heavy meromyosin) enthilt die, iiber die Halsregion gebundenen, funk-
tionsfihigen Kopfe [Kron und Spudich, 1986]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche
mit den ca. 65 nm langen ([Bagshaw, 1993]) HMM-Subfragmenten durchgefiihrt, die zwar
die volle Motorfunktionalitit der Myosin II Molekiile besitzen, aber unter physiologischen
Bedingungen nicht mehr aggregieren kénnen.

Durch eine weitere Behandlung des HMM-Subfragments mit Papain kann die dimere
Struktur des HMMs weiter aufgebrochen werden. Dabei werden die Motor-Koépfe abgetrennt.
Man bezeichnet die so gewonnen Kopfe als S1-Subfragment, den iibrig gebliebenen Rest als
S2-Subfragment (vergl. Abb. 1.7(b)).

Das ,,Rotating Crossbridge“-Modell Im Folgenden soll das ,,Rotating Crossbridge®-
Modell (RCM) vorgestellt werden, welches auf H.E. Huxley zuriick geht [Huxley, 1958]. Mit

3Von lat.: Rigor mortis, medizinischer Begriff fiir die Totenstarre. Diese beruht genau auf den sich nicht
mehr 16senden Myosin-Aktin Bindungen der Muskeln einige Zeit nach Eintritt des Todes. Durch enzymatische
Zersetzungsprozesse weicht der Muskel im weiteren Verlauf der Verwesung wieder auf.

- 10 -
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Abbildung 1.7: (a) Die drei wichtigsten Myosinmotoren bestehen aus Kopf, Hals und Schwanz-
doméne. Die Kopfdoméne beinhaltet die ATP- und Aktin-Bindungsstellen, die Halsregion mit den
regulierenden leichten Ketten dient zur Kraftiibertragung und die Schwanzregion bindet funktions-
spezifisch. (b) Enzymatische Verdauung von Myosin IT zu HMM, bzw. S1 Subfragmenten

Hilfe des RCM kann nicht nur die Funktion von Myosinen erkldrt werden, es wurde zusétzlich
erfolgreich auf Dynein (z.B. [Johnson, 1985]) und Kinesin [Howard, 1996] angewandt. Das
RCM beschreibt sowohl die chemomechanische Kopplung des Kreislaufs von ATP-Hydrolyse
und Konformationsédnderung des Motorproteins als auch, wie durch dieses Zusammenspiel
eine gerichtete Kraft auf das Aktin ausgeiibt werden kann. Folgende Unterschritte kénnen
dabei unterschieden werden (vergl. auch Abb. 1.8):

a)

b)

e)

Am Beginn des Zyklus befindet sich der Myosinkopf im gebundenen Zustand am Aktin-
filament.

Nachdem eine ATP diffusiv zugefiihrt wurde bindet dieses an der ATP-Bindungsstelle
des Myosinkopfes. Darauthin 16st sich die Aktin-Myosin-Bindung.

Im aktiven Zentrum des Myosinkopfes wird nun die Hydrolyse des ATPs zu ADP und
Phosphat katalysiert. Die im ATP gespeicherte Energie verursacht eine Konformations-
dnderung im Myosinkopf, nimlich eine Rotation des Kopfes um die Halsregion.? Das
abgespaltene Phosphat verbleibt vorerst in der Bindungstasche.

In diesem Zustand bindet der ,vorgespannte“ Kopf wieder an das Aktinfilament. Die
Bindung erfolgt durch die Konformationséinderung mit einem anderen Monomer des
Filaments, als dem Monomer welches bei Schritt a) gebunden war.

Die neuerliche Myosin-Aktin-Bindung katalysiert die Abspaltung des Phosphates, was
zu einem konformell instabilen Zustand fiihrt.

“Von der Rotation um die Halsregion, der , Verbindungsbriicke® (engl.: crossbridge) zwischen Kopf und
Schwanz, hat das Modell seinen Namen.

- 11 -
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Abbildung 1.8:  Rotating Crossbridge“-Modell: Am Anfang befindet sich der Myosinkopf am Aktin-
filament (a). Nach der Bindung eines ATP-Molekiils 16st sich die Bindung (b). ATP wird zu ADP und
Phosphat (P;) hydrolisiert, der Myosinkopf ,,spannt* sich (¢). Der Myosinkopf bindet an anderer Stelle
an das Aktinfilament (d). Dies katalysiert die Abspaltung des Phosphates, ein konformell instabiler
Zustand folgt (e). Die Relaxation in den urspriinglichen Zustand wandelt die chemische Energie des
ATPs in mechanische Arbeit um (Kraftschlag) (f).

f) Die Relaxation in den urspriinglichen Zustand wandelt die chemische Energie des ATPs
endgiiltig in mechanische Arbeit um (Kraftschlag). Danach dissoziiert das ADP und der
chemomechanische Kreislauf kann wieder von neuem beginnen.

Die Energie fiir die Motorbewegung wird dem Myosin iiber die Hydrolyse von ATP zu
ADP und Phosphat (P;) zur Verfiigung gestellt. Dabei gibt es eine enge Verbindung von
ATP-Hydrolysezyklus und Bindung bzw. Dissoziation von Aktin und Myosin. Wie oben be-
schrieben, katalysiert die Bindung von Myosin an das Aktin die Abspaltung des Phosphates,
wihrend die Bindung eines neuen ATPs im Myosinkopf die Dissoziation dieses Kopfes vom
Aktin katalysiert. Die in den Sdureanhydrid-Bindungen des ATPs gespeicherte Energie wird
dem Motorprozess geméf folgender Reaktion zur Verfiigung gestellt:

Hy® + ATP = ADP + P;

Unter Bedingungen, die denen in Wirbeltierzellen dhnlich sind (freies Magnesium [Mg**] =
1 mM, Gesamtionenstirke I = 250 mM, pH = 7 und 25°C)° aber ohne Aktin gilt dabei
folgende Gleichgewichtskonstannte [Alberty und Goldberg, 1992], wobei die einzelnen Kon-
zentrationen jeweils als Summe iiber die unterschiedlich komplexierten Produkte zu verstehen
sind ([ATP] = [MgATP?~] 4+ [MgATP~] 4+ [ATP*] + [ATP3~] + ... usw., ebenso fiir ADP
und P;):

[ADP] - [P]

[ATP]

Dies bedeutet, dass das Gleichgewicht weit auf der Seite von ADP und Phosphat liegt. Die
Zeitskala fiir die nicht katalysierte Hydrolyse von ATP liegt aber je nach Temperatur im
Bereich von vielen Stunden bis Wochen. Diese beiden Umsténde zusammengenommen machen
das ATP zu zu einem brauchbaren Energie-Zwischenspeicher in biologischen Systemen.

Die freie Enthalpie AG der Hydrolysereaktion hingt von der freien Standard-Enthalpie
AG( und den Konzentrationen der Edukte und Produkte ab. Die freie Standard-Enthalpie

Kq = =4.9.10°M

5 Eckige Klammern kennzeichnen Konzentrationen)

- 12 -
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Aktin-Myosin-Hydrolysekreislauf

(+8 kT) (0) (—12kT) (—15KT) (—17KT)
> 1021 103 1 20'000 1
AM-T AMDP — AMD — AM — AM-T
100 £ 2000 *
1 30 14 300 1 021 11l 0.4 14 2000 L
100 +
M-T — MDP -  MD M - MT—
101 011 ~107*1
(0) (—2kT) (-8 kT) (-6 kT) (=25 kT)

Tabelle 1.1: Aktin-Myosin Hydrolysekreislauf (glatter Skelettmuskel des Hasen). M = Myosin, T =
ATP, D = ADP, P = Phosphat, A = Aktin. Der wahrscheinlichste Weg ist grau hinterlegt. Die
Zahlen in Klammern sind Richtwerte fiir die freien Enthalphien der Zustéinde unter Annahme folgender
Bedingungen: [ATP] = 4 mM, [P;] = 2 mM, [ADP] = 20 uM. Die Aktinkonzentration ist auf 1 mM
gesetzt. [ATP] = 4 mM, [P;] = 2 mM, [ADP] = 20M. Referenzen siehe Text (Tabelle nach [Howard,
2001]).

betriigt etwa AGo = —54-1072! J (ebenfalls [Alberty und Goldberg, 1992]). Daraus folgt fiir
zelltypische ATP-, ADP- und Phosphat-Konzentrationen [ATP]z = 1 mM, [ADP]; = 1uM
und [P;]z =1 mM:

[ATP]z

Lt 1011072 ~ —25kT
[ADP]; - [P;]z

AG = AGy— kT In
Diese Energie kann also im chemomechanischen Kreislauf genutzt werden.

Um die typischen Zeiten der Gesamtreaktion zu erhalten ist es sinnvoll den Motorprozess
in seine chemischen Subzustédnde zu gliedern: Aktin-Myosin mit ATP (A-M-T), Myosin mit
ATP (M-T), Myosin mit ADP und Phosphat (M-D-P), Aktin-Myosin mit ADP und Phosphat
(A-M-D-P), Aktin-Myosin mit ADP (A-M-D) und Aktin-Myosin (A-M). Ubertrégt man die
experimentell bestimmten Ubergangsraten fiir die Einzelreaktionen von Myosin IT mit Aktin
in ein Diagramm, erhilt man eine Darstellung wie in Tabelle 1.1 ([Sleep et al., 1978; Webb
et al., 1978; Cardon und Boyer, 1978; Geeves, 1991; Bagshaw, 1993; Ma und Taylor, 1994]).

Ohne Aktin hat Myosin eine geringe ATPase-Aktivitdt (~ 0.1s~! pro Kopf). In Anwe-
senheit von Aktin steigt die ATPase-Rate auf das 200fache (~ 25s~! pro Kopf) [Bagshaw,
1993].

Zwei weitere Groflen sind von Interesse: Die Schrittweite des Motors und das sog. ,,duty
ratio®.

Als Schrittweite ¢ eines Motormolekiils bezeichnet man die Entfernung, um welche sich
dieses beim Kraftschlag im gebundenen Zustand weiter bewegt. Fiir Myosin gilt dabei ein
Verhéltnis von einem Schritt pro umgesetzten ATP. Schrittweiten fiir Myosin II wurden von
verschieden Gruppen gemessen ([Finer et al., 1994; Mehta et al., 1997; Tyska et al., 1999]).
Die Ergebnisse streuen je nach Gruppe und/oder verwendeter Methode (Optischen Pinzetten,
AFM®, TIRF") erheblich. Als wissenschaftlicher Konsens gilt zur Zeit eine Schrittweite von

Sengl.: atomic force microscopy, Rasterkraftmikroskopie
Tengl.: total internal reflection fluorescence microscopy

- 13 -



Kapitel 1.2

0 =4 — 6 nm [Howard, 2001]. Im weiteren wird ein mittlerer Wert von 5 nm verwendet.

Als ,duty ratio“ r bezeichnet man das Verhéltnis der Zeit, die der Motor an sein Substrat
gebunden ist (7,,, wihrend dieser Zeit findet auch der Kraftschlag statt) zur Gesamtzeit
des chemomechanischen Kreislaufs (7.). Die Gesamtzeit setzt der sich aus 7,, und der Zeit
zusammen, in der Aktin und Myosin nicht gebunden ist 7,5. Das ,duty ratio® r ergibt sich
also zu

Ton Ton

Tec Ton + Tof

Die Zeit die ein Myosin an Aktin gebunden ist, hingt dabei von der ATP-Konzentration
ab, da die Diffusionszeiten fiir ATP (tp;ffarp) groBenordnungsmifig unterhalb der Bin-
dungszeiten einer Rigor-Bindung liegen (Diffusionskonstante von ATP: Darp = 300 ym?/s,
typische Distanzen As ~ 0.05 pm fiir carp = 10 pM):

1
As?=
2Darp 600 pm2s—1

tpiff, ATP = (0.05 pm)® ~ 5 pis
(vergl. auch mit Tabelle 1.1, A-M—A-M-T).

Der errechnete Wert fiir das ,,duty ratio* der glatten Kaninchenmuskulatur bei Konzen-
trationen, wie sie in Tabelle 1.1 angegeben sind, betrdgtr = 0.1. Myosin II aus schnell kon-
trahierenden Muskeln von Wirbeltieren hat dagegen eher ein ,,duty ratio“ von r = 0.01 —0.02
[Howard, 2001].

Ein kleines ,,duty ratio“ bedeutet, dass ein zweikopfiges Motorprotein nicht prozessiv
arbeiten kann, da es die meiste Zeit des chemomechanischen Zyklus weder mit dem einen
noch mit dem anderen Kopf gebunden ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass zumindest ein Kopf
gebunden ist, betrigt p,, = r? ~ 0 fiir r < 1. Andererseits konnen bei kleinem ,,duty ratio®
wahrend eines Zyklus viele Motorproteine gemeinsam auf ein Filament Kraft {ibertragen,
ohne sich gegenseitig zu behindern, wie z.B. im Muskel. Somit erméglicht ein kleines ,,duty
ratio“ grofie Geschwindigkeiten v (fiir Myosine aus der sog. schnellen Muskulatur bis zu
v = 6000 nm/s in vivo [Cooke et al., 1988; Pate et al., 1994] und v = 8000 nm/s in vitro
[Toyoshima et al., 1989]). Ein grofles ,,duty ratio“ bedeutet, dass ein einzelnes zweikopfiges
Myosin (Képfe (1) und (2)) prozessiv arbeiten kann: Wahrend der Kopf (1) den Kraftschlag
ausfiihrt, bleibt der Kopf (2) noch gebunden. Mit der Spannung durch den Kraftschlag des
Kopfes (1) 16st sich der Kopf (2), wird nach vorne gezogen, bindet dort nach einiger Zeit und
kann jetzt wieder den Kraftschlag ausfithren (sog. ,hand-over-hand“-Modell) [Yildiz et al.,
2003]. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich beide Kopfe 16sen, wird fiir ein hohes ,,duty ratio*
sehr klein: porr = (1 —7)? ~ 0 fir 1 —r < 1.

Myosin IV hat beispielsweise in vivo ein hohes ,,duty ratio“. Ein einzelnes Myosin IV
Dimer ist in der Lage, ein Vesikel iiber mehrere Mikrometer mit Geschwindigkeiten von
~ 200 — 1000 nm/s entlang von Aktinfilamenten zu transportieren [Sakamoto et al., 2000].

1.2.3 Gelsolin, Phalloidin, Farbstoffe und Kugeln

Gelsolin Gelsolin ist ein aktinzerschneidendes Protein das hauptséichlich fiir die Gel- zu
Sol-Transformationen des zytoskelettalen Aktinnetzwerkes zustindig ist.!

Es ist ein vergleichsweise grofles Protein, mit beispielsweise 81 kD bzw. 84 kD beim Men-
schen, je nachdem ob es im Zellplasma oder im Plasma expremiert wird. Es besteht aus sechs
homologen Doménen (G1-G6), die allerdings alle vollig unterschiedliche Funktionen haben.

!'Der Name Gelsolin leitet sich genau von dieser Eigenschaft ab
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Abbildung 1.9: (a) Chemische Struktur von Phalloidin. Das Gift des Griinen Knollenblétterpilzes
amanita phalloides stabilisiert die Aktin-Aktin-Bindung und verhindert so sehr effektiv die thermi-
sche oder enzymatische Depolymerisation von F-Aktin.  (b) Gelsolinmodell, beruhend auf Réntgen-
struckturanalyse. Die Pfeile kennzeichnen die ungefihre Lage der sechs homologen Domiinen ([PDB
(URL), 2003], ID: 1d0On)

Die filamentzerschneidende Wirkung des Gelsolins kann {iber die Ca?*-Konzentration gere-
gelt werden. Zusétzlich zur Schneidewirkung blockiert es das schnell wachsende Ende der
Aktinfilamente mit hoher Affinitdt. Gelsolin hat drei Aktin-Bindungsstellen, wobei in An-
wesenheit von Ca?t zwei Aktinmonomere gebunden werden. Zusétzlich bindet Gelsolin iiber
seine dritte Aktin-Bindungsstelle an F-Aktin. Gelsolin zerschneidet filamenttses Aktin sehr
effektiv, wirkt aber auch als Nukleationshilfe fiir die Aktinpolymerisation [Yin und Stossel,
1979; Burtnick et al., 1997].

Phalloidin Die filamentzerschneidende Wirkung von Gelsolin kann durch Phalloidin unter-
bunden werden. Phalloidin ist das Gift des Griinen Knollenblatterpilzes amanita phalloides
welches sich an filamenttses Aktin anlagert. Das Molekiil mit einer Masse von etwa 789 Da
stabilisiert dabei die Aktin-Aktin-Bindungsstelle. Da Phalloidin auch die thermische Depo-
lymerisation von F-Aktin verhindert, wird es im Rahmen dieser Arbeit in Verbindung mit
Fluoreszenzfarbstoffen zum Markieren einzelner Aktinfilamente eingesetzt.

Farbstoffe Fiir den Nachweis der Aktinpolymerisation (vgl. Abb. 1.6) wurde NBD ver-
wendet. Fiir ein Doppelfiarbe-Experiment, bei dem die Verldngerung der stabilisierten Fila-
mente analysiert werden sollte, wurde Rhodamin (Tetramethylrhodamin, TRITC) und FITC
(Fluoreszeinisothiozyanat) eingesetzt. Fiir alle anderen in dieser Arbeit vorgestellten Expe-
rimente wurde ausschliefllich Rhodamin verwendet, ein Farbstoff, der sich durch eine hohe
Quantenausbeute sowie eine lange Lebensdauer verbunden mit einer fiir biologische Systeme
vertriaglichen Anregungswellenlénge, auszeichnet. Zusétzlich liegt das Anregungsmaximum
bei einer Wellenlénge, die sehr gut zu einer Spektrallinie der fiir die Fluoreszenzmikroskop
verwendeten Quecksilberhochstdrucklampen passt.
Fiir eine Ubersicht iiber die verwendeten Farbstoffe, siche Tabelle 1.2.

Kugeln Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendete Sondenpartikel (Kugeln) bestehen aus
Polystyrol (,PS’, ,Latex’). Polystyrol ist ein flexibles, stark hydrophobes Polymer, dass
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Farbstoff Molekulargewicht Anregung Emission
NBD(-Aktin) ~185 D 480 nm (gelb) 530 nm (gelbgriin)
FITC 390 D 495 (gelb) 519 (gelbgriin)
TRITC 444 D 544 nm (griin) 572 nm (orangerot)

Tabelle 1.2: Ubersicht iiber die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.

durch radikalische Polymerisation aus Styrol hergestellt wird:

=

H M i
c=c +es—=C=C—-C—C—C—

o7 T oud

In wéssriger Umgebung bilden sich aus dem Polymer kugelférmige Knéule, die chemisch
stabilisiert werden [Furusawa et al., 1972; Ottewill und Shaw, 1972]. Zusitzlich kénnen fer-
romagnetische Partikel eingeschlossen werden, um superparamagnetische Sondenpartikel zu
erhalten. Unter Superparamagnetismus versteht man das paramagnetische Verhalten ferro-
magnetischer Partikel, die eine Gréfe von unter 50 nm aufweisen.? Zur Herstellung von ma-
gnetischen Sondenpartikeln werden z.B. Ferrit (Fea@®3) oder Magnetit (Fez(4) Nanopartikel
in die Polystyrolkugeln eingeschlossen.

Um Fluoreszenzmarkierungen zu erhalten, kénnen Fluoreszenzfarbstoffe in die Polysty-
rolmatrix der Kugeln eindiffundiert werden. Diese werden dann iiber eine reaktive Gruppe
chemisch mit der Matrix vernetzt.

Durch die chemische Aktivierung der Oberfléiche oder durch kovalente Bindung von Prote-
inen konnen die Kugeln weiter funktionalisiert werden. Es kénnen zum Beispiel mit (Strept-)-
Avidin funktionalisierte Kugeln sehr effizient an biotinilierte Aktine gebunden werden: Biotin
(Vitamin H) und das Glykoprotein (Strept-)Avidin, ein Bestandteil des Hithnereiweifl (bzw.
ein Protein des Bakteriums Streptomyces avidinii) gehen Bindungen ein, die als die stérksten
nichtkovalenten Protein-Liganden-Bindungen gelten, die bekannt sind (Dissoziationskonstan-
ten: Kp ~ 1-1071%) [Wilchek und Bayer, 1990].

O-I
L =

I-0O-I

1.2.4 Proteinpreparationen
1.2.4.1 Aktin

Priaparation Monomeres Aktin wurde aus skelettaler (glatter) Kaninchenmuskulatur nach
einer Vorschrift von Spudich und Watt pripariert [Spudich und Watt, 1971]. Als weite-
rer Reinigungsschritt wurde eine Gel-Sdulen-Chromatographie mit einer Sephacryl S-300
Séule durchgefithrt [MacLean-Fletcher und Pollard, 1980]. Dieser zusétzliche Reinigungs-
schritt beseitigt letzte Reste von aktinbindenden Proteinen. Aktinkonzentrationen wurden
photometrisch ermittelt (Extinktionskoeffizient bei A = 290 nm Wellenlénge: €429 =
0.63 (mg cm)~! [Houk und Ue, 1974]). Das hochreine G-Aktin (mit typische Konzentra-
tionen von 0.8-2.3 mg/ml) wurde sterilfiltriert und in G-Puffer (2 mM Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan/H Cl-Puffer (Tris-HCl), 0.2 mM CaCly, 0.2 mM DTT, 0.2 mM ATP, 0.005 vol-
% NaNs, doppelt destilliertes Wasser (Millipore), pH 8.0) in Eppendorf-Reaktionsgefifie ab-

2Dieser Effekt kommt zustande, da sich in solch kleinen Partikeln keine WeiBschen Bezirke mehr ausbilden
konnen. Die Spins der einzelnen Atome sind aber immer noch korreliert.
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10 um
L]

Abbildung 1.10: Qualitativ hochwertiges Aktin. Die Filamente sind iiber 100 ym lang und zeigen
keine sprunghafte Verédnderung der Fluoreszenz entlang der Kontur. Aufgrund der thermisch angereg-
ten Biegefluktuationen der Filamente erscheinen diese verschmiert. [Eigene Aufnahme: Axiovert 200,
100x Objektiv, Reporterfilamente in Antioxidationspuffer. Der Mafistab ist 10 pm]

gefiillt. Diese wurden maximal 10 Tage auf Eis gelagert. Angebrochene Reaktionsgefiafie wur-
den wegen der moglichen Verunreinigung mit Bakterien am selben Tag verworfen.

Funktionstests Die Reinheit jeder einzelnen Aktinpréaparation wurde direkt nach dem Gel-
Saulen-Chromatographie-Reinigungsschritt mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese' iiberpriift.

FEin erster Test der Polymerisationsfihigkeit des Aktins wurde mittels Kugelfallviskosi-
metrie ebenfalls direkt nach der Praparation durchgefiihrt.

Direkt vor den einzelnen Experimenten wurde die Qualitit des Aktins noch einmal im
Detail iiberpriift. Dazu wurde eine geringe Menge Phalloidin-Rhodamin stabilisierte Fila-
mente (vergl. Kap. 1.2.4.1) in eine Matrix aus unmarkierten Aktin einpolymerisiert. Das
Verhialtnis von markierten Filamenten ca, zu unmarkierten Filamenten cy war dabei ca.
cax 1 caA =~ 1 :1000. Die Qualitit des Aktins wurde mittels dieser Proben an einem Fluo-
reszenzmikroskop iiberpriift. Lange, vereinzelte und fluktuierende Filamente mit gleichmafi-
ger Fluoreszenz waren dabei ein Indikator fiir hohe Qualitéit des Aktins (vergl. Abb. 1.10).
Lange Filamente sprechen fiir gute Polymerisationseigenschaften sowie fiir die Abwesenheit
von Schneide-?> oder Kappungsproteinen®. Fluktuationen und das gleichmiBige Auftreten
von vereinzelten Filamenten sprechen fiir die Abwesenheit von vernetzenden Proteinen®. Die
gleichméflige Fluoreszenz der einzelnen Filamente ist dagegen ein Indikator fiir die Abwesen-
heit von parallel-biindelnden Proteinen®, da z.B. eine Biindelung von zwei Aktinfilamenten
in der markierten Probe zu einer sprunghaften Verdoppelung der Fluoreszenz entlang der
Filamentkontur fiihren wiirde. Nur wenn das Aktin den eben beschriebenen Qualitétstest
bestand, wurden die Versuche fortgesetzt.

engl.: sodium dodecyl sulphate polyacrylamide-gel electrophoresis = SDS-PAGE
engl.: severing / fragmenting proteins. Wie z.B. das severin.

engl.: capping proteins. Wie z.B. das actin capping protein (CapZ).

engl.: crosslinker. Wie z.B. das filamin.

engl.: bundling proteins. Wie z.B. das villin .
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Polymerisation Die Polymerisation des Aktins wurde je nach Bedarf durch die Zugabe von
G-Aktin zu Proben in F-Puffer (2 mM Tris-HCI, 100 mM KCIl, 0.2 mM CaCly, 2 mM MgCly,
0.2 mM Ascorbinsidure, 0.5 mM ATP, Millipore-Wasser, pH 7.7) oder durch die Zugabe ei-
ner entsprechenden Menge von 10x konzentriertem F-Puffer zu einer Aktinlésung gestartet.
In einigen Experimenten wurde aus Kompatibilititsgriinden zu Messungen mit Myosin II
mit hoheren KCl-Konzentrationen gearbeitet (300 mM KC1)°. Ebenfalls wurde in manchen
Fillen zusétzlich die ATP- und MgCls-Konzentration erhoht. Soweit nicht anders angegeben,
erfolgten alle Versuche bei Raumtemperatur.

Fluoreszenzmarkierung Um einzelne Aktinfilamente unter dem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar zu machen, wurde F-Aktin mit dem Farbstoff TRITC-Phalloidin markiert. Die fluo-
reszierenden Filamente wurden als sog. Reporterfilamente in ein unmarkiertes Netzwerk ein-
gebettet. Zundchst wurde G-Aktin bei Raumtemperatur in F-Puffer unter Anwesenheit einer
dquimolaren Menge Rhodamin-Phalloidin polymerisiert. Die Aktin- und Rhodamin-Phalloi-
din-Konzentration betrug 2.5 uM. Die Reporterfilamente wurden ldngstens drei Tage auf Eis
gelagert.

Antioxidationspuffer In der Probe geloster Sauerstoff kann durch Energietransfer vom
Fluoreszenzfarbstoff in einen angeregten Zustand versetzt werden. Das vermindert die Quan-
tenausbeute des Fluorophors. Zusétzlich befindet sich der angeregte Sauerstoff Oé*) im hoch
reaktiven Singulett-Zustand und kann durch Oxidation sowohl den Farbstoff schidigen (aus-
bleichen) als auch Schéden am Proteinsystem selber verursachen. Um ein schnelles Ausblei-
chen der Proben zu verhindern (Fluoreszensintensitéits-Halbwertszeit des TRITC-Phalloidin-
Aktin Systems betrigt typischerweise 20 s) und um das Proteinsystem zu schiitzen, wurde
bei Langzeitfluoreszenzaufnahmen ein so genannter Antioxidationspuffer verwendet [Ks et al.,
1996]. Dazu wurde dem Puffer Glukose (D-(4)-Glukose) und die Proteine Glukoseoxidase und
Katalase in geringen Mengen beigemischt. Glukoseoxidase ist ein Enzym von 160 kDa Mole-
kulargewicht, das die Oxidation von Glukose zu Glukonsédure katalysiert. Dabei entsteht pro
Sauerstoffmolekiil ein Wasserstoffperoxidmolekiil, das wiederum von dem Enzym Katalase
(250 kDa Molekulargewicht) gespalten wird:

208 o= UL 92

202 +4Ht T 9,0,
Gluc.Oxid.

2H20 — " 2H20 + O

Netto wird pro Zyklus ein Sauerstoffmolekiil aus dem System entfernt. Die Fluoreszensinten-
sitdats-Halbwertszeit des TRITC-Phalloidin-Aktin Systems steigt dabei auf mehrere Minuten.

1.2.4.2 Kugeln

Kugeln wurden entweder wie vom Hersteller geliefert benutzt (s. Tabelle 1.3) oder wie folgt
weiter behandelt:

a) Passivierung der Kugeln mittels BSA

b) Funktionalisierung (Aktinbindung) mit Gelsolin

SMyosin II kann bei niedrigeren Ionenkonzentrationen Biindel bilden.
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Name & [um] Oberfl. magn.(%) fluor. Hersteller %
FluoSpheres 0.043 Avidin nein rot Probes! =80
FluoSpheres 2 PS nein rot Probes gg_ﬁizf
Bangs 0.76 COOH ja (46.5%) nein Estaphor? 7L]¥){9E0(1)g(13VA
Bangs 0.89 COOH ja (55.6%) nein Estaphor LABSN
DynaBeads 4.5 Tosyl ja (19.6%) nein Dynal® nggg(l)gé\;
DynaBeads 2.8 Avidin ja (unbek.) nein Dynal L]gglg(l)gév S

Tabelle 1.3: Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Polystyrol-Sondenpartikel (PS=Polystyrol,
COOH= karboxilierte Oberfliche, Tosyl=tosylaktivierte Oberfliche. ! Molekular Probes Mikroparti-
kel, Bezug iiber MoBiTecGmbH, Géttingen, Deutschland; 2 Estapor Mikropartikel, Bezug iiber Bangs
Laboratories, Inc., Fishers, IN, USA; 3 Dynal Mikropartikel, Bezug iiber Dynal Biotech GmbH, Ham-
burg, Deutschland.)

¢) Funktionalisierung (Fluoreszenz) mit Rhodamin-BSA (TRITC-BSA)

Tosylaktivierte Kugeln, deren Oberfliche Aminoséduren binden kénnen, wurden auf natiirliche
weise passiviert, da sie ausschliefSlich in TRIS Puffer verwendet wurden, der eine Aminogrup-
pe enthilt. Zusédtzlich wurden diese Kugeln fiir nicht oszillatorischen Messungen mit BSA
passiviert (siche unten).

Zu a): COOH-modifizierte oder tosylaktiviert Kugeln wurden mit 10 mg/ml Rinderseru-
malbumin (engl.: bovine serum albumin, BSA) versetzt und entweder fiir 15 min auf Eis in
ein Ultraschallbad gegeben oder iiber Nacht bei 4° C auf einem Rotator aufbewahrt.

Zu b): Fiir die Oberflichenfunktionalisierung der Kugeln mittels Gelsolin wurden ver-
schiedene Préiparationsmethoden getestet. Die vom Kugelhersteller Polysience empfohlene
Methode ist die der kovalenten Bindung iiber Carbodiimide-Chemie.

Bei dieser Methode werden die COOH-Gruppen an der Kugeloberfliche mit 1-Ethyl-3-
(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid (EDC) aktiviert. Carbodiimid katalysiert dabei die
Ausbildung einer Aminobindung zwischen der am Polystyrol gekoppelten COOH-Gruppe
und einer der Amin-Gruppen des Proteins iiber die Aktivierung der COOH-Gruppe zu einem
hochreaktiven Zwischenzustand. Ein Reaktionspartner ist z.B. die NHs-Gruppe des Lysines.
Im Folgenden ist die Reaktion beispielhaft dargestellt (PS = Oberfléche der Polystyrolkugel):

i i, ot
PS—C—OH + CH,CH,N=C = N—(cuz),—o't—cua —P cn,cu,—NH—cI: = N—(CH,),—?"—CH,
H
CH, PS—ﬁ—o CH,
o]
+ NH,(Protein) ﬁ’ ? ']' ,CH,
—> PS—C—N—NHy(Protein) + CHyCHN—C—N—(CHy); N\c
H
H H 3

Wie sich im Verlauf weitere Experimente zeigte, ist diese Methode fiir Gelsolin nicht
sehr geeignet, da damit nur eine méfiige Ausbeute an funktionell intakten Gelsolinen auf der
Kugeloberfléiche erreicht werden konnte.

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit ein eigenes Protokoll entwickelt, welches auf unspezi-
fischer Adhé#sion beruht. Die COOH-modifizierten Kugeln wurden dazu in G-Puffer suspen-
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Abbildung 1.11: SDS-Polyacrylamid-Gel von aufgetautem HMM (H), frischem Aktin (A) sowie
Uberstand (engl.: supernatend, S) und Pellet (P). Die Sternchen markieren die Spalten mit dem
Marker. Man beachte: Die Agglomerationsbande des HMM findet sich nur im Pellet wieder (i). Ein
Teil der schweren Ketten des HMMs finden sich im Pellet (i), es handelt sich moglicherweise um
Rigorkopfe. Zusitzlich markierte Banden: Aktin-Bande (iii), leichte Ketten des HMMs (iv). Auch
hier findet sich ein Teil im Pellet.

siert und 15 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben. Die Kugelkonzentration cx betrug ca.
ck ~ 10 pM (~ 6 - 10% Kugeln/ul). Diese Suspension wurde mit einer fquimolaren Aktin-
Gelsolin Proteinmischung versetzt, die ebenfalls 15 Minuten auf einem Rotator bei 4° C
vermischt worden war. Die Kugel-Gelsolin-Aktin Probe wurde iiber Nacht auf einem Rotator
bei 4°C gelagert. Durch die Anwesenheit des Aktins sollte das Gelsolin bei der Bindung in
einer natiirlichen Konformation stabilisiert werden. Die Proteinkonzentration cp betrug ca.
cp =~ 0.15 uM. Die Kugeln wurden daraufhin mit TRITC-BSA (Sigma, A-2289) fluoreszenz-
markiert, gewaschen und in PBS (Phosphat gepufferte Salzlosung) bei 4° C fiir lingstens 4
Wochen aufbewahrt.

Zu c): Eine TRITC-BSA Markierung wurde entweder mit Gelsolin beschichteten Kugeln
oder mit unbeschichteten Kugel durchgefiihrt. Dazu wurde die Kugellosung mit einer TRITC-
BSA (Sigma, A-2289) Losung versetzt. Die Endkonzentration betrug 10 mg/ml (150uM). Die
Probe wurde 1.5 Stunden bei 4° C auf einem Rotator vorsichtig gemischt. Danach wurden
die Kugeln 10x gewaschen:

Ein Waschschritt besteht jeweils aus dem Absedimentieren der Kugel, je nach Kugeltypus
mittels Tischzentrifuge oder magnetisch, dem Abnehmen des Uberstandes und der Resuspen-
sierung in PBS mit 10 mg/ml unmarkiertem BSA.

Die so priparierten Kugeln sind stabil fluoreszent, der Uberstand zeigt im Mikroskop
keine Restfluoreszenz mehr.

1.2.4.3 Myosin

Myosin IT Myosin II wurde ebenfalls aus skelettaler Kaninchenmuskulatur nach einer Vor-
schrift von Margossian und Lowey gewonnen [Margossian und Lowey, 1982]. Die erhaltene
Proteinkonzentration wurde mittels Absorptionsspektroskopie ermittelt (Extinktionskoeffizi-
ent €)7280 = 0.53 cm? /mg bei 280 nm, ebenfalls [Margossian und Lowey, 1982]). Das Myosin
wurde im letzten Priaparationsschritt gegen Phosphatpuffer (25 mM KoHP @4, 0.6 M KCI1,
10 mM EDTA, 1 mM DDT bei pH = 6.5) umdialysiert. Um Myosin zu lagern, wurde diese
Losung im gleichen Verhéltnis mit Glyzerin gemischt und dann bei —20° C aufbewahrt oder
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Abbildung 1.12: Nachweis der Motoraktivitidt des verwendeten Myosins erfolgte mittels , Motili-
ty Gliding Assay“. Aktinfilamente (i7) werden dabei von Myosinen (i), die auf einem Substrat (.5)
adhériert wurden, unter ATP-Verbrauch transportiert. Abbildung von [Univ. Vermont (URL), 2003].

es wurden ihr 30% Saccharose zugesetzt, um sie dann bei —80° C aufzubewahren.

HMM HMM wurde aus Myosin II (s.0.) durch Verdauung mit TLCK” behandelten Chy-
motrypsin prapariert. Die Praparation nach einer Vorschrift von Kron et. al. [Kron et al., 1991]
wurde dabei leicht abgewandelt: Statt die Proteinlosung nach der Chymotrypsin-Behandlung
mit niedrigionischem Puffer zu verdiinnen, wurde sie gegen diesen Puffer umdialysiert. Dies
ergab eine wesentlich hohere HMM-Endkonzentrationen von typischerweise 8 mg/ml.

Die HMM-Konzentration wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt (em230 =
0.64 cm?/mg, [Weeds und Pope, 1977]).

HMM wurde auf zwei verschiede Methoden gelagert: Zum einen wurden kleine Tropfchen
der Proteinlosung in fliisssigen Stickstoff getropft, zum anderen wurden 30% Saccharose zu
der HMM-Losung gegeben. Die Lagerung erfolgte jeweils bei —80° C.

Aufreinigung von HMM HMM wurde nach dem Auftauen teilweise weiter aufgereinigt,
um eventuell denaturierte Proteine und vor allem Rigorkopfe (vergl. Kap. 1.2.1) zu entfernen.
Dazu wurde HMM mit ATP und Mg*" (je 20 mM) in Anwesenheit von polymerisiertem
Aktin (10 pM, F-Puffer Bedingungen) nach einer Stunde Reaktionszeit bei Raumtemperatur
fiir 2 Stunden bei 4° C bei 38000 U/min (Beckmann Ultrazentrifuge, Rotor Typ TI-50)
zentrifugiert. In der Regel aggregieren denaturierte Proteine zu grofieren Agglomeraten und
Rigorkopfe binden fest an das filamentdse Aktin. Sowohl das Aktin mit den Rigorkopfen als
auch die Proteinagglomerate sammeln sich im Pellet, wihrend der Uberstand funktionales
HMM enthélt, das sich wegen des anwesenden ATPs nicht permanent an das Aktin bindet.
Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese tiberpriift.
Anhand des Gels erkennt man, dass ein Teil des HMMs im Pellet verbleibt (Rigorkopfe).
Besonders wichtig ist jedoch, dass eine Bande der HMM-Probe, die agglomerierte Proteine
anzeigt, sich nach der Aufreinigung nur noch im Pellet nachweisen lisst (vergl. Abb. 1.11).
Die effektive Aufreinigung des HMMs ist damit nachgewiesen.

Test der Motoraktivitdt Die Motoraktivitit des Myosins oder des HMMs wurde, wie im
Detail bei Keller beschrieben ([Keller, 2003]), mittels , Motility Gliding Assay“ nach Kron
und Spudich ([Kron und Spudich, 1986]) nachgewiesen.

Bei diesem Test werden Motorproteine funktionell intakt auf einer Oberfliche gebunden.
Nach dem Binden von fluoreszenzmarkierten Aktinfilamenten kann durch Zuspiilen von ATP
die Motoraktivitit gestartet werden, die sich durch einen aktiven Transport der Filamente

"N(a)-p-Tosyl-L-Lysin Chlorometyl Keton
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zeigt (vergl. Abb. 1.12). Bei dem fiir diese Arbeit verwendeten Myosin wurden dabei Trans-
portgeschwindigkeiten bis zu 6 pm/s beobachtet.

1.3 Methoden

Mit Hilfe von aktiven kolloidalen Sondentechniken und insbesondere mit Hilfe der Magne-
tischen Pinzetten (engl.: Magnetic Tweezers, MT) wurden in den letzten Jahren viele mi-
krorheologische Messungen an biologischen Systemen vorgenommen. Dabei wurden sowohl
ganze Zellen ([Bausch et al., 1999; Bausch, 1999; Feneberg et al., 2001]) als auch Aktinnetz-
werke ([Ziemann et al., 1994; Schmidt et al., 1996; Dichtl und Sackmann, 1999, 2002]) oder
DNA ([Haber und Wirtz, 2000; Leuba et al., 2003]) untersucht.

Sowohl in der Biophysik als auch in der Biologie werden als konkurrierende mikromani-
pulative Methode héufig Optische Pinzetten benutzt. Bei einer Optischen Pinzette wird ein
Sondenpartikel mit einem hoheren Brechungsindex als dem des umgebenen Mediums im Fo-
kus eines Laserstrahls gehalten, da die elektromagnetische Welle innerhalb des Mediums mit
dem hoheren Brechungsindex (n ~ +/€) eine hohere Energiedichte (w ~ ¢€) aufweist!, bzw.
die Brechung des Lichts am Kugelrand aus Griinden der Impulserhaltung eine riickstellende
Kraft auf die Kugel ausiibt?.

Magnetischen Pinzetten weisen gegeniiber Optischen Pinzetten eine Reihe von Vorteilen
auf:

1. Es besteht die Moglichkeit mehrere Sondenpartikel gleichzeitig auszulenken,

2. es konnen Sondenpartikel ohne Abstriche durch die gesamte Probe bewegt werden,
3. die Magnetischen Pinzetten benttigen keine Optik zum Einkoppeln des Lasers und
4. es wird keine zusétzliche Laser-Energie in die Probe eingebracht.

Alle diese Vorziige machen die Magnetischen Pinzetten fiir die in dieser Arbeit untersuchten
Aufgabenstellungen zur Methode der Wahl. In Rahmen dieser Arbeit wurden hauptséchlich
Versuche mit einem Aufbau der Magnetischen Pinzetten gemacht, der zur Erzeugung groflerer
Kriifte (Fnqy > 150 pN)? fiir transiente Messungen benutzt wird (sog. ,,High-Force®-Aufbau).
Der zweite Aufbau, der sog. ,, Low-Force“-Aufbau wird fiir frequenzabhéingige (oszillatorische)
Messungen bei kleineren Kriiften (Fynq, < 20 pN)3 benutzt.

Die Kolloid- oder Filamentpositionen wurden mit Hilfe der digitalen Videomikroskopie auf
den kraftgeeichten MT-Aufbauten aufgenommen und EDV-gestiitzt ausgewertet. Der ,,High-
Force*-Aufbau und die weiteren, fiir die Messungen verwendeten Gerite und Methoden sollen
im Folgenden vorgestellt werden. Der ,,Low-Force“- Aufbau wurde fiir diese Arbeit lediglich im
Rahmen einer Kollaboration mit Manfred Keller verwendet ([Uhde et al., 2003]). Eine kurze
Erkléarung befindet sich im entsprechendem Kapitel (4.2.1), fiir eine detailliertere Erkliarung
sei auf [Keller, 2003] verwiesen.

1.3.1 Magnetische Pinzetten - High Force Aufbau

Der Aufbau der Magnetischen Pinzetten ist schematisch in Abb. 1.13 gezeigt. Er besteht aus
drei Teilen:

!Erklirung im Rayleigh Regime, fiir Kugeln, die kleiner als die Laserwellenléinge sind.
2Erkliarung im Mie Regime, fiir Kugeln die grofer als die Laserwellenlinge sind
3 Jeweils fiir die 4.5 ym-Dynabeads
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1. dem Mikroskop (Fluoreszenz oder Durchlicht, jeweils mit digitaler Kamera) mit Halte-
rung fiir Probenkammer und Magnetspule,

2. der Elektronik zum Betrieb der Magnetischen Pinzette (Funktionsgenerator, Verstirker,
Strommesser, Analog/Digital-Wandler) und

3. der Elektronik und die EDV zur Bildakquise (,Frame Grabber“-Karte zum Einlesen
der digitalen Videodaten, Computer mit Software ,,OpenBox“ und schnellem Raid-
Festplattensystem).

Mikroskop und Aufbauten Die Magnetischen Pinzetten wurden auf zwei unterschiedli-
chen Mikroskopen verwendet. Fiir fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (vergl. auch Ab-
schnitt 1.3.3) wurde ein inverses Mikroskop vom Typ Axiovert 200 (Zeiss, Oberkochen)
verwendet. Als Objektiv wurden hochauflésende und lichtstarke Olimmersionsobjek-
tive mit grofler numerischer Apertur der Firma Zeiss verwendet (Plan-Apochromat
63x/1.400il und Plan-Neofluar 100x/1.30il). Die Beleuchtung erfolgte iiber eine Hochdruck-
Quecksilberdampflampe HBO 100 (ebenfalls Zeiss).

Fiir Rhodamin/TRITC wurde der Filtersatz Nr. 15 der Firma Zeiss benutzt (Bandfilter
546 + 12 nm, Strahlteiler bei 580 nm, Langpass bei 590 nm [Zeiss (URL), 2003]). Fiir die
Messungen mit FITC wurde der Filtersatz Nr. 09 der Firma Zeiss benutzt (Bandfilter 450 —
490 nm, Strahlteiler bei 510 nm, Langpass bei 515 nm [Zeiss (URL), 2003]). Die verwendete
Kamera war eine Hamamatsu Orca-ER (Hamamatsu, Herrsching).

Fiir Durchlichtexperimente wurde ein inverses Mikroskop vom Typ Axiovert 10 benutzt.
Das verwendete Objektiv war ein Plan-Neofluar 10x/0.3 (alles Zeiss). Die verwendete Kamera
war eine Hamamatsu C4880-80 (Hamamatsu, Herrsching).

Mit den verwendeten Kameras kénnen fiir Teilbilder unter giinstigen Verhéltnissen Bildra-
ten von unter 10 ms realisiert werden.

Die Bilder wurden in Echtzeit von der Aufnahmesoftware ,,OpenBox“ auf dem Festplatten-
Raid-System des Rechners gespeichert. Zur Archivierung der digitalen Videodateien (ty-
pischerweise 10-20 GByte Datenvolumen pro Messung) wurden diese mittels Wavelet-
Transformation auf 10% ihres Anfangsvolumens komprimiert. Die Daten wurden dann auf
Compact-Disks (CDs) oder Digital-Versatile-Disks (DVDs) archiviert. Der Verlust an Genau-
igkeit durch die Komprimierung liegt unterhalb der Genauigkeit der verwendeten Optik. Es
findet also kein relevanter Informationsverlust statt [Keller et al., 2001a].

Auf dem speziell fiir diese Anwendung gefertigten Mikroskoptisch befindet sich ein Rah-
men, welcher sowohl die temperierbare Probenkammer als auch die Magnetspule (Kupferdraht
@ = 0.7 mm, 1600 Windungen, @ x L = 5 x 4.5 cm) aufnimmt. Der Weicheisenkern der Spule
(@ x L=1x6.5 cm) verjiingt sich zur Probenkammer hin und ragt mit seiner Spitze einige
Millimeter in die Kammer hinein (vergl. Abb. 1.15(b)). Die Messkammer wird mit Silikon-
Vakuumfett (, Hochvakuumfett mittel“ Wacker Chemie, Miinchen) abgedichtet. Details zur
Messkammer finden sich im Abschnitt 1.3.2. Die Abbildung 1.14 zeigt den montierten ,,High
Force“-Aufbau.

Elektronik Die Elektronik besteht aus einem Funktionsgenerator (Typ DS345 Stanford
Research Systems, Sunnyvale, USA), der die zu verstirkenden Pulsinformationen als Span-
nungssignal an einem 50 2 Ausgang liefert. Dieses Signal wird von einer spannungskontrol-
lierten Stromquelle (,, Verstérker”, Anfertigung der Elektronikwerkstatt der TU-Miinchen,
Id.-Nr. 9604) in ein definiertes, von der Last unabhéngiges Stromsignal umgewandelt. Die
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Abbildung 1.13: Ubersicht iiber den Aufbau der Magnetischen Pinzetten (,,High Force® Aufbau). Der
Aufbau besteht aus dem Mikroskop, der Elektronik, der Datenaufnahme und der Datenverarbeitung.
(a) Schematische Darstellung der Durchlichteinheit: Halogenlampe vi und Linsensystem ii/v. (b)
Schematische Darstellung der Fluoreszenzeinheit: Quecksilberdampflampe ¢, Linsensystem i, Filter
und dichroitischer Spiegel #ii. Der Ausschnitt zeigt eine schematische Darstellung des fiir Messungen
benutzten Bereiches der Probenkammer iv. Weitere Erklarungen befinden sich im Text.
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Abbildung 1.14: Montierter ,High Force“-Aufbau. Der Aufbau befindet sich auf einem Axiovert
200. Die einzelnen Teile sind: Halterahmen (i), temperierbarer Flansch mit Zu- und Ableitung (i),
Alurahmen (i7i) zur Aufnahme der inneren Kammerelemente, Teflonrahmen (iv) mit Vertiefung (im
Mikrokanal ist ein PT-100 montiert (v)), Spule (vi) mit Spulenkern (vii), der in die Aussparung des
Teflonrahmens hinein ragt. Im Bild links ist die Kamera zu erkennen und im Bild oben ist der teilweise
zuriick geklappte Kondensor zu sehen. Die Anschlusskabel fiir die Spule und den PT-100 wurden vor
der Aufnahme entfernt, um die Ubersichtlichkeit zu verbessern.

maximale Ausgangsspannung des Verstéirkers betrigt 60 V, die maximale Stromstéirke be-
tragt 4.5 A. Der vom Verstéarker gelieferte Strom erzeugt in der Magnetspule die Felder, deren
Gradienten Krifte auf die Magnetischen Sonden ausiiben. Die Abhéngigkeit der Kraft vom
Strom wird in Kapitel 3 diskutiert.

Im Stromkreis befinden sich, seriell zur Spule, definierte Lastwiderstinde zu 10 Watt mit
entweder 0.5 2, 1 Q oder 2 Q (0.1% Toleranz, Typ RH-10 Vishay Electronik GmbH, Landshut).
Der Spannungsabfall iiber einen dieser Widerstéinde wird {iber eine Analog-Digital-Wandler
Karte in den Messrechner eingelesen. Dieses Signal ist direkt proportional zum Spulenstrom.

Bildakquise Die von den 10 oder 12-Bit* Digitalkameras gelieferten Bildsignale werden
iiber einen zur Kamera gehorenden Kontroller an eine ,, Frame-Grabber-Karte* weitergeleitet.
Diese reicht die Bilder an den Messrechner weiter. Auf einem ausreichend schnellen Rechner
ist die verwendete Software ,,OpenBox“ in der Lage Vollbilder in der Geschwindigkeit, mit
der sie vom Kontroller iibermittelt werden, direkt auf ein schnelles Raid-Festplattensystem
zu schreiben.

Die Mikroskopiebilder wurden teilweise mit sog. Binning aufgenommen. Beim verwen-
deten Zweifach-Binning werden jeweils 2 x 2 Bildpunkte (Pixel) zusammen ausgelesen. Ein
Zweifach-Binning-Pixel enthélt dadurch die integrierte Intensitdt von vier normalen Pixeln,
was besonders fiir Fluoreszenzaufnahmen bei geringer Fluoreszenzintensitéit hilfreich sein
kann. Die Auslesegeschwindigkeit steigt beim Zweifach-Binning ca. um einen Faktor 2. Diese
Vorteile miissen jedoch mit einer um den Faktor 2 reduzierten Auflésung bezahlt werden,
weshalb der Einsatz des Binnings nicht immer optimal ist.

Weitere Details zu Bildakquise und eine genaue Beschreibung der Software ,,OpenBox“
konnen bei J. Schilling [Schilling, 2003] nachgelesen werden.

4Farbtiefe. 10Bit = 2'° = 1024 Graustufen, 12Bit = 2'? = 40964 Graustufen
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Abbildung 1.15: (a) Schematischer Aufbau der Messkammer. Der Aluminiumrahmen wird an einen
temperierbaren Kupferhalter geschraubt (Halter nicht gezeigt). Im Rahmen liegt erst ein Deckglas mit
einem Fettrand, dann der Teflonrahmen mit einer Aussparung (7) fiir die Probe und die Magnetkern-
spitze. Auf dem Teflonrahmen liegt wieder ein Deckglas. Durch den Mikrokanal (i) kann einerseits
ein kleiner Pt100 in die Probe eingefiihrt werden (ebenfalls nicht gezeigt), andererseits kann die Probe
iiber diesen Kanal den Druck ausgleichen, der beim Verschlieflen der Kammer entsteht. (b) Seitenan-
sicht der Kammer mit Magnetspule und Kern in maflstabsgetreuem Groflenverhéltnis mit Deckglédsern
(schwarze Linien), Teflonkammer (gestrichelt) und Probe (grau). Der Ausschnitt zeigt eine Detailan-
sicht des Mikrokanals (ohne PT-100). An der Verteilung der Probe ist die Druckausgleichsfunktion
des Kanals gut zu erkennen.

1.3.2 Verbesserung der Apparatur

Der Aufbau der Messkammer, wie bei [Dichtl, 2001] beschrieben, konnte im Rahmen dieser
Arbeit entscheidend verbessert werden:

e Durch Absenken der Kammerdecke konnte das Probenvolumen bei gleicher experimen-
tell zugénglicher Fliche verkleinert werden (von ca. 1 ml auf ca. 100 ul), was besonders
bei Proben mit Myosin sehr wichtig war, da dieses Protein nur in kleinen Mengen
préapariert werden kann.

e Durch Einfiihrung eines zweiten, die Kammer nach oben abschliefenden Deckglases,
konnte die thermische Drift und die Verdunstung des Probeninhalts stark reduziert wer-
den. Die Verzerrung des Durchlichtbildes aufgrund der Linsenwirkung der gekriimmten
Probenoberfliche konnte damit vollig beseitigt werden.

e Durch einen neu eingefithrten Mikrokanal kann einerseits ein Miniatur Pt100-
Messwiderstand zur direkten Temperaturmessung in das Probenvolumen eingefiihrt
werden, andererseits erlaubt der Kanal einen Druckausgleich und ein Entweichen der
Luft beim Aufsetzen des oberen Deckglases. Die Probe kann somit Kompressions- und
Scherkriiftefrei verschlossen werden.

Zusétzlich wurde die Strommessung durch Verwendung von Prézisionswiderstédnden ver-
bessert: Der Ausgang des Verstérkers weist bei kleinen Stromen stéarkere Nullpunktsschwan-
kungen und hoheres Rauschen auf. Das Rauschen konnte um 86% und die Nullpunktsschwan-
kungen um 91% reduziert werden (vergl. Abb. 1.16(a)).

Weiterhin wurde ein auf die Magnetspule abgestimmtes Entmagnetisierungsgerét kon-
struiert und benutzt, um die Spulenkerne vor jedem KExperiment zu entmagnetisieren.
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Damit konnte die Restmagnetisierung unter die Nachweisgrenze gesenkt werden (vergl.
Abb 1.16(b),(c)). Fiir Flussdichte-Messungen wurde ein Tesla-Meter der Firma Projekt Elek-
tronik GmbH, Berlin vom Typ FM 210 verwendet.

1.3.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die Methode der Fluoreszenzmikroskopie beruht auf dem Effekt, dass gewisse Molekiile (meis-
tens solche mit ausgedehnten konjugierten m-Elektronensystemen) einen Teil des von ihnen
absorbierten Lichts in Form langwelliger Strahlung wieder abgeben kénnen.

Zur Durchfithrung der Fluoreszenzmikroskopie wird das Licht einer intensiven Lichtquelle,
wie z.B. einer Quecksilberhochstdrucklampe, benotigt. Das Licht der Lampe erreicht zunéchst
den Anregungsfilter. Dieses Filter sorgt dafiir, dass nur solche Strahlung das Priparat errei-
chen konnen, deren Wellenldnge auf die Anregung des Farbstoffes abgestimmt sind. Das
Anregungslicht wird mit Hilfe eines wellenldngenabhéngigen (dichroitischen) Spiegels auf die
Probe gelenkt.

Alle wesentlichen Uberginge, die nun in einem Farbstoffmolekiil stattfinden, konnen ver-
einfacht in einem Drei-Niveau-System dargestellt werden: Vom elektronischen Grundzustand
(Singulett, S0) geht das Molekiil durch die Lichteinstrahlung in den elektronisch angeregten
Zustand S1 (, S2, ...) iiber. Dieser Ubergang erfolgt in den Schwingungsgrundzustand oder
in ein Schwingungsniveau (mit unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten) und ist extrem schnell
(~ Femtosekunden). Die Summe dieser Ubergéinge bestimmen das Absorptionsspektrum.

Schwingungsanregungen in den elektronisch angeregten Zusténden zerfallen innerhalb von
Pikosekunden strahlungslos in den S1 Grundzustand (innere Konversion). Von hier aus féllt
das Molekiil nach Nanosekunden in seinen S0-Grundzustand oder einen seiner Schwingungs-

zustinde. Diese Uberginge ergeben das zur Anregung rotverschobene Fluoreszenzspektrum
(Abb. 1.17).

Das rotverschobene Fluoreszenzlicht, das vom Farbstoffmolekiil ausgesendet wird, wird
nun vom dichroitischen Spiegel kaum noch reflektiert und gelangt deshalb zum Emissionsfilter
der jegliche Reste reflektierten Anregungslichts blockiert.

1.3.4 Transmissions-Elektronenmikroskopie

Um Biindelungen und Maschenweiten der Aktinnetzwerke zu untersuchen, wurden einigen
Proben mit Hilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) untersucht. Dabei wurde
die Methode des ,,Negative Staining“ angewandst.

Dazu wird ein Tropfen des Aktinnetzwerkes auf ein EM-Grid (kohlebedampftes Mikro-
Kupfernetz) aufgetropft. Der grofite Teil der Probe wird anschlieBend mit einem Filterpapier
wieder abgesaugt. Die Probe wird nun mit doppelt destilliertem Wasser gespiilt. Nach dieser
Prozedur verbleiben nur die direkt auf der Oberfliche adsorbierten Aktinfilamente und/oder
Motorproteine auf dem Grid.

Die Oberfliche wird dann fiir 60 Sekunden mit einer 0.8%igen Uranylacetat-Losung in-
kubiert. Die auf der Probe verbleibenden Uranatome liefern nach dem Trocknen der Probe
den notigen Kontrast in der TEM-Aufnahme.

Die Untersuchungen am Elektronenmikroskop wurden in Zusammenarbeit mit unserer
Mitarbeiterin Monika Rusp an einem Geréat vom Typ Phillips CM-100 durchgefiihrt.
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Abbildung 1.16: (a) Spulenstrom gemessen iiber den Ausgang des Verstérkers (grau) und als Span-
nungsabfall {iber einen Prizisionswiderstand (durchgezogene Linie). Die Verbesserung betriigt 86%
fiir das Rauschen und 91% fiir die Nullpunktsschwankungen. Zwischen 55 und 58 Sekunden wurde ein
realer Strompuls erzeugt. (b) Spannungsverlauf beim Entmagnetisieren der Spule. Der maximale
Strom sinkt von ca. 6 A auf etwa 20 mA nach drei Sekunden. Das remaneszente Feld der Spule ist
danach mit der verwendeten Hall-Sonde nicht mehr messbar (nicht gezeigt). (¢) Hysteresekurve des
Weicheisenspulenkerns nach vorhergehender Magnetisierung. Der Ausschnitt zeigt eine VergroBerung
der Kurve fiir kleine Strome. Die Restmagnetisierung betrigt etwa 3 mT.
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Abbildung 1.17: Vereinfachtes Termschema eines fluoreszierenden Molekiils. Vom elektronischen
Grundzustand (Singulett, S0) geht das Molekiil durch die Lichteinstrahlung (hfa) in den elektronisch
angeregten Zustand S1 (, S2, ...) iiber. Ein Ubergang erfolgt in den Schwingungsgrundzustand oder in
ein Schwingungsniveau (Abs.). Diese Uberginge ergeben das Absorptionsspektrum. Die Schwingungs-
anregungen zerfallen strahlungslos in den S1 Grundzustand (innere Konversion). Von hier aus geht
das Molekiil in seinen S0-Grundzustand oder in einen seiner Schwingungszustinde (F1.) tiber. Dieser
Ubergang kann strahlungslos (nicht gezeigt) oder unter Aussendung von Fluoreszenzlicht (hfr.) erfol-
gen, welches dann das zur Anregung rotverschobene Fluoreszenzspektrum ergibt. Moglich ist auch der
(je nach Molekiil wahrscheinliche oder unwahrscheinliche) Ubergang in den metastabilen T1-Zustand.
Der Zerfall zum Grundzustand von hier aus ist sehr langsam, man spricht dann von Phosphoreszenz
(Ph.).

1.3.5 Digitalen Bildverarbeitung

Die Bilder der digitalen Kameras werden von der Software ,,OpenBox“ in einem unkompri-
mierten 16-Bit AVI-Format® gespeichert und nach Beendigung der Messung mit Hilfe von
Wavelet-Kompressionsalgorithmen komprimiert.

Wie bereits beschrieben, bleibt der Fehler, der bei der Positionsbestimmung der Kugel
durch die Komprimierung entsteht, unter der Auflésung der verwendeten Mikroskopoptik.

Der erste Schritt der quantitativen Bildverarbeitung ist die Kugelnachverfolgung. Da-
zu wird je nach Qualitdt und Beschaffenheit des Videomaterials mit verschiedenen, in der
Software integrierten Algorithmen gearbeitet, z.B. einem Gauf-Fit auf einem Paar sich kreu-
zender Linien oder ein zweidimensionaler Gau-Fit oder eine Korrelationsmaximierung oder
das Auffinden von Radialsymetrien [Schilling, 2003].

Mit Hilfe der genannten Algorithmen kann die Software die Position des Kugelmittel-
punkts auf Bruchteile von Pixeln genau bestimmen. Gleichzeitig mit dieser Information wird
die Zeit und der aktuelle Kanal der AD-Wandlerkarte, dessen Signal proportional zum Spu-
lenstrom ist, in einer Textdatei gespeichert.

Die Textdatei kann nun fiir weitere Analysen ausgelesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde fiir alle weiteren Datenbearbeitungen oder Analysen die Software ,Igor Pro“ ( Wave
Metrics, Lake Oswego, OR, USA) verwendet.

In der Regel wurde das Einlesen der Daten durch Makros automatisiert und je nach ver-
wendeter Mikroskop/Ojektiv-Kombination eine automatische Ortsskalierung durchgefiihrt.
Die Zeitinformation wurde auf Sekunden skaliert, fehlende Zeitrdume in der Messung, z.B.
durch Aussetzer bei der Kugelnachverfolgung oder durch Messpausen wurden korrigiert. Da-
nach wurden die AD-Wandlerkaniile in den tatséichlichen Spulenstrom zuriickgerechnet und
die Kugelpositionen automatisch auf Absténde zum Spulenkernende skaliert. Dies ist notig da
die Kraft, die auf das Sondenpartikel wirkt, von diesem Abstand und von dem im Moment der
Aufnahme flielenden Strom abhéngt. Je nach Typ des Experiments wurden die Daten dar-
aufhin auf die Kraft normiert und in einzelne Pulse zerlegt (Einzelheiten zum Zusammenhang

Sengl.: Audio Video Interleave Format
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zwischen Strom, Abstands und Kraft siehe Abschnitt 3).

Anschlielend wurden verschiedene detaillierte Analysen mit den Daten durchgefiihrt, die
im Einzelnen in den Experimentalkapiteln beschrieben sind.

Die Datenmenge von mehreren tausend Datenpunkten pro Kugelnachverfolgung und bis
zu 100 verfolgten Kugeln pro Experimentiertag, die bei der digitalen Video-Mikroskopie
anfillt, ist bei Bearbeitung von Hand nicht mehr beherrschbar. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden deshalb Programme in der Makrosprache der Software ,,Igor Pro*“ entwickelt, welche
diverse Aufgaben automatisieren. Insgesamt wurden weit iiber 4000 Zeilen Programmcode
geschrieben und mehr als 20 komplexe Aufgabenstellungen implementiert, z.B. Daten ein-
lesen, Daten skalieren, Spulenkern-Abstand-Skalierung, Kraftdaten berechnen, Pulse sepa-
rieren, Pulse mittels Kraftdaten normieren, zweite Pulshélfte 16schen, Durchschnitt mehrere
Pulse berechnen, usw. .

Weiterhin wurde fiir einige Auswertungen auch eine Filamentverfolgung durchgefiihrt
[Ziemann, 1997]. Diese Art der Auswertung ist kaum automatisiert. Filme konnen bis jetzt
nur Bild fiir Bild bearbeitet werden, was diese Auswertungsmethode extrem zeitaufwendig
macht.
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Theorie

Aktinnetzwerke, welche Gegenstand der Untersuchung dieser Arbeit waren, zeigen sowohl
elastisches als auch viskoses Verhalten. Sie gehtren somit zur Klasse der viskoelastischen
Materialien. Je nachdem, ob sie dauerhaft und stabil vernetzt oder unvernetzt sind, betrachtet
man sie entweder als viskoelastische Festkorper (d.h. das Netzwerk verhélt sich auf langen
Zeitskalen elastisch) oder als viskoelastische Fliissigkeiten (d.h. das Netzwerk verhélt sich auf
langen Zeitskalen fluide).

Ein reines (in vitro) Aktinnetzwerk besteht aus verschlauften semiflexiblen Polymeren.
Deshalb folgt zunichst eine kurze Ubersicht iiber Polymere und ihre Netzwerke an sich. Im
Anschluss daran werden einige Grundbegriffe der Viskoelastizitdtstheorie diskutiert. Darauf
folgt ein kurzer Uberblick iiber die klassischen Methoden der rheologischen Beschreibung von
Aktinnetzwerken und anschliefend eine kurze kritische Diskussion derselben. Danach wird
eine neue Methode der Beschreibung fiir rheologische Messungen an Aktinnetzwerken oder
verwandten Systemen vorgestellt und in diesem Zusammenhang der Begriff des osmotischen
Widerstands eingefithrt und beschrieben.

Abschlielend wird der theoretische Hintergrund der Kraftiibertragung auf magnetische
Sondenpartikel durch die Magnetischen Pinzetten erlautert.

2.1 Polymere und ihre Netzwerke

Fiir die Klassifikation von Polymeren spielen neben den physikalischen Grundeigenschaften
wie Masse m, Konturlinge 0 < s < L, Durchmesser d und der Monomeranzahl a vor allem
die Persistenzlénge [, und der mittlere quadratische End-zu-End-Abstand <R2> mit R =
r(L) — r(0) eine Rolle.

Die Persistenzlange ist die Konturlinge zwischen zwei Punkten s; und s auf dem Fila-

ment, bei der die gemittelte Korrelation der (Einheits-) Tangentenvektoren ¢; = ag—g‘ji) (zeitlich
oder rdumlich) von 1 auf 1/e abgefallen ist:
—(s2—51)
<t1,t2 >=e lp (2.1)

Die Persistenzléinge ist dabei ein temperaturabhéingiges Maf fiir die Biegesteifigkeit x des

Polymers:
K

lp = ——=
P kgT
mit k = Biegesteifigkeit, kp = Boltzmann Konstannte und 7" = Temperatur.

Der mittlere quadratische End-zu-End-Abstand <R2> als Maf} fiir die mittlere rdumli-
che Ausdehnung des Polymers lisst sich folgendermaflen aus der Persistenzlinge berechnen

(2.2)
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[Landau und Lifschitz, 1970]:
(R?) =212 L et (2.3)
P \1, :

Anhand des Verhiltnisses aus Persistenzlinge und Konturlinge bzw. aus Persistenzlénge
und <R2> konnen Polymere in drei Klassen eingeteilt werden:

Steife Polymere (Steife Stibe) lp>L, (R%) = L*
Semiflexible Polymere lp~ 1L, (R%) < L2
Flexible Polymere (Polymerkn&ule) lp < L, (R?) < L?

Beispiele fiir flexible Polymere sind die meisten synthetischen Polymere (wie auch das in
Kapitel 1.2.3 beschrieben Polystyrol). Bei dieser Filamentklasse ist keine Orientierung der
Verbindung zwischen den einzelnen Monomeren energetisch stark bevorzugt. Die Konforma-
tion flexibler Polymere ist daher fast ausschliefllich von der Entropie S bestimmt, welche
deshalb als Zufallsknéduel vorliegen. Diese Polymere kénnen unter Vernachldssigung der Bie-
gesteifigkeit befriedigend als sog. GauBische Kette beschrieben werden ([Doi und Edwards,
1989], Kapitel 2.2).

Ein Beispiel fiir steife Polymere sind Mikrotubuli, die eine Persistenzldnge von einigen
Millimetern besitzen ([Maier, 2001]), aber in vivo maximal ein Lénge von einigen 10 gm (ent-
sprechend dem Zelldurchmesser) erreichen. Die Beschreibung dieser Polymere erfolgt unter
Vernachléssigung der entropischen Effekte befriedigend mit einer Theorie fiir elastische Stébe
([Doi und Edwards, 1989], Kapitel 8.3).

Aktin besitzt bei Raumtemperatur eine Persistenzlinge von ca. 17 um [Gittes et al.,
1993] und in vitro eine durchschnittliche Konturlinge von 22 pym [Kaufmann et al., 1992].
Aktin gehort somit zur Klasse der semiflexiblen Polymere: Die Konformationsdynamik des
filamentosen Aktins ist daher sowohl von der Entropie S als auch von der Biegesteifigkeit
k der Filamente bestimmt. Die theoretische Beschreibung dieser Polymerklasse erfolgt
explizit unter Beriicksichtigung von Entropie und Biegesteifigkeit. Die Polymere werden
dazu als differenzierbare, nicht dehnbare Raumkurve r(s) mit Konturlinge L beschrieben
(Worm-Like-Chain Modell). Die statistischen Eigenschaften des Polymers werden dabei am
besten durch die freie Energie H dargestellt, die sich aus dem Integral iiber alle lokalen
Kriimmungen gewichtet mit der halben Biegesteifigkeit « ergibt:

H=" /L<82r(3)>2 ds (2.4)
2 ) "o

Fiir die Verteilungsfunktion des End-zu-End Abstandes semiflexibler Polymere ergibt
sich dabei eine interessante Konsequenz: Aufgrund der entropischen Effekte fluktuiert der
tatsichliche End-zu-End Abstand R um den mittleren End-zu-End Abstand +/(R?), die Ver-
teilungsfunktion fiir diesen Prozess ist eine Gauflifunktion. Da sich das Polymer aufgrund der
nicht vernachléssigbaren Biegesteifigkeit aber bevorzugt in einer eher gestreckten Konforma-
tion befindet, wird sich nicht nur der Mittelwert der Verteilungsfunktion wie in Gleichung
(2.3) beschrieben in Richtung der Polymergesamtlinge verschieben, sondern die Verteilungs-
funktion wird zusétzlich noch stark asymmetrisch ([Wilhelm und Frey, 1996]. Als Grenzfille
dieser detaillierten Beschreibung ergeben sich die Verteilungsfunktion fiir die Gauflsche Kette
oder fiir den steifen Stab (vergl. Abb. 2.1).
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p(R) [bel. Einh.]

I I I I I I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

End-zu-End Abstand R [pro L]

Abbildung 2.1: Asymmetrische End-zu-End Abstandsverteilungsfunktion p(R) (¢) im Grenzfall fur
sehr kleine Persistenzlédngen bei flexiblen Polymeren (I, ~ 0.1L, Gaufiférmige Verteilungsfunktion um
null), (i¢) fiir semiflexible Polymere fiir [p = L, bzw. (ii7) fiir sehr grofler Persistenzldngen bei steifen
Polymeren (I, ~ 30L, singuldre Verteilung bei R ~ L).

Polymernetzwerke Beim Losen eines Polymers in einem guten Losungsmittel entstehen
Netzwerke, die nach ihrem Verdiinnungsgrad in folgende Regimes eingeteilt werden [Doi und
Edwards, 1989]:

e Verdiinnte Losung: Der mittlere Abstand der einzelnen Polymere ist so grof3, dass sie
relativ frei rotieren und fluktuieren kénnen. Die Polymer-Polymer-Wechselwirkung ist
vernachléssigbar.

e Halbverdiinnte Lésung: Die Konzentration der Polymere ist gerade so hoch, dass Ver-
schlaufungen der Filamente auftreten.

o Konzentrierte Losung: Die einzelnen Polymere iiberlappen und verschlaufen sich stark:
Die Losung ist isotrop.

o Flissigkristalline Lésung: Bei einem hohen Volumenbruchteil des gelosten Polymers mit
endlichem Eigenvolumen ordnen sich semiflexible Filamente oder steife Stdbchen: Die
Losung wird fliissigkristallin.

Der Ubergang zwischen den Regimes ist flieBend und hingt wesentlich davon ab, welcher
Klasse die Filamente angehoren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer Aktinkonzentra-
tion in der GroBlenordnung von 10 uM gearbeitet. Das entspricht einem Volumenbruchteil des
Aktins von nur ca. 0.1%. Die semiflexiblen Aktinpolymere verschlaufen sich bereits bei dieser
sehr niedrigen Polymerkonzentration. Dies liegt an der weitgehend gestreckten Konformation
der einzelnen Filamente und bewirkt, dass das Polymernetzwerk einer halbverdiinnten bis
konzentrierte Losung semiflexibler Filamente sowohl Eigenschaften einer Fliissigkeit als auch
eines Festkorpers aufweist (viskoelastisches Verhalten, siehe néichstes Kapitel).

Eine zum Verdiinnungsgrad #quivalente und gebréduchlichere Grofle zur Beschreibung
des Netzwerkes ist die sog. Maschenweite £. Damit wird der mittlere Abstand zwischen
zwei Kreuzungspunkten im Netzwerk bezeichnet. Im Fall von F-Aktin wurde in dieser
Arbeitsgruppe ([Schmidt et al., 1989]) empirisch folgender Zusammenhang zwischen ¢ (in
pum) und der Monomerkonzentration ¢, (in mg/ml) bestimmt:

c —1/2
&[pum] = 0.34 - (m“/ml) (2.5)

Sind Vernetzungsproteine im Netzwerk vorhanden, gibt es eine weitere wichtige Grofle:
Den durchschnittlichen Vernetzer-Abstand d. Der Einfluss des Verhéltnisses n = £/d auf die
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Struktur der Aktinlosung kann mit Hilfe der Perkolationstheorie beschrieben werden, die nach
dem ersten Auftreten einer zusammengehorenden, die ganze Probe durchziehenden Gruppe
von Filamenten in Abhéngigkeit von 7 fragt. Hierzu sei z.B. auf die Arbeit von [Tempel,
1996; Tempel et al., 1996] verwiesen, der die Phaseniibergéinge eines Aktinnetzwerkes in
Abhéngigkeit von 7 fiir das Vernetzungsprotein a-Aktinin untersucht hat.

Filamente im Netzwerk Fiir die mikroskopische Beschreibung des Verhaltens ein-
zelner Filamente in solchen Netzwerken hat sich in den letzten Jahren das Rohren-
Modell' durchgesetzt. Dabei fasst man die Filamente, welche den Phasenraum des betrachte-
ten Filaments einschrinken als (unregelméfig geformte) Rohre zusammen, in der das Fila-
ment fluktuieren und lateral diffundieren kann ([de Gennes, 1979; Doi und Edwards, 1989]).
Die wichtigsten Groflen dieses Modells sind in Abbildung 2.2 zusammengefasst.

Fiir sehr kurze Zeiten ¢t < 7. (7 ist die sog. Entanglement-Zeit, s.u.) kann das Polymer
dabei als frei im Losungsmittel beweglich angesehen werden. Fiir diese Zeitskalen werden
die umgebenden Polymere vernachlissigt. Die Dynamik senkrecht zur Filamentachse r | (s, t)
ist dabei von besonderem Interesse, da diese das Kurzzeitverhalten der Viskositit bestimmt.
Aber auch fiir Zeiten ¢ > 7, ist diese Komponente der Dynamik sehr wichtig, da sie z.B.
das Antwortverhalten von Sondenpartikeln im Netzwerk bestimmt, wie im n#chsten Kapitel
gezeigt wird.

Da semiflexible Polymere wie Aktin normalerweise lokal schwach gekriimmt sind, kann
fiir diesen Zeitbereich die Niherung des schwach gekriimmten Stabes benutzt werden, um die
folgende Langevin-Gleichung aufzustellen ([Soda, 1973]):

ory (s,t) 'ry (s,t) Stoch
ST o g pltech 2.6
mit einem effektiven Reibungskoeffizienten (| = 47n/In(\/a), der die Viskositdt n der
Fliissigkeit, den Durchmesser a des Polymers und eine hydrodynamische Abschirmlinge A
beinhaltet. Die angreifenden thermischen Kréfte sind dabei rein stochastischer Natur.
Aus Gleichung (2.6) folgt direkt die typische Abklingdauer 7; thermisch angeregter Un-
dulationen der Wellenlédnge I:
gL 4
=] 2.7
n= (2.7)
Weiterhin folgt die Zeitabhingigkeit der mittleren quadratischen Abweichungen (MSD)? die-
ser Undulationen (r2 ) = (r (t) — 7, (0)) zu:

(2o (221 " (2.8)
)X &_111?/3 .

Aus dieser Betrachtung folgt also ein subdiffusives Verhalten mit einem skalierenden Expo-
nenten von 3/4 fiir die Kurzzeitfilamentdynamik.

Fiir lingere Zeiten miissen die umgebenden Filamente mit in Betracht gezogen wer-
den. Fiir transversale Fluktuationen wird die Beschrankung durch die Reptationsréhre durch
Einfiihrung einer harmonischen Riickstellkraft —k - (s, t) beriicksichtigt [Odijk, 1983].

Eine neue Gréfle in diesem Modell ist die Verhakungs- oder Entanglement-Linge

Le ~ 0.58 Y711/ (2.9)

Lyon lat. reptare, kriechen
2von engl.: mean square displacement
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Abbildung 2.2: Reptationsmodell: Das betrachtete Filament ¢ fluktuiert in seiner Reptationsrohre
11, die durch die umgebenden Filamente iii gebildet wird. Eingezeichnete Dimensionen: Maschen-
weite &, Filamentdurchmesser a, maximal Fluktuationsamplitude (= Roéhrendurchmesser) 7., und
Entanglement-Lénge L..

[Hinner et al., 1998] Sie entspricht dem mittleren Abstand von zwei Beriihrungspunkten des
Filaments mit seiner Reptationsrohre. Undulationen mit Wellenldngen grofler als L, werden
stark iberddmpft (vergl. auch Abb. 2.2).
Die bereits erwiahnte Entanglement-Zeit 7. kann im Rahmen dieses Modells zu folgendem
Wert bestimmt werden [Isambert und Maggs, 1996]:
1/3 8/3
Clp T'max
=P Tex 2.10
Te kT ( )
mit ¢ = 27n/In(A/a). Aus Gleichung 2.10 folgt direkt die starke Abhéngigkeit der
Entanglement-Zeit vom Durchmesser der Reptationsréhre.

Die Reptationsrohre selbst ist durch &uflere Kréfte oder durch Diffusion der sich bildenden
Filamenten Forménderungen unterworfen. Den diffusiven Anteil beschreibt man durch eine
zusétzliche Diffusionsgleichung iiberddmpfter Phononen eines homogenen effektiven Mediums
[Kroy, 1998]. Zusammengefasst kann man daraus das Zeitverhalten der mittleren quadrati-
schen Verschiebung quer zur Filamentachse berechnen [Kroy, 1998]. Eine wichtige Grofe ist
dabei der mittlere Zeitabstand der Wechselwirkung des Polymers mit der Reptationsréhre
(7e): Fiir Zeiten t < 7, zeigt die mittlere quadratische Verschiebung immer ein Skalenverhal-
ten von <r2l> o t3/%. Qualitativ ist dies in Abbildung 2.3 gezeigt.

Die Bewegung des Polymers aus einem alten Segment der Rohre in ein neues Segment, die
sog. Reptation, ldsst sich mit existierenden Theorien [Semenov, 1986; Isambert und Maggs,
1996; Granek, 1997; Everaers et al., 1999] grundsiitzlich analog zur Reptation flexibler Poly-
mere beschreiben. Allerdings sind quantitative Ergebnisse dieser Ansétze untereinander oft
nicht vergleichbar, da es Unterschiede in den Grundannahmen gibt und zudem fiir semiflexible
Polymere nicht sinnvolle Randbedingungen benutzt werden miissen. Da die Reptationsdiffusi-
on der Aktinfilamente fiir die Fragestellungen dieser Arbeit von untergeordneter Rolle waren,
sei fiir eine detaillierte Erklarung auf die gute Zusammenstellung der verschiedenen zugrunde
liegenden Mechanismen in [Dichtl, 2001] verwiesen.

Unabhéngig vom zugrundegelegten Modell gilt jedoch, dass in einem verschlauften Netz-
werk semiflexibler Polymere Spannungen langfristig nur iiber eine Umordnung des Netzwerkes
relaxieren konnen, was wiederum aufgrund der Verschlaufungen nur iiber eine Selbstdiffusi-
on der Filamente entlang ihrer Achsen moglich ist. Die Zeitkonstante dieser Relaxation ist
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Abbildung 2.3: Qualitative Beschreibung des MSD—Verlaufs fiir Fluktuationen quer zur Filamen-
tachse in dopellogarithmischer Auftragung: (i) Freies Polymer, (i) Polymer in statischer Rohre, (i)
Polymer in verénderlicher Reptationsrohre. Die MSD—Achse ist auf die maximale Fluktuationsampli-

tude 72, normiert. Die Zeitachse ist auf den mittleren Zeitabstand der Wechselwirkung des Polymers

mit der Reptationsréhre (7.) normiert.

also die typische Diffusionszeit eines Filaments in der Repationsrohre iiber die Strecke der
mittleren Konturlinge der Filamente. Diese Zeit heifit terminale Relaxationszeit (7,¢p:). Die
theoretische Vorhersage fiir diese terminale Relaxationszeit ist [Morse, 1998a]:

Trept — l2/772Drept (211)

mit der Reptationsdiffusionskonstante Dyept. Mit der Beziehung D o kpT'/nl (Stokes-Einstein
Gleichung) folgt daraus Tyepty o I3, wodurch die starke Abhingigkeit dieser Zeit von der
Diffusionsstrecke deutlich wird.

2.1.1 Grundbegriffe der linearen Viskoelastizititstheorie

Sind sowohl Auslenkung als auch Schergeschwindigkeit eines viskoelastischen Koérpers klein
und ist die zeitabhingige Relation zwischen Spannung und Scherung mit linearen Differential-
gleichungen beschreibbar, so handelt es sich um lineares viskoelastisches Verhalten. Der Quo-
tient aus Spannung und Scherung ist dann nicht von der Amplitude der Spannung abhéngig,
sondern von der Frequenz, bzw. der Zeit. Die Beziehungen zwischen Spannung und Scherung
und deren Zeitabhéngigkeit wird von der Grundgleichung der linearen Viskoelastizitétstheo-
rie beschrieben, die im Folgenden abgeleitet wird (vgl. [Landau und Lifschitz, 1970; Ferry,
1980; Tschoegel, 1989]). Eine Erweiterung dieser klassischen Theorie auf nichtlineares Ant-
wortverhalten wird in Kapitel 2.2 vorgestellt.

Spannungs- und Scherungstensor Der Zustand der Deformation eines viskoelastischen
Korpers wird mit einem 3 x 3-Tensor (u;j) beschrieben (i, j sind Richtungen im kartesischen
Koordinatensystem und kénnen die Werte 1 bis 3 annehmen). Die Elemente des Tensors geben
fiir ein infinitesimal kleines wiirfelformiges Volumenelement die relativen Winkeldnderungen
an. Die formale Berechnung der einzelnen u;; findet man z.B. bei [Tschoegel, 1989]. Fiir kleine
Scherwinkel « eines wiirfelformigen Elements gilt dabei: ~;; = 2u;; fiir ¢ # j. Die an einem
Korper angreifenden Spannungen beschreibt ebenfalls ein 3 x 3-Tensor, der Spannungsten-
sor (0;5). Die Elemente dieses Tensors beschreiben die aus den verschiedenen Richtungen
angreifenden Krifte auf die Seitenflichen des wiirfelféormigen Volumenelements. Die Span-
nungskomponenten o;; senkrecht zur Seitenfliche sind die Normalenspannungen (Dehnung,
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Abbildung 2.4: Scherung eines Wiirfelelements. Eingezeichnet sind die Scherspannung o1 (parallel
zur x1-Achse und zur Fliche A, die senkrecht zur x1-Achse liegt) und der (kleine) Scherwinkel 71 .

Kompression). Die Elemente o;; mit i # j sind Scherspannungen. Dabei zeigt die angreifende
Kraft in j-Richtung und die Flidche an der sie angreift wird durch eine Flidchennormale in
i-Richtung definiert (vergl. Abb. 2.4).

Relaxationsmodul und Kriechkomplianz Im Folgenden werden starke Vereinfachungen
des viskoelastischen Systems angenommen:

e Die angreifenden Normalenspannungen sind isotrop (z.B. der Normaldruck) und der
Korper unterliegt keinen Normalenspannungsénderungen.

e Das Scherfeld hingt nur von einer Raumkoordinate ab und ist homogen, d.h. die Be-
dingungen fiir die einfache Scherung sind erfiillt.

e Der Betrag der Deformationsamplitude ist duflerst gering.

Man erkennt leicht, dass fiir mikromechanische Untersuchungen mit Sondenpartikeln keine
der Bedingungen zur Génze erfiillt ist. Trotzdem konnen viele Phinomene solcher Messungen
befriedigend mit den Formeln beschrieben werden, die unter Annahme dieser Vereinfachungen
im Folgenden hergeleitet werden. Die obigen Annahmen bedeuten dann, dass die Deforma-
tion v und die Scherspannung o das Superpositionsprinzip erfiillen. Damit kénnen folgende
korrespondierende eindimensionale Grundgleichungen der Viskoelastizitétstheorie angewandt
werden (Boltzmann-Superpositionsintegrale):

o(t) = /G(t—t’) A(t') dt’ (2.12)

und

Y (t) = / J(t— ) 6(t) dt (2.13)

—00

mit den charakteristischen Materialfunktionen G(t) (Relaxationsmodul) und J(t) (Kriech-
komplianz). Den Gleichungen (2.12) und (2.13) liegt die Idee zugrunde, dass Spannungen oder
Deformationen, die nacheinander auftreten, Verdnderungen der korrespondierenden Grofie im
Korper erzeugen, die sich addieren. Der Relaxationsmodul und die Kriechkomplianz stellen
somit eine Art viskoelastische Erinnerungsfunktion des Korpers dar.
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Der Relaxationsmodul hat dabei folgende einfache Bedeutung: Nach einer instantanen
Scherung des Korpers um v = const relaxiert die Scherspannung im Korper geméf:

o(t) = v G(t) (2.14)

Handelt es sich um einen rein elastischen Korper wird das Relaxationsmodul zeitun-
abhingig (G(t) = const) und Gleichung (2.14) vereinfacht sich zum Hookschen Gesetz
o = ~v(G. Fiir einen rein viskosen Korper gilt, dass jegliche Spannung instantan relaxiert
G(T) = nd(t). Damit folgt aus Gleichung (2.14) das Newtonsche Gesetz fiir viskose Fliissig-
keiten o(t) = n4(t).

Die Kriechkomplianz dagegen beschreibt, wie sich ein viskoelastischer Koérper mit der Zeit
schert, nachdem er einer instantanen Spannung o = const unterworfen wurde:

V() = o J(1) (2.15)

Sie ist ein Ma# fiir die Zeitverzogerung mit der die Deformation nach einem Kraftpuls einsetzt.

Berechnung von G(t) aus J(t) Die beiden Grofien G(t) und J(t) sind dabei nicht un-
abhéingig, sondern bedingen sich nach folgendem Konvolutionsintegral:

/G(t—t’) J() dt' =t (2.16)
0

Mit Hilfe des Konvolutionsintegrals ist es moglich, aus Kriechkomplianz-Messdaten das
Relaxationsmodul zu berechnen. Eine Einschrankung ist hierbei, dass J(t) theoretisch fiir alle
Zeiten bekannt sein muss. Da experimentelle Daten immer nur ein gewisses Zeitfenster abde-
cken (typisch 10 ms bis einige Minuten), miissen Nidherungsmethoden angewandt werden. In
fritheren Arbeiten [Tempel, 1996; Feneberg, 2003] wurde dabei meist eine rekursive Methode
nach Hopkins und Hamming angewandt ([Hopkins und Hamming, 1957; Tschoegel, 1989]).
Da reale Messdaten von statistischen Storungen iiberlagert sind (thermische Bewegung der
Kugel, elektronisches Rauschen, Ungenauigkeiten der numerischen Algorithmen), muss erst
eine analytische Funktion an J(t) angepasst werden, da der fraktionale Algorithmus extrem
empfindlich auf Rauschen reagiert. Zusétzlich ergeben sich starke Schwankungen fiir kurze
Zeiten.

In dieser Arbeit wird erstmals fiir Viskoelastizitdtsmessungen an Biopolymeren ein neuer
Algorithmus etabliert, der die Bestimmung des Relaxationsmoduls in einer fehlerunanfilligen
Ein-Schritt-Methode erlaubt [Liu, 2001a,b]. Im Prinzip kann die Methode mit jeder beliebigen
analytischen Darstellung von G(t) durchgefiihrt werden. Die Berechnungen im Rahmen dieser
Arbeit wurden unter der Annahme durchgefiihrt, dass sich das Schermodul des Netzwerkes
als endliche Exponentialserie annéhern lésst:

Gn(t) =Y ape /™ (2.17)
k=0

Dies ist der Fall, wenn sich die viskoelastische Fliissigkeit mit einer endlichen Reihe von par-
allel geschalteten Maxwell-Elementen beschreiben lésst (generalisiertes Maxwell-Modell). Ein
Maxwell-Element ist ein spezielles mechanisches Ersatzschaltbild, das aus einer Elastizitét,
die sich in Reihe mit einer Viskositédt befindet, besteht. Das generalisierte Maxwell-Modell
(das sog. Wiechert-Modell) beschreibt die Relaxation der Spannung bei einer angelegten De-
formation (Abb. 2.5(a)). Das konjugierte Modell, das die verziogerte Deformation bei einer
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Abbildung 2.5: (a) Generalisiertes Maxwell-Modell aus N parallelen Maxwell-Elementen. Eine
Maxwell-Element besteht aus einer Elastizitét in Reihe mit einer Viskositét. Diese Modell beschreibt
bei einer angelegten Deformation (t) die Relaxation der Spannung o(t). (b) Generalisiertes Voigt-
Modell aus N Voigt-Elementen in Serie. Ein Voigt-Element besteht aus einer Elastizitédt parallel zu
einer Viskositédt. Dieses Modell beschreibt bei einer angelegten Spannung o(t) die Verzogerung der
Deformation ~(t).

angelegten Spannung beschreibt, ist das generalisierte Voigt-Modell (das sog. Kelvin-Modell),
das aus Voigt-Elementen in Reihe besteht. Ein Voigt-Element besteht dabei aus einer Elas-
tizitéit parallel zu einer Viskositdt (vergl. Abb. 2.5(b)).

Dieses einfache Ersatzschaltbildmodell ist erst ab einer gewissen Anzahl von Elementen
n > 3 in der Lage, die viskoelastische Antwort eines Aktinnetzwerkes anndhernd zu beschrei-
ben. Vor allem muss mindestens ein Element derart entartet sein, dass die Elastizitét dieses
Elements gleich null ist, um ein viskoses Fliefen fiir lange Zeiten zu ermoglichen. Eine Verbes-
serung des Ersatzschaltbildes durch Einfiithrung eines osmotischen Elements wird in Kapitel
2.2 diskutiert.

Um aus den diskret gemessenen J(t) = J;(¢;) die Koeffizienten aj, der Gleichung (2.17)
zu bestimmen, wird das Konvolutionsintegral (2.16) als Doppelsumme iiber die Indizes der
Messzeiten und der Relaxationszeiten (7 und k) genéhert, wobei G(t) schon durch die G,,(t)
aus Gleichung (2.17) ausgedriickt wird:

t;

3

(2

Gty —t) J(t;) dt, = ak/e ) J(t) At
0

Q

ax L(1g, J(t;)) =~ t; (2.18)

Z(7g, J(t;)) stellt dabei eine trapezoidale Diskretisierung des dariiber stehenden Integrals dar.
Um die physikalisch sinnvollen positiven Relaxationsstérken ay zu einem gegebenen Satz von
Relaxationszeiten 7 zu berechnen, kann man jetzt die Methode der nicht-negativen kleinsten

Quadrate® anwenden. Diese Methode findet den Vektor a = (ag, a1, ..., a,) derart, dass
E*(a) = min E*(x) (2.19)
x>0
wobei
2
sz Zku Tk, ) — 1 (2.20)
=1

3engl.: nonnegative least square, NNLS
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die gewichtete Residuumfunktion des Ausdrucks (2.18) darstellt (die w; sind die Wichtungs-
faktoren). Die meisten Elemente des Losungsvektors sind dabei null. Eine detaillierte Be-
schreibung der Methode der nicht-negativen kleinsten Quadrate findet man z.B. bei [Lawson
und Hanson, 1974].

Zur tatséchlichen Berechnung von G(t) wurde die Minimierung nach Gl. (2.19) fiir diverse
Sétze von Relaxationszeiten durchgefiihrt. Einzelne 73-Sétze wurden nach folgender logarith-
mischer Bildungsvorschrift erzeugt: 7, = Tmax/a”. Als Qualititsmerkmal wurde die Linge
des Residuumvektors ®rqq benutzt:

ORes = | axZ(mh, J(t:)) — i (2.21)
k=0

Die Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit als schnelles C*T-Programm, als sog. External
Procedure (XOP) fiir die Anwendung Igor implementiert (vergl. Anhang B) .

Umrechnung von G(t¢) in G(w) Um die Ergebnisse der erfolgten transienten Messungen
mit denen aus oszillatorischen Messungen vergleichen zu kénnen, muss aus der so berechneten
zeitabhingigen Kriechkomplianz G(t) durch Anwendung der Laplace-Transformation® £ die
komplexe Kriechkomplianz G*(w) = G'(w) + iG” (w) berechnet werden:

G*(w) = LIG(t):w] = / G(t) o=t dt (2.22)
0

Hat man angenommen, dass sich die zeitabhéngige Kriechkomplianz des viskoelastischen
Korpers mittels einer Exponentialserie beschreiben lisst, kann das komplexe Modul durch
die analytische Losung des Integrals in Gl. (2.22) berechnet werden. Als Ergebnis erhilt man
die Summe der Lorentz-Linien:

2.2
G'(w) = Z Tk gy et/ (2.23)
— 1+ w?r? F ’
W Tk _
G//((.U) = Z m aj € t/Tk (224)
k

Typischerweise zeigt dabei ein Aktinnetzwerk in oszillatorischen Messungen folgende Re-
gime:

Terminaler Bereich (w < 1/1p) Es gilt: G/ « w?, G” x w und G"(w) > G'(w) ([de
Gennes, 1979; Doi und Edwards, 1989]). Bei einer Deformation haben die einzelnen
Filamente geniigend Zeit, durch Diffusion aus ihrer Reptationsréhre zu entkommen
(Diffusionszeit dafiir ist 7p). Spannungen koénnen auf der Zeitskala von 7p relaxieren.
Auf lange Zeiten verhilt sich das Aktinnetzwerk also viskos.

Plateau-Bereich (1//p < w < 1/7) Im sog. Plateaubereich (Gummiplateau) gilt bei
ausreichender Verschlaufung: G'(w) > G"(w) und G' ~ Gy, mit Gy ~ F =~

kgTl, Y 50174/ ® (F Freie Energie), [Frey, 2001]. Der Verlustmodul G”(w) nimmt ein lokales
Minimum an.

4Eigentlich ist die Laplace-Transformation fiir eine komplexe Transformationsvariable und eine komple-
xe zu transformierende Funktion definiert. Der Gebrauch mit reeller Transformationsvariable und reeller zu
transformierender Funktion ist aber ein erlaubter Spezialfall.
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Abbildung 2.6: Theoretischer Verlauf der komplexen Relaxationsmodulen von Aktin. Gezeigt sind
der Verlauf des Speichermoduls G'(w) und des Verlustmoduls G’ (w) gegen die Anregungsfrequenz in
doppelt logarithmischer Darstellung. Zu erkennen ist der terminale Bereich (i), das Gummiplateau
(#4) und der Bereich interner Kettendynamik (iii). Weitere Erklarungen im Text.

Regime interner Kettendynamik (w > 1/7.) Es gilt: G"(w) > G'(w) und G'(w)
G"(w) o< w3/* [Amblard et al., 1996; Gittes und MacKintosh, 1998; Morse, 1998c; Frey,
2001]. Die Dynamik der Einzelfilamente dominiert das Verhalten.

Vergleiche dazu auch Abbildung 2.6.

2.1.2 Transiente rheometrische Methoden

Sind die Voraussetzungen fiir die einfache Scherung gegeben, kann die komplizierte Scherde-
formation, welche die Kugel im viskoelastischen Korper hervorruft, unter Beriicksichtigung
dieser geometrischen Faktoren als einfache Scherung behandelt werden. Es kann gezeigt wer-
den, dass dann folgende Ersetzungen zuldssig sind:

v(t) — gzt
A(t) — gx(t) (2.25)
0 — Fueg(t)
Ausgangspunkt fiir die Bestimmung des geometrischen Faktors ¢ ist dabei die in einem
isotropen viskoelastischen Korper eingebettete Kugel. Deren auf eine Dimension reduzierte

Bewegungsgleichung lautet in einem Medium der Viskositdt n und der Elastizitdt p unter
Vernachlassigung der Tragheit:

gy i + gppx = Fiag(t) (2.26)

dabei sind gy und gg nach Viskositit und Elastizitdt getrennte Vorfaktoren. Diese konnen

zZu
gy =~ gp ~ 6w R (2.27)

bestimmt werden ([Ziemann, 1997]). R ist dabei der Kugelradius.
Kann die oben angegebene Niherung nicht gemacht werden, miissen detailliertere Modelle
betrachtet werden (siehe néchstes Kapitel).

2.2 Osmotische Krifte in Filament-Losungen

Im Gegensatz zu oszillatorischen Messungen oder zu transienten Messungen mit kleinen De-
formationsamplituden zeigen die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten kraftbasierten
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Messungen, bei denen die magnetischen Sonden iiber den vielfachen Kugeldurchmesser aus-
gelenkt werden ein Zeitverhalten der Kriechkomplianz, dass sich nicht befriedigend mit den
im letzten Kapitel beschriebenen, vereinfachten Modellen darstellen lisst.

Ein neuer theoretischer Ansatz ([Uhde et al., 2003; Ter-Organessian und Boulbitch, 2004]),
der auf osmotischen Kréften beruht, kann das beobachtete Zeitverhalten befriedigend er-
klaren. Der theoretische Ansatz soll im Folgenden kurz dargestellt werden. Dazu wird im
ersten Teil der allgemeine theoretische Hintergrund des osmotischen Widerstands erldutert
und im zweiten Teil wird das Modell detaillierter auf verschlaufte Netzwerke semiflexibler
Polymere bezogen.

2.2.1 Prinzip des osmotischen Widerstands

Dieses Kapitel soll die grundlegende Idee des osmotischen Widerstandes eines im Netzwerk
bewegten Mikropartikels erkldren. Ausgangspunkt ist ein mit der externen Kraft Foyx bewegtes
Teilchen beliebiger Form, dass in einem verschlauften Polymernetzwerk der durchschnittlichen
Maschenweite ¢ bewegt wird. Die typische Dimension R des Teilchens betrigt dabei einige
Maschenweiten (R ~ O(10¢)).

Zur Vereinfachung der Beschreibung wird das (thermisch fluktuierende) Netzwerk auf
seine Knotenpunkte reduziert, da es diese sind, die die freie Bewegung des Mikropartikels
behindern. Diese Knotenpunkte werden im Folgenden als Teilchen betrachtet, die mit der
typischen transversalen Diffusionskonstante D des Polymers diffundieren kénnen aber fast
unabhéngig von hydrodynamischen Fliissen um das bewegte Teilchen herum sind. Letztere
Eigenschaft ergibt sich aus einer Abschédtzung der Eindringtiefe [ des hydrodynamischen
Feldes in ein Polymernetzwerk (Herleitung siehe [Grosberg und Khokhlov, 1994], Kap. 32.3):

1 =+/n/Tc=/2€2/6m ~ O(§) (2.28)

mit der Viskositéat 17, dem Reibungskoeffizienten I' in der Gréflenordnung von v ~ 471 & und
der Polymerkonzentration ¢ von ¢ ~ 1/¢£3.

Die Eindringtiefe des hydrodynamischen Feldes liegt also groflenordnungsméflig bei einer
Maschenweite und ist deshalb fiir den Filamenttransport zu vernachlissigen. Zusétzlich kann
unter Zuhilfenahme des Rouse-Zimm-Modells eine genauere Abschitzung des Einflusses der
Hydrodynamik durchgefiithrt werden, die dieses Ergebnis bestétigt ([Doi und Edwards, 1989]
Kap. 4, [Grosberg und Khokhlov, 1994], Kap 31./32.). Das Rouse-Zimm-Modell beschreibt
eigentlich flexible Polymere unter Beriicksichtigung der Hydrodynamik, kann hier aber an-
gewandt werden, da wegen des Aufkonzentrierens der Polymere vor der Kugel ein Zustand
erzeugt wird, der dem in einem Kné#uel aus flexiblen Polymeren analog ist.

Weiterhin wird das bewegte Teilchen ohne Beschriankung der Allgemeinheit als sphérisch
angenommen.

Kurzzeitverhalten Unter den eben beschriebenen Voraussetzungen ergibt sich ein Bild
wie in Abbildung 2.7(a): Ein sphérisches Teilchen des Durchmessers R ist in einem Netzwerk
mit dem mittleren Knotenpunkt-Abstand ¢ (Maschenweite) eingebettet. Die Netzwerkkno-
tenpunkte kénnen mit der transversalen Diffusionskonstante D | des Polymers diffundieren.
Die Konzentration der Knotenpunkte betrégt ¢o. Wird die Kugel nun durch eine Kraft F um
die Strecke x(t) ausgelenkt, hauft sie N Knotenpunkte vor sich auf, wobei N rein geometrisch
zu

N ~ AKugel Ax Co ~~ 7'1'R2 a:(t) Co (2.29)

gendhert werden kann. Diese Knotenpunkte diffundieren nun in Bewegungsrichtung und
seitwérts dazu aus dem angehéuften Bereich heraus.
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Abbildung 2.7: Osmotischer Widerstand einer bewegten Kugel in einem Polymernetzwerk. Das
Netzwerk ist auf seine Knotenpunkte reduziert dargestellt. (a) Die Kugel mit dem Durchmesser R
liegt in einem Netzwerk mit dem mittleren Abstand ¢ (Maschenweite). Die Netzwerkknotenpunkte
konnen mit der transversalen Diffusionskonstante D des Polymers diffundieren. Die Konzentration
der Knotenpunkte betréigt ¢g. (b) Fiir Zeiten ¢t < 7p gilt: Wird die Kugel durch die Kraft F' um eine
Strecke x(t) ausgelenkt, hauft sie Polymere mit der Schichtdicke /D ¢ und der Konzentration ¢p vor
sich auf. Der Konzentrationsunterschied zwischen ¢y und cp erzeugt eine osmotische Widerstandskraft
auf die Kugel, die zu einer wurzelférmigen Komplianz .J(t) o v/# fiihrt.

Ist die betrachtete Zeit t viel kleiner als die typische Diffusionszeit 7p, die ein Knotenpunkt
bendétigt, um aus dem Bewegungspfad der Kugel zu entkommen

t < Tp
mit 7p = R?/D, (2.30)

kann die Seitwértsdiffusion vernachléssigt werden. Unter dieser Voraussetzung konnen sich
die aufgehéuften Knotenpunkte iiber eine Strecke ~ /Dt verteilen. Das Volumen V dieser
Schicht betrigt V ~ mR? /D t. Die neue Konzentration in diesem Volumen ist

ey~ N/V ~cog/ Dyt x(t) (2.31)

Wie in Abbildung 2.7(b) schematisch gezeigt, bleibt auf diesen kurzen Zeiten die Riickseite
der Kugel frei von Polymeren, da diese zu wenig Zeit haben, um in den Pfad hinein zu
diffundieren. Daraus ergibt sich auf die Vorderseite der Kugel ein osmotischer Druck posm =
cpkpT (kp Boltzmannkonstante, T Temperatur), der zu einer osmotischen Kraft Fygp, in der
Grofenordnung Fogn ~ TR?*posm ~ cpkBT7R? auf die Kugel fithrt. Unter Ausnutzung von
Gleichung (2.30) ergibt das

Fosm == gCokBTR x(t) TD/t (2.32)

wobei g der geometrischer Faktor fiir den Bereich ist, in dem sich noch kein Gleichgewicht
eingestellt hat. Diese Kraft stellt einen Widerstand gegeniiber der Kugelbewegung dar, der
von einem osmotischen Druck verursacht wird. Die auf die Kraft normierte Auslenkung
Jicrp (t) = x(t)/F(t) fiir kurze Zeiten ist dabei proportional zur Wurzel aus der Zeit:

1
Jier, () = —Vt 2.33
alt) =~V (233
mit C = cokpTR\/Tp
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Abbildung 2.8: Osmotischer Widerstand einer bewegten Kugel fiir Zeiten ¢t > 7p:

Langzeitverhalten Ist die betrachtete Zeit t grofler als 7p stellt sich ein Gleichgewicht
ein, in dem sich die Kugel mit konstanter Geschwindigkeit vx = &(t) bewegt. Wihrend eines
Zeitintervalls At schiebt die Kugel

Ny ~ 7R%i(t) Atey (2.34)

Filamentknotenpunkte zusammen. Im Gleichgewicht stellt sich dabei eine Dicke d des auf-
konzentrierten Bereichs ein, die in der Groflenordnung von R liegt. Der Betrag des Stromes
j = |j| der entkommenden Knotenpunkte ist j = —D | Ve. Da cg > ¢g ist, wird der Gradient
der Konzentration zu Ve ~ —¢j und der Betrag des Stromes zu

/
DLCb

7 (2.35)

j ~Y
Die Anzahl der pro Zeitintervall At entkommenden Knotenpunkte N_ ist dann
N_ ~ 27 RdjAt. Mit d ~ R und Gl. (2.35) wird daraus

N_ ~27RD, ¢, At (2.36)
Im Gleichgewicht gilt N_ = N,. Daraus folgt ¢ zu

o Coi‘(t)TD

o (2.37)

Die Riickseite der Kugel wird wieder als (fast) frei von Polymeren angenommen, zumindest
gilt ¢c9 < ¢,. Es ergibt sich wieder auf die Vorderseite der Kugel ein osmotischer Druck

Posm = ¢, KT, der zu einer osmotischen Kraft F/  in der GréSenordnung

osm

t
F/ = g' Cok‘BTRTD$ (2.38)

fithrt, wobei ¢’ der geometrische Faktor des Gleichgewichts-Zustandes ist. Die auf die Kraft
normierte Auslenkung Ji~, (t) = x(t)/F(t) fir lange Zeiten ist dabei proportional zur Zeit:

1
Tt = it (2.39)
mit ¢’ = cokgTtp

In Abbildung 2.8 ist der Gleichgewichtszustand noch einmal schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.9: Simulation der Bewegung einer Kugel in einem verschlauften Polymernetzwerk. Von
den Filamenten ist nur eine représentative Auswahl an Monomeren gezeigt. Gut zu erkennen ist der
aufgehiufte Bereich vor und der verarmte Bereich hinter der Kugel. [Mit freundlicher Genehmigung
von N. Ter-Organessian].

2.2.2 Osmotische Krifte in verschlauften Polymernetzwerken

Die geometrischen Faktoren g und ¢’ aus dem letzten Kapitel wurden numerisch fiir Netzwerke
aus verschlauften Polymeren berechnet [Ter-Organessian und Boulbitch, 2004]. Es ergaben
sich Werte von ca. g &~ 2.8 und ¢’ &~ 2. Ein aus den Daten dieser Berechnung generiertes Bild
ist in Abbildung 2.9 gezeigt.

Eine weitere Abschitzung liefert die erwartete Grofienordnung fiir 7p: Mit einer transver-
salen Diffusionskonstante von gréenordnungsméBig kpT'/€ lel,/ s (vergl. Gl (2.8)) und einem
Kugelradius von typischerweise 0.5 — 2 pum ergibt sich 7p in der Gréenordnung O(10s).

2.3 Die Magnetkugel im magnetischen
Feldgradienten

Abschlieflend soll kurz die Kraftiibertragung mittels magnetischer Sondenpartikel und die
Abhéngigkeit der Kraft vom angelegten Spulenstrom diskutiert werden.

Die Erzeugung einer Kraft auf einen magnetischen Dipol (mit Dipolmoment m) in einem
inhomogenen Magnetfeld B beruht auf der Minimierung der potentiellen Energie U.

Es wird im Folgenden von einem paramagnetischen Partikel ausgegangen, bei dem das
duflere Feld B folgendes Dipolmoment induziert:

m = (B,, — B) = xB (2.40)

Dabei ist x die magnetische Suszeptibilitéit (eine Materialkonstante), B, und B bezeichnen
das magnetischen Feld mit und ohne Sondenpartikel.
FEin magnetischer Dipol besitzt in einem Feld die potentielle Energie

U=mB (2.41)
Die Kraft, die auf den Dipol im magnetischen Feld wirkt, lautet dann

Diese Beziehung ist allgemein giiltig, unabhéngig davon, ob das Magnetfeld homogen oder
inhomogen ist. In einem rdumlich und zeitlich konstanten Magnetfeld ist das induzierte Di-
polmoment ebenfalls konstant. Der Nablaoperator wirkt also auf eine Konstante und ergibt
null: Im homogenen Magnetfeld wirkt keine Kraft auf einen paramagnetischen Partikel.
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Abbildung 2.10: Strom-Kraft Abhiingigkeiten. (a) Abhiingigkeit der magnetischen Kraft auf pa-
ramagnetische Sondenpartikel vom Spulenstrom in doppelt logarithmischer Auftragung. Unterhalb
der Sittigungsmagnetisierung besteht eine quadratische Abhéngigkeit (7). Oberhalb der Sittigungs-
magnetisierung besteht eine lineare Abhéngigkeit (i7). Gezeigt sind die theoretischen Voraussagen
(durchgezogene Linien, Steigung m = 2 und m = 1 ), Messdaten der 4.5 pm Dynalkugeln bei 200 pm
Abstand zum Spulenkern (Symbole) und der beste Fit der Messdaten (gestrichelte Linien). In der
Mitte liegt der Ubergangsbereich zwischen diesen beiden Regimen. (b) Sittigung des Weicheisen-
kerns. Bis ca. 1.5 T steigt die Kraft linear mit dem Spulenstrom (). Bei stérkeren Stromen séttigt der
Kern zunehmend und die Strom-Kraft-Kurve verliert ihre Linearitét (i7). Gezeigt sind Messdaten der
2.8 pm Dynalkugeln bei 600 um Abstand zum Spulenkern (Symbole) und der beste Fit der Messdaten
(linearer Fit, bzw. kubischer Fit).

Wegen Gleichung 2.40 ist m parallel zu B, deshalb gilt: m-B = m-B. Der Nablaoperator
wirkt also auf ein Skalar, die Kraft ist deshalb unabhéngig von der Richtung des magnetischen
Feldes, sie hdngt nur vom Feldgradienten ab.

Im Fall des ,,High Force“- und des ,Low Force“-Aufbaus der Magnetischen Pinzetten
verlaufen Kraft und Feldlinien parallel. Beispiele, in denen die erzeugte Kraft gerade senkrecht
auf den Feldlinien steht, sind jedoch auch bekannt (z.B. [Génnenwein, 2003)).

Die Kombination der Gleichungen 2.40 und 2.41 ergibt eine quadratische Abhéngig-
keit der Kraft von der magnetischen Feldstéirke. Wird das magnetische Feld durch eine
stromdurchflossene Spule (mit Spulenstrom Ig;, ) erzeugt, héngt die Kraft quadratisch vom
flieBenden Strom ab, da Strom und Feld proportional sind:

F=-V(xB*) x I, (2.43)
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Diese quadratische Abhingigkeit wird fiir kleine Stréme beobachtet (vergl. Kap. 3).

Die verwendeten (super-)paramagnetischen Kugeln erreichen jedoch schon bei relativ
geringen Spulenstromen (~ 100-250 mA) ihre Sittigungsmagnetisierung mmyax ([Feneberg,
2003]). Die Kraft auf die Kugeln héngt dann nur noch linear vom angelegten Feld und somit
vom Spulenstrom ab:

F = —V(Mmax-B) x Isp, (2.44)

Diese beiden Abhéngigkeiten sind in Abbildung 2.10(a) noch einmal im Vergleich mit realen
Daten dargestellt.

Fiir groflere Spulenstrome kann die Feldstérke im Weicheisenkern die Séttigungsmagne-
tisierung (ca. 1.5 — 2 T) erreichen. Diese Sdttigung macht sich bei dem verwendeten Weich-
eisenkern ab einer Stromstéirke von ca. 1.5 A bemerkbar. Ab diesem Wert steigt die Kraft
zwar immer noch mit der Stromstérke, aber deutlich langsamer als im linearen Bereich (vergl.
Abb. 2.10(b)).
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Kapitel 3

Neue Methode der Krafteichung

3.0.1 Durchfiihrung

Da die Kraft auf die magnetischen Sondenpartikel bei den Magnetischen Pinzetten stark vom
Abstand zum Spulenkern abhéngt, ist eine Krafteichung selbst fiir qualitative Experimente
unerlésslich.

Die Krafteichung der Magnetischen Pinzetten fiir eine spezielle Kugelsorte wird fiir jede
neue Spule bzw. Spulenkerngeometrie folgendermafien durchgefiihrt [Ziemann, 1997]:

1. Die Kugeln mit dem Radius R werden in einer rein viskosen Losung, z.B. einem
Glyzerin/Wasser-Gemisch der Viskositdt 7 suspensiert. Zusétzlich wird ein schweres
Salz, z.B. Césiumchlorid, zur Losung hinzugegeben, um die Dichte der Loésung zu
erhdhen. So erreicht man annihernd eine Anpassung der Dichte von Kugeln und Losung.
Die Kugeln sinken jetzt unter dem Einfluss der Gravitation kaum noch ab.

2. Die viskose Kugellosung wird in den temperierten Probenhalter gefiillt. Dann werden die
Trajektorien von einigen Kugeln unter dem Einfluss verschieden starker Spulenstréme
(entsprechend verschieden starker Magnetkréfte) aufgenommen. Ist die Spulenkernkante
mit einer Schicht aus Kugeln belegt, muss die Kalibrationsprobe ersetzt werden.

3. Die Viskositét der Kalibrationsfliissigkeit wird mit Hilfe von Kugelfallviskosimetrie im
Vergleich zu Wasser bestimmt.

4. Die Kugelpositionen werden durch digitale Partikelverfolgung bestimmt. Die Geschwin-
digkeit v zu jeder Kugelposition = wird durch Anpassen einer analytischen Funktion
an die Daten und anschliefendem Differenzieren dieser Funktion bestimmt. Dann wird
mit Hilfe des Stoke’schen Gesetzes (F' = 6mnRv) die tatséchliche Kraft F'(z) bestimmt,
die zu einer fixen Entfernung x zum Magnetkernende bei einer bestimmten Spulen-
stromstéirke gehort.

3.0.2 Ergebnisse und Diskussion

Die grofite Ungenauigkeit bei dieser Art der Kalibrierung ist die unterschiedliche Gréfie der
Kugeln und ihr unterschiedlicher Gehalt an magnetischem Material. Fiir die 4.5pum Ku-
geln, welche die am genausten charakterisierten Kugeln sind, die in dieser Arbeit verwen-
det wurden, liefert der Hersteller eine Ungenauigkeit des Kugelradius u,(R) = AR/R =
3 %. Die Ungenauigkeit des Eisengehalts uye(m) dieser Kugeln wurde mittels Elektronen-
Verlustspektroskopie (EELS) zu e (m) = Am/m = 10 Gew% bestimmt [Door et al., 1991].
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Abbildung 3.1: Abstandsabhingigkeit des prozentualen Fehlers der Krafteichung. Die grauen Sym-
bole sind Ungenauigkeiten bei verschiedenen Stromstérken. Die durchgezogene Linie ist der mittlere
prozentuale Fehler bei diesem Abstand (mit angepasster doppelexponentieller Funktion).

Die absolute Unsicherheit der Krafteichung wu.e(F') ergibt sich mittels GauBscher Feh-
lerfortpflanzung aus den beiden oben genannten Ungenauigkeiten, wobei der Radius in der
dritten Potenz eingeht. Das liegt daran, dass der Gehalt des magnetischen Materials vom
Volumen der Kugeln abhéngt:

wath) = 22 (A2) -+ (2 o

Fiir die oben angegebenen Kugel betrigt diese Unsicherheit etwa 15-20 %.

Eigene Messungen ergaben, dass die Ungenauigkeit der Kraftmessung zusétzlich stark von
der Entfernung zum Magnetspulenkern abhéngt. Das ist nachvollziehbar, da das Magnetfeld
im Nahbereich der Kernspitze aufgrund feinster Unebenheiten stark inhomogen wird. Fiir
Entfernungen zur Magnetkernspitze, die gréfer als etwa 500 pm sind, liegt die gemessene Un-
genauigkeit fiir die 4.5 yum Kugeln trotzdem unter 15 %. Diese Kugeln streuen also in Grofie
und Magnetitgehalt weniger, als vom Hersteller angegeben. Fiir Entfernungen grofler als etwa
300 pum bleibt die Ungenauigkeit unter den erwarteten 20 %, wihrend sie fiir kiirzere Enfer-
nungen aufgrund des oben beschriebenen Einflusses der Feldinhomogenitéat sogar dariiber
steigen kann (vergl. hierzu Abb. 3.1). Fiir kleinere Kugeln gilt Analoges, allerdings kann der
absolute Fehler noch grofier werden.

Bei der Berechnung der Eichfunktion wurden bisher jeweils alle Kraft-Abstands kurven
einer Stromstérke iiberlagert und daran eine geeignete Funktion (i.a. einem doppelexponen-
tiellem Abfall) angepasst. Fiir jede gemessene Stromstirke existiert danach eine analytische
Funktion, die allerdings jeweils mit dem oben beschriebenen Fehler behaftet ist. Nicht ge-
messene Stromzwischenwerte wurden bisher einfach durch eine lineare Interpolation zwischen
diesen Kurven berechnet. Daten aus erneuten Eichmessungen konnten nur unbefriedigend mit
alten Messungen kombiniert werden.

Wie an Abbildung 3.1 zu erkennen ist, kann der Fehler fiir eine einzelne Stromstérke, je
nachdem wie viele Kugeln beobachtet und ausgewertet werden konnten, besser oder schlech-
ter ausfallen. Dies fithrt dazu, dass bei der Verwendung der herkémmlichen Eichmethode
die Interpolation der nicht gemessenen Stromzwischenwerte stark fehlerbehaftet war. Die so
erhaltenen Abhingigkeiten waren insbesondere nicht glatt! (vergl. Abb. 3.2). Dies ist phy-

Lim Sinne einer numerischen Definition von stetiger Differenzierbarkeit an der Stelle z¢ fiir eine Abschnitts-

weise definierte Funktion der Art F(z) = f(x), z€[. .., o] Af(x), ze]xo, .. .]: f(@0)—F (z \, x0) < &, < f'(x0)
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Abbildung 3.2: Vergleich der Interpolation der Eichkurven nach der herkémmlichen Methode
(durchgezogene Linie) und der neuen Methode (gestrichelte Linie). Die Symbole kennzeichnen die
Messdaten.

sikalisch nicht sinnvoll und erschwert die Interpretation der mit dieser Methode gemessenen
Daten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Eichmethode entwickelt, die auf einem Zweidi-
mensionalen Fit der Daten unter gewissen Nebenbedingungen beruht. Diese Methode liefert
erstens einen stetige und glatte Kraft-Strom-Abstandsabhéngigkeit und zweitens wird durch
den Fit eine Reduzierung des Gesamtfehlers gegeniiber der Interpolation erreicht.

Dabei geht folgende Theorie {iber den Verlauf der Kraft-Strom-Abhéngigkeit explizit in
den Ansatz der anzupassenden Funktion ein:

e Fiir kleine Strome steigt die Kraft quadratisch mit dem Strom,
e fiir mittlere Strome steigt die Kraft linear mit dem Strom und
e fiir grofle Strome steigt die Kraft weniger als linear mit dem Strom.

Zum theoretischen Hintergrund dieser Abhéngigkeiten siehe Kap.2.3.

Die benutzten Funktionen der Anpassung werden abschnittsweise fiir den Strom definiert,
um die obigen Anforderungen zu erfiillen. Um zu erreichen, dass die gesamte dreidimensionale
Funktion stetig ist, wurde die Identitéit der Funktionen an den Abschnittsgrenzen erzwun-
gen. Damit die Funktion in gewissen Bereichen glatt ist, wurde zusétzlich die Identitéat der
ersten Ableitung an den Abschnittsgrenzen fiir diese Bereiche erzwungen. Die genauen Po-
sitionen der Abschnittsgrenzen wurden in einem eigens programmierten Verfahren ermittelt.
Dazu wurde die (eben beschriebene, zusammengesetzte Funktion) an die gesamte Daten-
menge mit einer fixen Abschnittsgrenze angepasst und die Summe der Abstandsquadrate
x*> = Y (xiFit — ;)® berechnet. Durch Verschieben der Abschnittsgrenze, erneutem An-
passen und Berechnen von x? erhilt man eine Abhingigkeit von x? von der Position der
Abschnittsgrenze. Diese Funktion hat ein globales Minimum bei der besten Abschnittsgren-
zenposition, die so bestimmt werden kann. Fiir den in dieser Arbeit benutzten Aufbaus und
fiir die 4.5um Kugeln wurde der Ubergang zwischen dem quadratischem und dem linearem
Regimes beispielsweise zu 130 mA bestimmt.

Details zu dieser Methode, wie z.B. die genauen angepassten Funktionen, kénnen im
Anhang gefunden werden. In Abbildung 3.3 ist beispielhaft eine Uberlagerung der gemessenen
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Abbildung 3.3: Vergleich der Messdaten (schwarze Symbole) mit der angepassten neuartigen drei-
dimensionalen Funktion (graue Fliche) fiir die 4.5 pm Kugeln. Die analytische Funktion reprisentiert
die Daten im gemessenen Bereich sehr gut, sie ist zudem sowohl in z als auch in I-Richtung stetig und
monoton steigend. Die erste Ableitung ist ebenfalls stetig und monoton steigend. Damit beschreibt
die Funktion die physikalische Realitét sehr gut.

Eichdaten fiir die 4.5 pm Kugeln mit der angepassten analytischen Funktion gezeigt. Gut zu
erkennen ist, dass die zweidimensionale Anpassung die Fehler der Einzelmessungen ausgleicht,
da alle Daten mit in die Anpassung eingehen und die Funktion so gewihlt wurde, dass
auch die erste Ableitungen stetig und monoton steigend sind. Damit wird eine Welligkeit
der Interpolation, wie sie bei der herkémmlichen Methode auftritt, verhindert. Der Fehler
fiir eine Kraft sinkt vom maximalen Fehler der Einzelmessungen (vergl. Abb. 3.1) bei der
herkéommlichen Methode auf ein wesentlich geringeres Maf3 ab.

Der Graph zeigt zusétzlich den Kraftbereich, der sich mit dem verwendeten Aufbau fiir
die 4.5 yum Kugeln realisieren ldsst. Auch fiir Absténde, die z.B. grofler als 300 um sind, lassen
sich mit diesen Kugeln noch Krifte im Bereich von einigen hundert Pikonewton realisieren.
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Aktiver Filamenttransport in

versteifenden
Aktin—-HMM-—-Netzwerken

Das folgende Kapitel stellt eine detaillierte Version von [Uhde et al., 2003] dar. Zusétzlich
werden weitere, unveroffentlichte Ergebnisse vorgestellt.

Wie bereits erwéihnt (Kap. 1.2.2, S. 10) liegt das Myosin II Subfragment HMM in dimerer
Form vor und ist aufgrund der fehlenden Schwanz-Doméne nicht in der Lage, sich wie z.B.
komplettes Myosin II zu Biindeln zusammen zu lagern. In einem verschlauften Aktinnetzwerk
mit HMM-Motoren sollte deshalb aufgrund des kleinen ,,duty ratio“ des Myosin II HMMs
kein gerichteter Transport von Aktinfilamenten moglich sein, da die Wahrscheinlichkeit, dass
ein HMM-Molekiil im Moment des Kraftschlages gerade zwei Aktinstrénge verbindet, mit
dem Quadrat des ,,duty ratio“ abnimmt. Das Motorprotein HMM kann aber aufgrund seiner
viel kleineren Masse nur gerichtet Krifte auf Aktinfilamente ausiiben, wenn es zwei dieser
Filamente verbindet und sie mit Hilfe des Kraftschlags relativ zueinander verschiebt.

Wenn in einem Aktin/HMM-Netzwerk die ATP-Konzentration aufgrund der ATPase-
Funktion des Motors stark abnimmt, wird das Abldsen des Motors vom Filament verzogert.
Dieses Phinomen verédndert das ,,duty ratio“. Letztlich geht der Motor nach Verbrauch samt-
lichen ATPs in den Rigor Zustand iiber und vernetzt das Aktinnetzwerk permanent. Es erfolgt
also ein durch ATP-Verbrauch induzierter Sol-Gel-Ubergang.

Im Folgenden werden das Verhalten von Einzelfilamenten und die Netzwerkeigenschaften
eines solchen, ATP-verarmenden Aktin/HMM-Netzwerkes vorgestellt. Ein Schwerpunkt liegt
dabei auf dem neu entdeckten Phdnomen des gerichteten Filamenttransportes in der zeitli-
chen Nihe des Sol-Gel-Ubergangs. Dieses Phénomen wird mit einem neuen, nicht-trivialen
mikroskopischen Modell, dem Reifiverschluss-Modell erklért.

4.1 Probenpriparation

4.1.1 Aktinnetzwerk mit fluoreszenzmarkierten Filamenten

Fiir die Experimente wurde F-Aktin und HMM, wie in Kap. 1.2.4.1 bzw. 1.2.4.3 beschrie-
ben, pripariert. Das F-Aktin wurde mit einer Konzentration von ¢, = 5 uM prépariert
und mit einer dquimolaren Menge TRITC-Phalloidin fluoreszenzmarkiert. Diese sog. Repor-
terfilamente wurden in geringer Konzentration in ein unmarkiertes Aktinnetzwerk in Anwe-
senheit von HMM einpolymerisiert. Die Aktinendkonzentration betrug ¢4=0.4 mg/mL oder
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10 pm

(b)

Abbildung 4.1: Kontrollexperiment zum Wachstum der Reporterfilamente. (a) und (b) zeigen zwei
unterschiedliche, reprisentative Uberlagerung von Fluoreszenzaufnahmen von Aktinfilamenten, die
mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden. Stark fluoreszierende Reporterfila-
mente (Enden mit schwarzen bzw. weilen diinnen Pfeilen markiert) mit anschlieBend polymerisierten,
weniger stark fluoreszierenden Abschnitten (Verlingerung durch dicke Pfeile markiert). Wihrend die
meisten Filamente keine oder nur geringfiigige absolute Verlingerung aufwiesen, (schwarze Pfeile in
(a) und (b)), zeigten einige Filamente eine betrichtliche Verlingerung (weifle Pfeile in (a) ).

c4=0.8 mg/mL (9.5 uM bzw. 19 uM), entsprechend einer Maschenweite von £ ~ 0.54 ym bzw.
0.38 pum (nach Gl.(2.5) ). Das Verhéltnis von fluoreszenzmarkiertem zu unmarkiertem Aktin
betrug 1:300-1:1000. Das Verhaltnis von Aktin zu HMM betrug r4 = 8, 12, 25, 50 und 175
entsprechend HMM-Konzentrationen zwischen 2.5 uM und 55 nM. Die ATP-Konzentration
wurde auf verschiedene Startwerte von 150 uM bis 1 mM eingestellt.

Diese Probe wurde unter Antioxidationspufferbedingungen prépariert (Kap. 1.2.4.1) und
direkt nach Polymerisationsbeginn geteilt. Ein Teil wurde zusétzlich mit 4.5 ym Latex-Kugeln
(s. Tabelle 1.2.4.2) vermischt. Mit diesem Teil der Probe wurde im ,,Low Force“-Aufbau der
Sol-Gel-Ubergang der Probe vermessen. Mit dem anderen Teil der Probe wurde zeitgleich
im Fluoreszensmikroskop die Einzelfilamentdynamik untersucht. Die Messungen begannen
frithestens 5 min nach Polymerisationsbeginn.

Um den Einfluss der ATPase-Rate von HMM auf den aktiven Transport der Aktinfilamen-
te zu ermitteln, wurden die Experimente zusétzlich in einem zweiten Puffer, dem sog. Assay-
Puffer (2 mM Imidazol, 25 mM KCI, 4 mM MgCly, 0.2 mM Ascorbinséure, 0.5 mM ATP,
Millipore-Wasser, pH 7.7) durchgefiihrt. Die ATPase-Rate von HMM ist im Assay-Puffer um
den Faktor 15 grofler als im Standard-F-Puffer.

4.1.2 Kontrollproben

Kontrollproben wurden wie oben beschrieben hergestellt, jedoch wurde kein HMM zugege-
ben. Die ATP-Konzentration wurde in diesem Fall nur durch den Tretmiihlenprozess des
Aktins verringert. Die Verdnderung der ATP-Konzentration durch diesen Prozess ist aber
bei den verwendeten ATP-Startkonzentrationen und den gewihlten Beobachtungszeitrium-
en vernachlissighar. Die Proben wurden im Fluoreszenzmikroskop als Kontrollproben einge-
setzt, um die gerichtete Bewegung eindeutig von thermischen Fluktuationen unterscheiden
zu kénnen.
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Abbildung 4.2: Amplitude der Auslenkung einer Magnetkugel bei periodischer Anregung im sich
versteifenden Aktin/HMM-Netzwerk, aufgenommen mit dem sog. ,Low Force“-Aufbau. Eingezeich-
net ist der zeitliche Bereich, in dem das Phénomen des gerichteten Filamenttransports auftrat. Die
Aktinkonzentration betrug ¢4 = 19 mM, die Kraftamplitude 2.55 pN, die Frequenz f = 150 mHz und
das molare Verhiltnis Aktin-zu-HMM r 4 = 44.

4.1.3 Doppelfirbung von Aktin

Um eine Aussage iiber die tatsdchliche Lange der Reporterfilamente nach der zweiten Po-
lymerisation machen zu koénnen, wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt, bei dem der
Zuwachs der Filamente durch eine Doppelfluoreszenzfiarbung sichtbar gemacht wurde. Dazu
wurde eine messfertig zubereitete Probe (mit eingebetteten, rot fluoreszierenden TRITC-
Phalloidin stabilisierten Reporterfilamenten) nach der Auspolymerisation der umgebenden
Aktinmatrix zusétzlich mittels eines gelb fluoreszierenden FITC-markierten Phalloidins sta-
bilisiert. Reporterfilamente, die wiahrend der zweiten Polymerisationszeit weiter wachsen, sind
nach der FITC-Phalloidin Markierung doppelt gefirbt. Im Fluoreszenzmikroskop kann nun
zwischen der urspriinglichen Kontur (rot) und der Gesamtkontur (rot + gelb) unterschieden
werden. Die so erhaltenen Filamente werden wiederum in ein unmarkiertes Netzwerk einpoly-
merisiert, um die Konzentration an fluoreszenzgefiarbten Filamenten insgesamt zu verkleinern
und die Filament-Fluktuationen zu démpfen. Aufnahmen von Filamenten, die auf dem Deck-
glas adhériert waren, wurden im Computer mit unterschiedlichen Intensitéten iiberlagert, um
quantitative Aussagen treffen zu kénnen.

Als Ergebnis ergibt sich aus diesem Kontrollexperiment, dass iiber 80 % der Filamente
keine oder nur eine geringe Verldngerung (unter 2 ym) aufweisen, einzelne Filamente jedoch
teilweise betrachtliche Verldngerungen zeigen (15 pm oder mehr). Siehe dazu Abb. 4.1, in
welcher auf der Oberfléche adsorbierte Filamente gezeigt sind.

4.2 Durchfithrung

4.2.1 ”Low Force”-Aufbau

Die im Netzwerk eingebetteten Kugeln wurden mit Hilfe der Magnetspulen oszillierend ange-
regt. Die Kugelbewegung konnte mit Hilfe der Mikroskop-Optik aufgenommen und in Echtzeit
nachverfolgt werden. Als Ergebnis erhiilt man die zeitabhingige Amplitude der Kugel (vergl.
Abb. 4.2).

Mit Hilfe dieser Methode lisst sich der Zeitpunkt des Sol-Gel-Ubergangs als Versteifung
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des Netzwerks auf einer mikroskopischen Skala (ndmlich der Skala der Kugelgroe) bestim-
men. Zuséatzlich erhélt man einen indirekten Hinweis auf die ATP-Konzentration in der Probe.
Fiir eine detailliertere Beschreibung dieses Versuchsteils siehe [Keller, 2003].

Die Zeitskala sowohl hier als auch im Folgenden ist die Zeit nach Polymerisationsbeginn,
die sog. Referenzzeit.

4.2.2 Fluoreszenzmikroskop

Mit Hilfe der Methode der Fluoreszenzmikroskopie konnte ein Probenausschnitt iiber den
Zeitraum von einigen Minuten aufgenommen werden bevor der beobachtete Bereich so stark
ausgebleicht war, dass ein Wechsel zu einem anderen, noch nicht exponierten Ort erforderlich
wurde. Die in Form von digitalen Filmen gespeicherten Aufnahmen der Reporterfilamente
wurde anschliefend im schnellen Vorlauf ausgewertet, da man bei Beobachtung in Real-
zeit den gerichteten Transport der Filamente optisch kaum von thermischen Fluktuationen
trennen kann. Fir alle Ereignisse von gerichtetem Transport wurde die Zeit nach Polymeri-
sationsbeginn (Referenzzeit), die Laufzeit, die in dieser Zeit zuriickgelegte Strecke sowie die
sichtbare Lénge extrahiert. Die dazugehotrigen Fehler wurden jeweils grob abgeschétzt und
mit den Messdaten in einer Datenbank gespeichert.

Da nicht von allen aktiv transportierten Filamenten der gesamte Transport beobachtet
werden konnte (z.B. weil sich das Filament aus der Fokalebene bewegt hat oder weil die
Probe zu stark ausgebleicht war), kénnen die aus den oben beschriebenen Daten ermittel-
ten mittleren Geschwindigkeiten von den tatséchlichen mittleren Geschwindigkeiten leicht
abweichen.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In den ersten Minuten nach dem Beginn der Experimente, zu einem Zeitpunkt in dem das
Filamentnetzwerk noch nicht ausreichend ausgebildet ist, zeigten die Reporterfilamente ein
ausgepragtes diffusives Verhalten, d.h. Fluktuationen in alle Richtungen u.a. auch quer zur
Filamentachse. Dies entspricht dem Verhalten freier Filamente in wéssrigen Losungen oder
in stark verdiinnten, unverschlauften Polymerlésungen.

Nachdem die Polymerisation weit genug fortgeschritten ist, um ein Netzwerk im Sinne des
Reptationsrohren-Modells (vergl. Kap. 2.1) bilden zu kénnen, zeigten sich an den Bewegungen
der Reporterfilamente zunehmend die Einschrénkungen durch das Netzwerk. Die Filamen-
te vollfithren nur noch thermisch getriebene Reptationsbewegungen (Diffusion entlang der
Reptationsrohre), die durch die Motoraktivitit des HMM vergroflert sein kénnten [Liverpool
et al., 2001; Le Goff et al., 2002]. Im Gegensatz zu einem Aktinnetzwerk, das quasi-prozessive
Motorkonstrukte wie Myosin-II-Minifilamente [Humphrey et al., 2002] enthélt, wird hier iiber
langeren Zeitraum keine gerichtete Bewegung von F-Aktin beobachtet. Soweit entspricht das
beobachtete Verhalten der Filamente den Erwartungen.

In der zeitlichen Nihe des mit dem ,Low Force“-Aufbau bestimmten Sol-Gel-Uber-
gangs, dessen Zeitpunkt von der anfanglichen ATP-Konzentration, der Aktin- und HMM-
Konzentration sowie dem verwendeten Puffer abhéingt, kommt es zu einem unerwarteten
Auftreten von aktivem, gerichteten Transport von Reporterfilamenten (vergl. Abb. 4.3). Im
Maximalfall bewegen sich bis zu 40 % der sichtbaren Filamente (vergl. Abb. 4.4). Da die
Reporterfilamente nicht besonders ausgezeichnet sind, diirften sich in diesem Zustand etwa
40 % aller im Netzwerk vorhandenen Filamente bewegen.
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Abbildung 4.3: Trajektorie eines im ATP verarmten Aktin/HMM-Netzwerk aktiv transportierten
Aktinfilaments. Die Aktinkonzentration betrug c4 ~ 10 uM, das molare Verhéltnis Aktin-zu-HMM
betrug rac =~ 10. (a) Sequenz von digitalen Fluoreszenzmikroskopie Bildern im Abstand von je
2.6 s aufgenommen. Das transportierte Filament ist im ersten Bild durch einen Pfeil markiert. Die
scheinbare Verkiirzung des Filaments beruht auf der Tatsache, dass sich das Filament aus der Fokal-
ebene bewegt. (b) Uberlagerte Darstellung der digitalisierten Konturen des Filaments withrend der
Transportphase (driftbereinigt). Die Start und Endkontur sind markiert. Das 16.5 pm lange Filament
wird in wenigen Sekunden um iiber 15 ym transportiert.

Anschlielend an diese Phase endet jegliche Drift, welche in der Probenkammer vorhanden
ist (,Einfrieren* der kollektiven Filamentbewegung). Die Trajektorien der fluoreszensmar-
kierten Filamente zeigen in dieser Phase deutliche Divergenz und Rotation, das Netzwerk
unterliegt also zu diesem Zeitpunkt stark anisotropen inneren Kréften (Torsionsphase, vergl.
Abb. 4.5).

Nach einigen weiteren Minuten frieren auch die individuellen Fluktuationen der Fila-
mente komplett ein. Die Filamente erscheinen im Rahmen der Auflésung des verwendeten
Fluoreszenzmikroskops als unbeweglich. Sie zeigen in diesem Stadium scharfe Knicke (vergl.
Abb. 4.6).

Durch Zugabe von ATP kann der Sol-Gel-Ubergang riickgéingig gemacht werden, auch
kann nach einer erneuten ATP Zugabe wieder gerichteter Transport bzw. nach einiger Zeit ein
erneutes Einfrieren der kollektiven Bewegung bzw. der individuellen Bewegung der Filamente
beobachtet werden.

Das wichtigste Ergebnis ist das Auftreten eines gerichteten Filamenttransportes durch das
eigentlich als ,nicht prozessiv® bekannte HMM. Untersucht man die Einzelfilamentdynamik
genauer, indem man fiir jedes Bild eines Filaments die gesamte Filamentposition nachverfolgt
und dann die Bewegung auf die gemittelte Kurve aller Filamentpositionen (Masterkurve) pro-
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Abbildung 4.4: Typische Aufnahme eines Netzwerkes zu dem Zeitpunkt, an dem maximal viele
Filamente transportiert werden. Die transportierten Filamente sind mit Pfeilen markiert (ca. 40 %
aller Filamente in und in der Néhe der Fokalebene). Die Aktinkonzentration betrug c4 ~ 20 uM, das
molare Verhéltnis Aktin-zu-HMM betrug rac = 45.

10um//"\-
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Abbildung 4.5: Interne torsionsartige Deformation des Netzwerks in der Nithe des Sol-Gel-Uber-
gangs. Zwei iiberlagerte Bilder mit einem zeitlichen Abstand von 30 Sekunden. Gezeigt sind die Po-
sitionen einiger Filamente zu Beginn der Torsionsphase (graue Konturen) und am Ende (schwarze
Konturen). Die schwarzen Pfeile zeigen Richtung und fiinffache Linge der Verschiebung. Gestrichelte
Pfeile zeigen die Bewegungsrichtung von aktiv transportierten Reporterfilamenten. Das kreisformige
Symbol markiert den Ort minimaler Verschiebung. Zu Beachten sind besonders die unterschiedlichen
Léangen und Richtungen der schwarzen Pfeile.

jeziert, erkennt man, dass ein transportiertes Filament zunéchst typische thermische Fluk-
tuationen ausfiihrt, beschleunigt, sich einige Zeit mit annéhernd konstanter Geschwindigkeit
bewegt und schliefllich nach einer Bremsphase wieder thermisch fluktuiert (vergl. Abb. 4.8).

4.3.2 Detaillierte Darstellung der Ergebnisse - Thermische Fluktuationen

Um zu iiberpriifen, ob sich die anféinglichen Fluktuationen tatséichlich mit thermisch getriebe-
nen Bewegungen vergleichen lassen, wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt,in welchem
Proben prépariert wurden, die mit den oben beschriebenen Proben bis auf fehlendes HMM
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Abbildung 4.6: Einfrieren der Einzelfilamentfluktuationen. Die Aktinkonzentration betrug c4 =
10 uM, das molare Verhiltnis Aktin-zu-HMM betrug rac =~ 30. (a) Mittelung aus 10 Einzelbil-
dern im aktiven Zustand. Die Reporterfilamente erscheinen aufgrund ihrer Fluktuationen weich ver-
schmiert. Fluktuationen senkrecht zur Fokalebene verwischen die Beugungsbilder (strukturlose Halos).
(b) Mittelung aus 10 Einzelbildern im fest vernetzten Zustand. Unscharfe Filamentbereiche ergeben
sich ausschliellich durch Teile der Filamente, die nicht in der Fokalebene liegen. Durch die fehlen-
den Fluktuationen werden die Beugungsbilder der Filamente scharf abgebildet (strukturierte Halos),
erstaunlicherweise zeigen die Filamente scharfe Knicke.

identisch sind. Die thermisch getriebenen Filamente zeigten je nach Lange unterschiedlich
starke Fluktuationen der Filamentenden: Kurze Filamente (I < [,) fluktuierten stérker ent-
lang ihrer Reptationsrohre, lingere (I > [,) weniger stark. Dieses Verhalten ist von einem
semiflexiblen, in ein Netzwerk eingebetteten Polymer zu erwarten, da die thermische Energie
bei kurzen Filamenten kaum transversale Moden mit grofierer Amplitude anregen kann und
die Anregung des translatorischen Freiheitsgrades parallel zur Filamentachse fast vollstandig
in eine diffusive Bewegung umgesetzt werden kann. Bei langen Filamenten wird im Gegensatz
dazu ein grofier Anteil der thermischen Energie transversale Moden anregen. Die Anregung
des parallelen translatorischen Freiheitsgrades wird aber kaum zu einer Gesamtbewegung
fiihren, da das Filment aufgrund seiner vielen Verschlaufungspunkte einer viel stérkerer Dis-
sipation unterliegt. Erwartet wird auch das Ergebnis, dass sich zwei Punkte (hier die Enden)
eines Filaments mit einer Linge [ < [, korreliert verhalten, wihrend zwei Punkte mit einem
Abstand grofer als [, wie erwartet unkorreliertes Verhalten zeigen. (Vergleiche dazu auch die
Definition der Persistenzléinge (Gl. 2.1) fiir freie Filamente.)

Projeziert man wieder die Positionen der Filamentenden zum Zeitpunkt ¢; auf die gemit-
telte (und an den Enden extrapolierte) Kontur, erhélt man Positionen s; entlang der Reptati-
onsrohre. Triigt man die Geschwindigkeiten v; = As;/At; (As; = siy1 — Asiy At =tip1 — ;)
der Filamentenden als Histogramm auf, ergeben sich bei thermisch getriebenen Filamen-
ten GauBiformige Verteilungen um null. Die Breite der Verteilung hidngt dabei hauptséchlich
vom Grad der Verschlaufung ab. Fiir aktiv transportierte Filamente im passiven Zustand,
also in der Zeit vor oder nach dem erkennbaren aktiven Transport, hat die Verteilung der
Geschwindigkeiten eine identische Form wie die Verteilung der thermisch getriebenen Fila-
mente. Fiir die aktive Phase (Transport) ist eine deutliche, signifikante Verschiebung der
Verteilungsfunktion zu erkennen. Die Asymetrie dieser Verteilungsfunktion kann dabei durch
die Uberlagerung zweier Gaufikurven erklirt werden. Eine GauBkurve um null reprisentiert
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Abbildung 4.7: Histogramme der Geschwindigkeiten v; der Filamentenden: In den oberen Histo-
grammen sind die Geschwindigkeiten der Filamentenden fiir ein langes Filament (a) und ein kurzes
Filament (b) gezeigt. Man beachte den starken Einfluss der lokalen Umgebung, sichtbar an den unter-
schiedlichen Fluktuationsamplituden der Filamentenden fiir das lange Filament. (c) Fiir das aktive
Filament lisst sich die Phase der rein thermischen Bewegung (grau hinterlegte Balken) von der Pha-
se der aktiven Bewegung (schwarz umrandete Balken) deutlich unterscheiden. In der aktiven Phase
erkennt man zwei Anteile in der Verteilungsfunktion: Eine Gaufikurve um null und eine um einen
positiven Wert von etwa 2 um/s (gestrichelte Linien = angepasste GauBlkurve). (d) 1) Thermisch
getriebene Filamente, i entspricht (a), 4 entspricht (b). 2) Aktiv transportiertes Filament vorher /
nachher (7i7), der Pfeil zeigt die Transportstrecke.
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Abbildung 4.8: Verschiebung eines Filamentendes entlang der gemittelten Kontur (Reptati-
onsrohre), aufgetragen gegen die Zeit (dicke Linie). Zum Vergleich sind die Verschiebungen eines
kurzen (diinne Linie) und eines langen (gestrichelte Linie) thermisch getriebenen Filaments darge-
stellt. Das aktiv transportierte Filament zeigt eine Phase rein thermischer Fluktuationen (i), eine
Beschleunigungsphase (i), eine Phase konstanter Bewegung (iii), eine Bremsphase (iv) und wieder
thermische Fluktuationen (iv).

weiterhin thermische Fluktuationen, die zweite Kurve repréisentiert den aktiven Transport.

Die Breite der Verteilungsfunktion fiir ein 16 um langes aktives Filament in passiver
Phase ist dabei groflenordnungsméfig identisch mit den Verteilungsfunktionsbreiten kiirzerer
(gezeigt fir 9 pm) und léngerer (gezeigt fiir 45 pm), thermisch angeregter Filamente. Die
Verschlaufung hat einen deutlich gréferen Einfluss auf die Geschwindigkeitsverteilung als die
Filamentlénge. Repréisentative Beispiele dieses Verhaltens sind in Abbildung 4.7 wiedergege-
ben.

4.3.3 Detaillierte Darstellung der Ergebnisse - Aktiver Transport

In der zeitlichen Néhe zum Sol-Gel-Ubergang tritt, wie bereits beschrieben, ein plétzlicher, ak-
tiver Transport von Filamenten im dreidimensionalen Netzwerk auf. Fiir diese Arbeit wurden
132 einzelne Ereignisse ausgewertet. Reporterfilamente wurden dabei mit Geschwindigkeiten
von iiber 2.6 pum/s iiber Strecken von bis zu 37 pm (Pfadlinge) transportiert. Einzelne Fi-
lamente bewegten sich kontinuierlich wéhrend eines Zeitraums von bis zu 100 s. In vielen
Féllen wurden die Filamente ungefahr eine Distanz entsprechend ihrer eigenen Lénge trans-
portiert, bevor die Bewegung endete. In einigen Bereichen der Probe bewegten sich bis zu
40% aller Filamente, die sich im Fokus befanden (s.o.), in anderen bewegten sich nur ein
kleiner Prozentsatz des F-Aktins.

Der beschriebene Transport von Aktinfilamenten wurde bei verschiedenen Pufferbe-
dingungen, Aktin- und HMM-Konzentrationen und unterschiedlichen molaren Verhéltnis-
sen Aktin-zu-HMM beobachtet. Auch der Einfluss der Alterung der aufgetauten HMM-
Stammlésungen wurde ermittelt. Aufgrund des Alterungseffekts von HMM werden im Folgen-
den nur Experimente verglichen, die mit derselben Aktinpriaparation und einer vergleichbaren
(frisch aufgetauten oder einen Tag auf Eis gelagerten) HMM-Stammldsung durchgefiihrt wur-
den.

Die Messwerte (Transportstrecke, -zeit, -geschwindigkeit und Filamentlinge) dieser Ver-
suche sind nicht offensichtlich korreliert (ein Beispiel ist in Abb. 4.9 gezeigt). In der Diskussion
(Kap. 4.4) wird eine Erkldrung fiir dieses Phéanomen geliefert, deshalb werden im Folgenden
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Abbildung 4.9: Relationen der verschiedenen Transportparameter einer Probe mit einer Aktin-
konzentration von 9.5 yM und einem molaren Verhéltnis Aktin-zu-HMM von rag = 11 uM. (a)
Geschwindigkeit gegen die sichtbare Filamentlinge, (b) transportierte Strecke gegen die sichtbare
Filamentlinge und (¢) Geschwindigkeit gegen die transportierte Distanz. Es gibt keine eindeutige
Abhé#ngigkeit der verschiedenen beobachteten Parameter. Zu beachten ist jedoch, dass alle drei Para-
meter nicht exakt bestimmt werden kénnen, da die Filamente ldnger sein kdnnten, als sie erscheinen
und die transportierte Strecke (aufgrund technischer Beschriinkungen) ebenfalls linger sein konnte als
gemessen.

lediglich die Mittelwerte der Messwerte vorgestellt.

Einfluss der Aktinkonzentration Der Transport von Aktinfilamenten innerhalb eines
Aktinnetzwerks basiert auf der Wechselwirkung von zwei oder mehr Aktinfilamenten mit dem
molekularen Motor HMM. Deshalb ist der Einfluss der Aktinkonzentration auf die Transpor-
teigenschaften fiir das Versténdnis des Transportprozesses von Interesse.

In Abb. 4.10 werden die Messwerte zweier Aktin-HMM-Losungen in Assay-Puffer mit-
einander verglichen: Eine hatte eine Aktinkonzentration von 9.5 uM (Abbn. 4.10a—c), die
andere enthielt die doppelte Menge, also 19 uM (Abbn. 4.10d—e). In beiden Fillen war die
HMM-Konzentration 0.38 uM, entsprechend einem molaren Verhéltnis Aktin-zu-HMM von
rag = 27 bzw. rag = 53. Die gefiillten Symbole in a—c bezeichnen Messergebnisse vor dem
ersten vollstdndigen ATP-Verbrauch, die offenen Symbole beziehen sich auf Messungen nach
einer zusédtzlichen ATP Zugabe, also nach der Wiederherstellung der ATPase-Aktivitiat der
HMM-Molekiile. Die Verdoppelung der Aktinkonzentration hat folgenden Effekt:
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1. die mittlere Transportgeschwindigkeit reduziert sich von 0.68 pm/s auf 0.42 ym/s (ent-
sprechend einem Faktor 1.6),

2. die mittlere transportierte Strecke reduziert sich von 9.6 um auf 3.3 um (Faktor 2.9)
und

3. die mittlere Transportzeit sinkt von 18.6 s auf 11.4 s (Faktor 1.6).

Die mittleren sichtbaren Filamentlingen beider Fille sind vergleichbar (6.1 gm im Falle von
9.5 uM Aktinkonzentration und 7.7 pm im Falle von 19 pM).

Einfluss der HMM-Konzentration Die Transporteigenschaften der Reporterfilamente
héngen zusitzlich von der HMM-Konzentration ab. In Abb. 4.11 werden zwei Aktin-HMM-
Losungen mit der gleichen Aktinkonzentration cx = 9.5 pm verglichen. In Abb. 4.11a—c
wurde ein molares Verhéltnis Aktin-zu-HMM von ray = 9 verwendet, in Abb. 4.11d-e be-
trug die HMM-Konzentration nur ein Drittel, also rayy = 27. Die durchschnittliche sichtbare
Lénge der Reporterfilamente war vergleichbar (8.4 pm bzw. 9.2 ym). Die Verminderung der
HMM-Konzentration um einen Faktor drei fiihrt zu einer Reduktion der mittleren Trans-
portgeschwindigkeit von 0.5 pm/s auf 0.31 pm/s (Faktor 1.6) und einem Anstieg sowohl der
Transportstrecke von 7.1 pm auf 9.2 pym (Faktor 1.3) als auch der Transportzeit von 16.2 s
auf 30.8 s (Faktor 1.9).

Einfluss der Alterung des HMM Obwohl die HMM-Stammldsung das Antioxidations-
mittel DTT enthielt, leidet die Qualitidt des HMM wéhrend der Lagerung auf Eis. Die Verrin-
gerung der ATPase-Rate des Motorproteins und der Verlust der Fahigkeit, den Power Stroke
zu vollfithren, kann durch die Bildung von sog. Rigor-Kopfen erkliart werden. Dies sind dena-
turierte HMM-Kopfchen, die nur noch irreversibel an Aktinfilamente binden kénnen (vergl.
Kap. 1.2.1).

Um die Auswirkungen des Alterungsvorganges der Motorproteine zu ermitteln, wurden
zwei ansonsten identische Proben in F-Puffer angesetzt, deren einziger Unterschied das Alter
des HMM war. Einmal wurde frisch aufgetautes Protein verwendet, das andere Mal wurde
dieselbe HMM-Stammlosung verwendet, nachdem sie zuvor 24 h auf Eis gelagert wurde. In
beiden Fillen war die sichtbare Filamentldnge 10 pm, das molare Verhéltnis Aktin-zu-HMM
rag = 13 und die Aktinkonzentration 9.5 pM.

Der Einfluss der Alterung des Motorproteins HMM ist in Abb. 4.12 gezeigt. Dort werden
Transportgeschwindigkeit, -strecke und -zeit miteinander verglichen. Abbn. 4.12a—c zeigen die
Ergebnisse der Experimente mit frisch aufgetautem HMM, Abbn. 4.12d-e zeigen Ergebnisse
von Messungen mit HMM, welches vor dem Experiment 24 Stunden auf Eis gelagert wurde.
Die Alterung dufert sich in einer Reduktion der mittleren Transportgeschwindigkeit um einen
Faktor 2.6 und der Transportstrecke um einen Faktor 1.7. Interessanterweise erhéhte sich die
Transportzeit um einen Faktor 2.2.

In beiden Proben wurde nach dem ersten Sol-Gel-Ubergang der Aktin-HMM-Lésung und
dem anschlieflenden vollstéindigen ATP-Verbrauch erneut ATP zugegeben (vgl. Kap. 4.3.5).
In Abb. 4.12 beziehen sich die gefiillten Symbole auf Messungen vor der ATP Zugabe und
die offenen Symbole auf diejenigen danach.

Einfluss der Pufferzusammensetzung Wie im Abschnitt 4.1.1 erwihnt, héngt die
ATPase-Aktivitit des HMM von der Zusammensetzung des Puffers ab. In Assay-Puffer ist sie
um einen Faktor 15 hoher als in F-Puffer [Keller, 2003] . Aus diesem Grund wurde der Ein-
fluss dieser zwei Puffer auf die Transporteigenschaften der Aktinfilamente untersucht. Zwei
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Abbildung 4.10: Einfluss der Aktinkonzentration auf die Transporteigenschaften. Die Aktinkonzen-
tration ca betrug 9.5 uM (a—c), bzw. 19 uM (d-f). Gefiillte Symbole beziehen sich auf Messungen des
ersten Sol-Gel-Ubergangs, offene Symbole auf einen zweiten Ubergang nach Reaktivierung der HMM-
Aktivitdt durch erneute ATP-Zugabe. Horizontale Linien kennzeichnen Mittelwerte. Die Verdopplung
von cp fiihrt zu einer Reduktion der mittleren Geschwindigkeit um einen Faktor 1.6, der mittleren
transportierten Strecke um einen Faktor von 2.9 und der mittleren Transportzeit um einen Faktor
1.6. Die mittleren sichtbaren Filamentlingen sind jeweils vergleichbar (6.1 pm fiir c4 = 9.5 uM und
7.7 pm fiir c4 = 19 pM. Die HMM-Konzentration betrug 0.38 uM, entsprechend rap = 27 bzw. 53.
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Abbildung 4.11: Einfluss der HMM-Konzentration auf die Transporteigenschaften. Vergleich von
Experimenten in F-Puffer mit einem molaren Aktin-zu-HMM Verhéltnis von rag = 9 (a—c) und rapg =
27 (d—e). Horizontale Linien kennzeichnen Mittelwerte. Die Verringerung der HMM-Konzentration um
einen Faktor drei bewirkt eine Reduktion der mittleren Transportgeschwindigkeit um einen Faktor 1.6.
Die mittlere Transportstrecke erhthte sich um einen Faktor 1.3, die mittlere Transportzeit verlédngerte
sich um einen Faktor 1.9. In beiden Fillen war die sichtbare Filamentlinge vergleichbar (8.4 pm und
9.2 pm im Falle von ray bzw. rag). Die Aktinkonzentration betrug 9.5 uM.
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Abbildung 4.12: Einfluss der Alterung des HMM auf die Transporteigenschaften. Vergleich von
Experimenten mit frisch aufgetautem HMM (a-c) und solchen mit HMM, das 24 h Eis gelagert
wurde (d—e). Gefiillte Symbole in (a—c) beziehen sich auf Messungen des ersten Sol-Gel-Ubergangs,

offene Symbole auf einen zweiten Ubergang nach Reaktivierung der HMM-Aktivitit durch erneute
ATP Zugabe. Horizontale Linien kennzeichnen Mittelwerte. Die Alterung des HMMs fithrt zu einer
Reduktion der mittleren Transportgeschwindigkeit um einen Faktor 2.6 , bzw. der Transportstrecke um
einen Faktor 1.7. Die Transportzeit erhoht sich um einen Faktor 2.2. In beiden Fillen war die mittlere
Filamentlinge 10 pm, das molare Verhéltnis Aktin-zu-HMM war rag = 13 und die Aktinkonzentration

9.5 pM.
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Proben mit einer Aktinkonzentration von 9.5 uM und einem molaren Verhéltnis Aktin-zu-
HMM von rap = 27 wurden angesetzt, einmal mit F-Puffer und einmal mit Assay-Puffer. Die
Daten (nicht gezeigt) konnen nur qualitativ, nicht quantitativ, verglichen werden, da die bei-
den Messungen an zwei verschiedenen Tagen mit verschieden gealtertem HMM durchgefiihrt
wurden. Die Probe, die mit F-Puffer prapariert wurde, enthielt frisch aufgetautes HMM, die-
jenige die in Assay-Puffer pripariert wurde, enthielt HMM, welches bereits einen Tag auf Eis
gelagert worden war.

Obwohl das HMM der letztgenannten Probe (Assay-Puffer, gealtertes HMM) gealtert
war und damit ein Teil der Molekiile denaturiert waren (vgl. vorhergegeanger Abschnitt), ist
die Transportgeschwindigkeit gegeniiber der erstgenannten Probe (F-Puffer, frisches HMM)
erhoht. Dies bedeutet, dass der Puffer und damit auch die ATPase-Aktivitat des HMM einen
starken Einfluss auf die Transporteigenschaften hat.

4.3.4 Detaillierte Darstellung der Ergebnisse - Torsionsartige Deformation
des Netzwerkes und Einfrieren der Filamentdynamik

Wihrend sich das Netzwerk in der Gel-Phase befindet, unterliegt es global wirkenden Pro-
zessen wie der ungleichméfligen Erwédrmung der Probenkammer oder der Verdunstung von
Probenfliissigkeit am Druckausgleichskanal der Probenhalterung. Diese Prozesse fithren zu
einer globalen Drift der Probe in der Gréflenordnung von 0.1 — 0.15 pm/s.

Jeweils wenige Minuten nach dem letzten beobachten aktiven Transport kommen die glo-
balen Driftprozesse in der Probe zum Erliegen. In einem Zeitraum von typischerweise einer
Minute beobachtet man dann in Netzwerk deutliche lokale Deformationen und Rotationen.
Das Netzwerk unterliegt also zu diesem Zeitpunkt starken anisotropen inneren Kréften ( Tor-
sionsphase, vergl. Abb. 4.5). Maximale beobachtete Torsionsgeschwindigkeiten waren dabei
0.04 — 0.06 pm/s pro Filament in entgegengesetzte Richtungen bei einem Abstand von etwa
36 pm.

Nach dem Ende dieser Torsionsphase wird das Fluoreszensbild des Aktinnetzwerkes vollig
statisch. Bis auf elektronisches Rauschen und Bleichprozesse liefert die CCD Kamera iiber
Zeiten von Millisekunden bis zu einigen 10 Sekunden identische Bilder. In dieser Phase kénnen
die Fluoreszenzbilder gut gemittelt werden. Die einzelnen Filamente zeigen in dieser Phase
scharfe Knicke.

4.3.5 Detaillierte Darstellung der Ergebnisse - Reversibilitéit des Sol-Gel-
Ubergangs

Die Phase, innerhalb derer die Aktinfilamente aktiv transportiert werden, endete jeweils, wie
oben beschrieben, nach einiger Zeit mit der Torsionsphase. Danach ist das Netzwerk nicht nur
makroskopisch fest (Gel-Zustand), sondern zeigt auch mikroskopisch keine Fluiditdt mehr.
Durch eine erneute Zufuhr von ATP kann nicht nur (wie bereits bekannt) der Sol zu Gel
Ubergang riickgéingig gemacht werden, sondern es tritt auch erneut eine Phase des aktiven
Filamenttransports auf. Um dies zu zeigen, wurde an den Rand des Aktin-HMM-Gels in der
teilweise gedffneten Probenkammer z.B. 10 uL einer 0.1 M ATP-Losung gegeben. Nachdem
das ATP durch die Probe bis in die unter dem Mikroskop betrachtete Region diffundiert
war, konnten wieder aktiv transportierte Filamente beobachtet werden. Mikroskopisch war
die erneuerte Fluiditdt der Probe an der wieder einsetzenden globalen Drift bzw. an den
Fluktuationen einzelner Filamente zu erkennen. Der osmotische Schock der konzentrierten
ATP-Losung zerriss zwar manchmal Reporterfilamente und damit wahrscheinlich auch un-
markierte Filamente (nicht gezeigt), trotzdem entsprachen die Transporteigenschaften im
Mittel denjenigen der ersten Transportphase (s. Abbn. 4.10 und 4.12, gefiillte bzw. offene
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Kreise). Der Ubergang des Aktin-HMM-Systems von einer Phase mit sich bewegenden Fila-
menten zu einer Phase mit fixierten Filamenten ist also reversibel.

4.4 Diskussion

4.4.1 Allgemeine Diskussion der Ergebnisse

Im Rotating Cross-bridge Modell (vgl. Kap. 1.2.2) fiir Myosin wird beschrieben, wie dieses
Enzym mit dem Kopf an F-Aktin bindet und wihrend der Bindung eine Konformationsénde-
rung (Power Stroke) vollfithrt. Nach der Trennung vom Filament geht das Myosin wieder in
seine urspriingliche Konformation zuriick. Dieser zyklische Prozess transformiert chemische
Energie in Form von ATP in mechanische Arbeit. Der Quotient der durchschnittlichen Zeit
im gebundenen Zustand zur gesamten Zykluszeit wird ,,duty ratio“ genannt (s. Kap. 1.2.2).
Ein ,,duty ratio* r > 0.5 ist Voraussetzung dafiir, dass ein zweikopfiges Molekiil prozessiv ist
(s. Kap. 1.1).

Unter physiologischen Bedingungen und bei hoher ATP-Konzentration hat Myosin 11
einen niedrigen ,duty ratio“ von ryqr = 0.01 — 0.02 [Howard, 1997] und kann deswegen
nur dann Aktinfilamente kontinuierlich bewegen, wenn mehrere molekulare Motoren beteiligt
sind, wie z.B. im dicken Filament des Sarkomers. Im zweidimensionalen Motility Gliding
Assay [Kron und Spudich, 1986], bei dem Myosin II, sein doppelképfiges Fragment HMM
oder das einzelkopfige Fragment S1 auf eine Oberfliche adsorbiert sind, kénnen ebenfalls
Aktinfilamente iiber lingere Strecken transportiert werden, falls die Proteinkonzentration eine
gewisse Grenze iiberschreitet. Das Filament wire sonst nicht ohne Unterbrechung durch einen
Motor an die Oberfliche gebunden und wiirde sich diffusiv entfernen [Uyeda et al., 1990]. Da
Myosin II und seine Fragmente nicht als einzelnes Molekiil ein Aktinfilament transportieren
konnen, werden sie nicht-prozessiv genannt.

Humphrey et al. berichteten, dass auch bipolare Biindel von 2-16 Myosin-II-Molekiilen,
sog. Minifilamente, ebenfalls Aktinfilamente aktiv und gerichtet in einem dreidimensionalen
Netzwerk transportieren konnen [Humphrey et al., 2002]. Die mittlere Geschwindigkeit betrug
dabei 1.3 pm/s. Diese Ensembles von molekularen Motoren kénnten quasi-prozessiv genannt
werden. Auch Takiguchi [Takiguchi, 1991] beobachtete bei Anwesenheit von HMM und ATP
die Kontraktion von unpolaren Aktinbiindeln, die in einem Puffer hergestellt wurden, der
(chemisch inerte) Methylzellulose enthielt. Die dabei erreichte maximale Geschwindigkeit
betrug 1.6 um/s. Takiguchi erkliart die Kontraktion ebenfalls durch Krifte durch HMM auf
antiparallele Aktinfilamente. Er beachtet dabei aber nicht, dass der ,,duty ratio“ r von HMM
bei der von ihm verwendeten ATP-Konzentration mit » = 0.01—0.02 sehr niedrig ist. Dadurch
ist es extrem unwahrscheinlich, dass ein HMM-Molekiil gleichzeitig an zwei Aktinfilamente
gebunden ist. Dies ist jedoch eine Voraussetzung fiir die Krafterzeugung.

Im Gegensatz zum intakten Myosin II fehlt seinem Fragment HMM die fiir die Biindel-
bildung verantwortliche LMM-Doméne (vgl. Abb. 1.7). Mittels Gel-Chromatographie (silver
stain), bei der eine grofie Menge an Protein eingesetzt wurde, konnte gezeigt werden, dass
Myosin II sowohl in der Aktin- als auch in der HMM-Préiparation unterhalb der Nachweis-
grenze lag (Daten nicht gezeigt). Dies war nétig, da zu Beginn der Proteinpréparationen noch
grofle Mengen von natiirlichem Myosin II in der Losung enthalten sind bzw. HMM direkt aus
Myosin II prapariert wird (s. Kap. 1.2.4.3).

Krifte auf Filamente durch HMM In einem dreidimensionalen Aktinnetzwerk kénnen
(doppelkopfige) HMM-Molekiile an zwei verschiedene Filamente binden. Kraft auf die Fila-
mente kann dabei nur ausgeiibt werden, wenn der Motor gleichzeitig an zwei verschiedene
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Filamente gebunden ist, wihrend einer der Kopfe den Power Stroke vollfithrt. Ist nur einer
der Kopfe an ein Aktinfilament gebunden, fithrt der Power Stroke aufgrund der stark unter-
schiedlichen Massen und Reibungskoeffizienten der beiden Bindungspartner lediglich zu einer
Verschiebung des Motors um eine Schrittweite und nicht zu einer Verschiebung des Aktin-
filaments. Dies steht nicht im Widerspruch zum Motility Gliding Assay mit dem Fragment
S1: Die Motorkopfe sind dort auf eine Oberfliche adhériert, somit werden auch Kréfte auf
die Aktinfilamente ausgeiibt und diese auch transportiert. Unter physiologischen Bedingun-
gen und hoher ATP-Konzentration ist die Wahrscheinlichkeit, dass beide Kopfe gleichzeitig
an zwei verschiedene Filamente gebunden sind (ppotn) fiir Myosin II und HMM sehr klein:
Photh ~ 12 S 0.022. Deswegen ist verstiindlich, dass unter diesen Bedingungen kein gerichteter
Langzeittransport von Aktinfilamenten beobachtet wurde.

Niedrige ATPase-Rate als Voraussetzung fiir Transport Im Folgenden wird ge-
zeigt, dass einzelne doppelkopfige HMM-Motoren, die unter ATP-reichen Bedingungen nicht-
prozessiv sind, durch Verminderung der ATP-Konzentration und damit der ATPase-Rate,
Krifte auf Aktinfilamente in dreidimensionalen Netzwerken ausiiben kénnen. ATP wird
benétigt, um einen HMM-Kopf von einem Aktinfilament zu 16sen. Aufgrund einer anfing-
lich relativ hohen ATP-Konzentration ist zunichst die Bindung des molekularen Motors an
ein Aktinfilament geschwindigkeitsbegrenzend fiir seinen ATPase-Zyklus. Im Lauf der Zeit
sinkt die ATP-Konzentration aufgrund der ATPase-Aktivitit des Motors immer weiter, bis
schliefllich die Bindung dieses Nukleotids der ratenbegrenzende Schritt in seinem ATPase-
Zyklus wird. Dies fithrt zu einer Verlingerung der Zeit, die der HMM-Kopf im gebundenen
Zustand am Aktinfilament verbleibt, was gleichbedeutend mit einem Anstieg des ,duty ra-
tio* ist. Unter diesen Bedingungen wird es zunehmend wahrscheinlich, dass beide Kopfe eines
Molekiils gleichzeitig an F-Aktin gebunden sind. Dies fithrt zu zwei gegenlaufigen Effekten:
Einerseits nimmt das ,,duty ratio“ der Motoren zu. Damit steigt die Wahrscheinlichkeit, dass
HMM-Molekiile als aktive Vernetzer Krifte auf die Aktinfilamente ausiiben kénnen und somit
einen gerichteten Transport des F-Aktin bewirken. Andererseits fungiert im Mittel ein (stei-
gender) Anteil des HMM als passiver Vernetzer im Aktinnetzwerk, wie mittels Messungen
mit Magnetischen Pinzetten gezeigt werden kann. Solange ATP verfiigbar ist, sind die Ver-
netzungen durch HMM nur voriibergehend, wéhrend sie nach vollkommenem ATP-Verbrauch
dauerhaft werden (sog. Rigorzustand).

Dabei sinkt zu Beginn die anfangs hohe ATP-Konzentration linear, da die ATP-Bindung
an den Aktin-HMM-Komplex nicht der ratenbegrenzende Schritt im ATPase-Zyklus ist.
Spéter nihert sie sich nach der Michaelis-Menten-Kinetik exponentiell dem Wert null (vgl.
Kap. C im Anhang), so dass die letzte Phase des ATP-Verbrauchs geniigend langsam verliduft,
um den Filamenttransport wéihrend eines lidngeren Zeitraums beobachten zu kénnen.

Antiparallele Filamente als Voraussetzung fiir Filamenttransport Die S1-S2-
Verbindung, der ,Hals“ eines Myosins bzw. eines HMM-Molekiils, ist sehr flexibel [Bags-
haw, 1993]. Damit ist die Orientierung der beiden Koépfe des HMM-Molekiils zueinander
weitgehend beliebig. Dadurch erscheint es wahrscheinlich, dass ein HMM-Molekiil sowohl an
parallele als auch an antiparallele Aktinfilamente binden kann. Trotzdem kann ein einzelnes,
zwei Aktinfilamente vernetzendes HMM-Molekiil nicht zu einer kontinuierlichen Bewegung
der Filamente fiihren, da die Wahrscheinlichkeit grofl ist, dass sich die beiden Filamente
aufgrund thermischer Fluktuationen rdumlich voneinander entfernen, sobald sich einer der
beiden HMM-Kopfe von seinem Filament trennt. Selbst in einem verschlauften Aktinnetzwerk
sind die Abstédnde der Filamente im zeitlichen Mittel wesentlich gréfier als der Abstand, der
fiir einen kontinuierlichen Transport durch HMM benétigt wird. Fiir Aktinfilamente, die kei-
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ne zumindest abschnittsweise parallele Orientierung haben, sind wegen des kurzen Abstands
zwischen den zwei HMM-Kopfen eines Molekiils nur einzelne bis maximal einige wenige Ver-
netzungen durch HMM moglich. F-Aktin ist polar mit einem Plus- und einem Minus-Ende.
Deswegen konnen zwei antiparallele Filamente, die einen Uberlappungsbereich haben, von
vielen HMM-Molekiilen vernetzt, d.h. in dieser Anordnung gehalten werden und gleichzeitig
Kréfte auf sie ausiiben [Nakazawa und Sekimoto, 1996; Kruse und Jlicher, 2000] (s. Abb. 4.13).
Unter diesen Bedingungen und bei niedriger ATP-Konzentration ist ein gerichteter, langer-
fristiger Transport von Aktinfilamenten im dreidimensionalen Netzwerk moglich. Zu beachten
ist, dass bei parallelen Aktinfilamenten die Kréfte abwechselnd in beide Richtungen wirken
und somit kein gerichteter Transport zustande kommen kann.

Experimentell wurde nie beobachtet, wie sich zwei fluoreszenzmarkierte Filamente di-
rekt aneinander entlang bewegen. Zum einen ist die Wahrscheinlichkeit fiir das Ereignis,
dass sich zwei sichtbare Aktinfilamente beriihren, &uflerst gering, da hochstens jedes drei-
hundertste Filament fluoreszenzmarkiert ist, zum anderen konnte aufgrund des begrenzten
Auflésungsvermogens des Mikroskops keine Aussage dariiber getroffen werden, wie nah sich
zwei Filamente tatséchlich sind sobald diese einen Abstand von weniger als ca. 0.5 0.5 ym
(Rayleigh-Kriterium) voneinander haben. Deshalb ist mit diesem Aufbau prinzipiell keine
Aussage dariiber moglich, ob die erforderliche Nédhe der Filamente zueinander von 10-20 nm
vorliegt oder nicht.

4.4.2 Detaillierter Mechanismus

Von uns [Uhde, Keller, Parmeggiani, Frey, Sackmann| wird ein detailliertes Modell vorge-
schlagen, welches die beobachtetet Daten plausibel erklért:

Nachdem Kopf 1 eines HMM-Molekiils an Aktinfilament 1 gebunden hat, vollfithrt er
sofort (innerhalb von 1 ms [Howard, 1997]) den Power Stroke ohne auf Filament 1 oder 2
eine Kraft auszuiiben. Falls Kopf 2 nun an Filament 2 bindet, wihrend sich Kopf 1 noch
nicht wieder von Filament 1 gelost hat, so wird sofort eine Kraft auf die beiden Filamente
ausgeiibt (,aktive Vernetzung“). Existieren zwischen den beiden Filamenten keine weite-
ren Querverbindungen, so vollfithrt der Motorkopf den Power Stroke und schiebt dabei die
beiden Filamente in entgegengesetzte Richtungen (s.u.). Die weiteren HMM-Molekiile zwi-
schen den beiden Filamenten, die ihren Power Stroke bereits ausgefiihrt, sich aber noch nicht
von den Filamenten gelost haben, gestatten nur eine Verschiebung der Filamente, bis die
Schubkraft der aktiven Vernetzung der elastischen Widerstandskraft der passiven Querver-
bindungen entspricht. Sobald ein passiver Vernetzer (HMM im Rigorzustand) ATP bindet
und sich daraufhin von einem der beiden Filamente 16st, fithrt diese Verringerung der elas-
tischen Widerstandskraft zu einer weiteren Verschiebung der Filamente durch den aktiven
Vernetzer. Das HMM-Molekiil, das kurz zuvor einen seiner Kopfe gelost hatte, stellt dabei
im Verlauf des ATPase-Zyklus seine urspriingliche Konformation wieder her und kann wieder
an eine anderen Position des Aktinfilaments binden und somit erneut als aktiver Vernetzer
eine Kraft auf die Filamente ausiiben.

Ende der Bewegung Bei sehr niedrigen ATP-Konzentrationen wird 7o, immer grofler,
so dass sich ein Grofiteil der Vernetzer im Rigorzustand befinden, d.h. die meisten HMM-
Molekiile sind dauerhaft an ein oder zwei Aktinfilamente gebunden. Deswegen wird der Wi-
derstand gegen aktive Vernetzer zunehmend hoher, so dass schliefflich kein Transport mehr
zustande kommen kann. Ein Transport von F-Aktin kann also nur stattfinden, solange der
Quotient aus aktiven und passiven Vernetzern oberhalb eines gewissen Schwellenwerts liegt.
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Abbildung 4.13: Illustration des vorgeschlagenen Reifiverschluss-Mechanismus, der eine (abschnitts-
weise) parallele Ausrichtung der Aktinfilamente im ansonsten isotropen Netzwerk bewirkt. (a) Durch
thermische Bewegung orientiert sich das Minus-Ende eines Filaments iiber einen kurzen Abschnitt
sehr nah und antiparallel zu einem weiteren Filament (Nukleation). HMM-Molekiile mit erhéhtem
,duty ratio® binden in diesem Abschnitt gleichzeitig an beide Filamente und verhindern einerseits
eine diffusive Trennung des F-Aktin, andererseits iiben die molekularen Motoren durch den Power
Stroke axiale Kréfte auf sie aus. (b) Mindestens eines der beiden Filamente wird durch die Motoren
an dem anderen entlang transportiert. Der Uberlappung wird groBer. Der Transportprozess endet,
falls (c) die Hinter-Enden einander passieren, (d) das Vorder-Ende (und damit zu einem spéteren
Zeitpunkt auch das Hinter-Ende) sich aufgrund sterischer Hindernisse vom anderen Filament entfernt
oder (e) zu viele HMM-Molekiile im Rigorzustand sind und so als passive Vernetzer wirken. Ein zu
niedriger ATP-Gehalt mit einem daraus resultierenden zu hohen ,,duty ratio* kann letzteres bewirken.
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Ein- und Ausfidelmechanismus In einem verschlauften Aktinnetzwerk ist es zunéchst
unwahrscheinlich, dass Filamente antiparallel sind und sich zugleich einander sehr nahe be-
finden. Im Folgenden wird ein Mechanismus beschrieben, der erkliren konnte, wie sich diese
Konformation entwickeln kann: Die Position eines Aktinfilaments in der Matrix der umgeben-
den Filamente ist durch die Verschlaufungen mit diesen auf seine Reptationsrohre beschréankt
und damit weitgehend definiert (s. Kap. 2.1). Deswegen konnen sich i.a. zwei antiparallele
Filamente nicht seitlich (transversal) aneinander anlagern. Ein moglicher (longitudinaler)
Mechanismus besteht darin, diese parallele Anlagerung am Vorder-Ende (Minus-Ende) eines
Filaments zu beginnen, da diese Region sterisch am wenigsten durch Verschlaufungen behin-
dert wird und sich deshalb im umgebenden Volumen relativ frei bewegen kann (s. Abb. 4.13).
Damit steigt die Wahrscheinlichkeit, dass das Vorder-Ende durch seine thermischen Fluktua-
tionen zufillig antiparallel auf ein anderes Aktinfilament trifft. Dies kann irgendwo entlang
dessen Kontur sein. Entstehen nun einige Vernetzungen zwischen diesen beiden Filamenten,
so werden die Fluktuationen dieser zwei Filamente relativ zueinander in diesem Bereich stark
unterdriickt. Da F-Aktin semiflexibel ist, konnen bereits wenige Vernetzer mit einem durch-
schnittlichen Abstand kleiner als die Maschenweite, die zwei Filamente in eine definierte, lokal
antiparallele Orientierung bringen. Dies entspricht einem Nukleationsprozess, da nun wie bei
einem Reiflverschluss schnell eine HMM-Verbindung nach der anderen gebildet werden kann.
Dadurch bekommen die zwei Filamente eine {iberlappende Region, innerhalb der sie anti-
parallel und nahe beieinander sind. Nun kann der oben beschriebene Transportmechanismus
stattfinden, wodurch sich die Kontaktzone der beiden Filamente durch das Vorwértslaufen des
Vorder-Endes des ersten Filaments stdndig vergroflert. Der Verldngerungsprozess ist jedoch
langsam verglichen mit dem anfiénglichen Reiflverschlussverfahren. Dies kann das plotzliche
Einsetzen des Transportvorganges mit einer wenig ausgeprigten Beschleunigungsphase er-
kléren, so wie er im Experiment beobachtet wurde.

Wenn zwei Filamente zwischen zwei Verschlaufungspunkten in Kontakt sind (jedoch nicht
am Vorder-Ende eines der beiden) und sie zusitzlich antiparallel orientiert sind, so kann
dies nicht zu dem beschriebenen Reiflverschlussverfahren fithren, da die Kontaktzone nicht
linger werden kann als der Abstand der Verschlaufungspunkte. Dennoch kénnte dies zu einem
Filamenttransport fithren, falls der Uberlappungsbereich lang genug ist.

Sobald das Hinter-Ende des einen Filaments dasjenige des anderen erreicht hat, endet
der Transportvorgang. Das gleiche gilt, wenn das Vorder-Ende desjenigen Filaments, das
seine Bewegung mit diesem Vorder-Ende begonnen hatte, auf ein Hindernis (z.B. ein anderes
Filament) sto8t und deswegen oder aus anderer Ursache seine Aktinschiene verlidsst. Dann
setzt das umgekehrte Reifverschluss(6ffnungs)verfahren ein.

4.4.3 Berechnung der Wahrscheinlichkeit fiir Mehrfachvernetzung

Bei hoher ATP- (und Aktin-)Konzentration betrigt die Gesamtzykluszeit 7z = 1/20 s =
50 ms [Toyoshima et al., 1989; Howard, 1997]. Unterhalb einer gewissen ATP-Konzentration
wird die Verweildauer eines HMM-Kopfes im gebundenen Zustand (7,,) und damit die Wahr-
scheinlichkeit, dass mehrere HMM-Molekiile gleichzeitig zwischen zwei antiparallelen Aktinfi-
lamenten gebunden sind, lang genug, um die beiden Filamente in dieser Formation zu halten.
Zu jeder gegebenen Zeit t > 74 (77 ist die von der ATP-Konzentration abhéingige Zykluszeit)
miissen mindestens zwei Vernetzungen existieren, um die zwei Filamente daran zu hindern,
(um einen einzigen Vernetzungspunkt) zu rotieren oder sich gar (ohne Vernetzungspunkt)
diffusiv voneinander zu entfernen.

Befinden sich z.B. N HMM-Molekiile zwischen zwei antiparallelen Aktinfilamenten, so
ist die Wahrscheinlichkeit P, dafiir, dass davon mindestens n voriibergehende Vernetzungen
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Da die Zeit 7o, in der das HMM an das Aktin gebunden ist (und damit auch 77 = 704 + Toft)
mit abnehmender ATP-Konzentration zunimmt, steigt die Wahrscheinlichkeit P, im Laufe
der Zeit mit dem ATP-Verbrauch an. Bei hoher ATP- und Aktinkonzentration ist 74 =
1/20 s = 50 ms [Toyoshima et al., 1989; Howard, 1997].

4.4.4 Griinde fiir die breite Verteilungen der Parameter

Die breite Verteilung der Transportparameter kann unterschiedliche Ursachen haben. Die

Gesamtzahl npg an Power Strokes pro Sekunde, die zum Transport eines Filaments beitragen,

ist ungefihr:

2.5 um/s
5 nm

nps = [ - = f-500 s L.

Der Faktor f hingt vom Verhéltnis der Reibungskoeffizienten der beiden Filamente ab. Dabei
gilt 0 < f < 1. Wenn das unsichtbare antiparallele F-Aktin fest an die umgebende Aktin-
matrix gebunden ist (z.B. durch passive Vernetzer), so wird das sichtbare Filament durch
jeden beitragenden Power Stroke um eine volle Schrittweite transportiert (f = 1). Wenn bei-
de Filamente den gleichen Reibungskoeffizienten haben und sich deshalb beide gleich schnell
bewegen, so fiithrt jeder beitragende Power Stroke zu einer Verschiebung der einzelnen Fi-
lamente, die die halbe Schrittweite betriagt (f = 0.5). Wenn der Reibungskoeffizient des
beobachteten Filaments grofler ist als der des unsichtbaren, so nimmt f weiter ab. Nicht
nur der Faktor f fithrt zu einer breiten Verteilung der gemessenen Geschwindigkeiten bei
identischer Kontaktzonengeometrie, auch die Anzahl der molekularen Motoren, die die an-
tiparallelen Filamentabschnitte verbinden, hidngt von der Lénge der Kontaktzone zwischen
den zwei Filamenten ab. Diese ist unbekannt und kann lédnger oder kiirzer als die sichtba-
re Filamentldnge sein. Zudem ist die tatséchliche Anzahl an molekularen Motoren, die zum
Transport beitragen, statistischer Natur. Schliellich kénnen Spuren an denaturiertem, also
ATPase inaktiven HMM-Molekiilen vorhanden sein, die den Transportprozess verlangsamen
oder ganz unterbinden koénnen.

- 73 -



Kapitel 5

Sondenkomplianzmessungen an
aktiven und passiven
Aktinnetzwerken

5.1 TUberblick iiber die Methode

5.1.1 Einleitung

Mikrorheologische Untersuchungen an Aktinnetzwerken (z.B. [Schmidt et al., 1989; Ziemann
et al., 1994; Amblard et al., 1996; Schnurr et al., 1997; Hinner et al., 1998; Dichtl und
Sackmann, 1999; Gisler und Weitz, 1999; Schmidt et al., 2000; Mason et al., 2000]), als auch
solche an Zellen (z.B. [Feneberg et al., 2001]) haben gezeigt, dass:

1. die gewohnte Beschreibung dieser Netzwerke mittels mechanischer Ersatzschaltbilder
(insbesondere iiber eine Kombination von Zenerelementen ([Schmidt, 1999]) teilweise
unbefriedigend ist.

2. die transienten mikrorheologischen Messmethoden teilweise (signifikant) abweichende
Ergebnisse zu anderen passiven oder aktiven mikrorheologischen sowie zu makrorheo-
logischen Messungen liefern.

3. die bis jetzt benutzten mikrorheologischen Methoden fiir zuverldssige und aussagekréfti-
ge Langzeitmessungen nicht optimal sind.

Im Folgenden werden transiente Messungen an aktiven und passiven Aktinnetzwerken (bzw.
zu Vergleichszwecken auch an Zellen) vorgestellt, welche erstmals die Giiltigkeit und Zu-
verldssigkeit der transienten Methode fiir Aktinnetzwerke auf einer Zeitskala von ca. 0.02 bis
100 Sekunden (oder linger) demonstrieren.

Im ersten Teil des Kapitels wird dazu im Rahmen der herkémmlichen theoretischen Mo-
delle [Doi und Edwards, 1989] eine Umrechnung der Kriechkomplianzkurven in komplexe
Relaxationsspektren durchgefiithrt. Dazu wird die neue, verbesserte Umrechnungsmethode
erst charakterisiert und dann benutzt um die rheologischen Parameter eines 10 uM Ak-
tinnetzwerkes zu bestimmen. Die dabei erhaltenen Ergebnisse werden ausfiithrlich mit den
Ergebnissen anderer Methoden und theoretischen Vorhersagen [Isambert und Maggs, 1996;
Morse, 1998a,b,c, 2001] verglichen. Auflerdem werden Griinde fiir Abweichungen diskutiert,
falls diese vorhanden sind.

Weiterhin wird die in Kap. 2.2 vorgestellte Theorie iiber die mechanischen Eigenschaf-
ten viskoelastischer Korper aufgrund der Diffusion von Netzwerkknotenpunkten benutzt, um
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Komplianzmessungen direkt, ohne den Umweg einer Umrechnung in Relaxationsmodule, zu
interpretieren. Diese neue Theorie ist in der Lage einige scheinbare Widerspriiche der im
ersten Teil vorgestellten Messungen zu erkldren. Dazu gehort beispielsweise die ungewohnli-
che Langenskala der Filamentdiffusion, welche die Relaxation der Netzwerkspannungen auf
langen Zeitskalen verursacht.

Insbesondere ein Zeitbereich in welchem die auf die Kraft normierte Auslenkung propor-
tional zur Wurzel aus der Zeit anwéchst wird detailliert untersucht, da dieser Bereich den
grofiten Widerspruch zu herkémmlichen theoretischen Beschreibungen von Netzwerken se-
miflexibler Polymere darstellt. Die wurzelformige Abhéngigkeit von ¢ wird aber mit Hilfe der
Diffusionstheorie hervorragend erklirt (vergl. Gl. 2.33).

Zusétzlich werden erstmals transiente mikrorheologische Messungen mit Kréften vorge-
stellt (bis iiber 100 pN), die weit oberhalb derer liegen, mit denen Aktinnetzwerke bisher
untersucht wurden (typischerweise bis etwa 10pN). Explizit wird dabei die bisher theoretisch
nicht erklérbare Kraftabhéingigkeit der Komplianz- und Relaxationskurven untersucht. Be-
denkt man, dass Lysteria-Bakterien Krifte bis etwa 200 pN erzeugen konnen [McGrath et al.,
2003], wird die Relevanz der Messungen bei hoheren Kréften deutlich.

Erstmals werden auch Deformationen auf Zeitskalen (bis 100 s) untersucht, die ca. ei-
ne Groflenordnung iiber den bisher Untersuchten liegen (bisher typischerweise 10 s). Die auf
die Kraft normierten Zeit-Auslenkungskurven (Komplianzkurven) zeigen dabei als neuartiges
Verhalten eine periodische Verdnderung der gemessenen Komplianzwerte. Diese Verédnderun-
gen wurden in fritheren Experimenten wegen der deutlich kiirzeren Messzeiten nicht erfasst,
oder lediglich als statistische Abweichung vom benutzten Modell erklért.

5.1.2 Probenpriparationen - Aktive und passive Aktinnetzwerke mit su-
perparamagnetischen Sondenpartikeln

Fiir die Experimente wurde F-Aktin und HMM prépariert, wie in Kap. 1.2.4.1 bzw. 1.2.4.3
beschrieben. Das F-Aktin wurde in Endkonzentrationen von ¢, = 2.5-30 uM benutzt. Zu
Beginn der Polymerisation wurden die Proben 1:1000 mit einer Kugel/BSA-Losung versetzt
(4.5 pm, bzw. 2.8 um Dynal-Kugeln, Vergleiche Tab. 1.3). Diese Losung besteht aus der 1:10
in 10 mg/ml BSA-Losung verdiinnten Kugellosung des Herstellers. Entweder wurden pas-
sive Netzwerke (reine Aktinnetzwerke) oder aktive Aktin/HMM-Netzwerke untersucht. Das
Verhéltnis von Aktin zu HMM betrug dann 7477 = 10, 50 oder 100. Die ATP- und Mg?* Kon-
zentrationen wurden fiir die Messungen der passiven Netzwerke durch den F-Puffer bestimmt
(2 mM MgCly und 0.5 mM ATP), fiir die Messungen an aktiven Netzwerken wurden diese
Konzentrationen auf je 10 mM erhoht, um dem ATP-Verbrauch durch die Motoren ausglei-
chen zu koénnen. Zusétzlich wurden Messungen bei einer erhdhten Ionenstéirke (300 mM K Cl)
durchgefiihrt, um die Ergebnisse mit solchen vergleichen zu kénnen bei denen Myosin II als
aktiver Vernetzer benutzt wurde. Myosin II bildet ab dieser Ionenstérke keine Biindel mehr.
Dadurch kann der Einfluss einzelner Myosin II Dimere auf ein Aktinnetzwerk untersucht wer-
den. Alle Experimente wurden mit frisch préapariertem Aktin durchgefiihrt, das ldngstens 7
Tage auf Eis gelagert wurde.

Nach Polymerisationsbeginn wurden die Proben ca. 2 Minuten lang duflerst vorsichtig alle
fiinf bis zehn Sekunden umgedreht. Damit wird ein Absinken der Kugeln, welches sonst erfol-
gen wiirde, verhindert, da sich in dieser Zeit noch kein geniigend feines Netzwerk ausgebildet
hat. Nach etwa 10 Minuten wurden die Proben ebenfalls sehr vorsichtig mit abgeschnitte-
nen Pipettenspitzen in die vorbereitete Probenkammer gefiillt, die etwa 100 uL. Probenvolu-
men fasst. Die Probe wurde sofort mit einem Deckglas abgedeckt und konnte dann etwa 30
Minuten bei Raumtemperatur relaxieren. Die Messungen wurden alle ca. 40 Minuten nach
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Polymerisationsbeginn gestartet, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten.

5.1.3 Durchfiihrungen - Transiente Sondenkomplianzmessungen

Die Messungen wurden in der geschlossenen Probenkammer durchgefithrt. Zur Aufnahme
wurde ein inverses Mikroskop (Zeiss, Axiovert 10) mit einem 10fach Objektiv verwendet. Die
niedrige Vergroflerung liefert im Gegenzug ein grofies Bildfeld von iiber 600 pm Breite. Da
die Sondenpartikel einen gewissen Abstand voneinander aufweisen miissen, um sich gegen-
seitig nicht zu beinflussen' und da sie zusitzlich iiber Strecken ausgelenkt werden sollen, die
wesentlich grofer als ihr eigener Durchmesser sind, ist ein derart grofles Bildfeld unerlésslich.

Die 12 Bit Bilder der Kamera wurden durch ,,OpenBox*“ mit unterschiedlichen Bildra-
ten gespeichert. Die Kugelpositionen wurden anschliefend mit Hilfe des zweidimensionalen
Gauffit-Algorithmus bestimmt. Die liickenhaften Rohdaten (durch Aufnahmepausen) werden
in Igor importiert, zeitlich um die Dauer der Aufnahmepausen korrigiert, orts- und zeitska-
liert, in Pulse zerteilt und auf die angelegte Kraft normiert.

5.2 Relaxationsspektren aus transienten Sondenkomplianz-
messungen

In diesem Kapitel sollen Ergebnisse aus transienten Sondenkomplianzmessungen an passiven
Aktinnetzwerken vorgestellt werden.

Zuerst wird die Uberpriifung einer neuartigen, verbesserte Methode zur Umrechnung von
Kriechkomplianzen in (komplexe) Relaxationsmodule vorgestellt. Danach werden Relaxa-
tionsspektren, wie sie sich mittels dieser Umrechnung ergeben, mit Spektren aus anderen
Arbeiten und theoretischen Vorhersagen verglichen.

5.2.1 G(t)-Spektrum-Referenzmessungen

Der Vergleich von transienten Messungen an viskoelastischen Biopolymernetzwerken mit di-
rekten Messungen der (frequenzabhiingigen) viskoelastischen Spektren (z.B. mittels der oszil-
lierenden Magnetischen Pinzetten oder mittels Makrorheometer) ist nur dann méglich, wenn
es gelingt, die zeitabhiingige Kriechkomplianz J(¢) in die entsprechende Grofe des frequenz-
abhéngigen komplexen Relaxationsmoduls G(w) umzurechnen. Im Rahmen dieser Arbeit ist
eine verbesserte fehlerunanfilligen Ein-Schritt Methode fiir die Umrechnung implementiert
worden (vergl. Kap. 2.1.1), die auf einer direkten Minimierung des Konvolutionsintegrals un-
ter der Nebenbedingung von nicht-negativen Losungen beruht (zu Details der Minimierung
vergl. Anhang B).

Da die Methode fiir die Annahme entwickelt wurde, dass sich der Schermodul des Netzwer-
kes als endliche Exponentialserie mit wenigen Summanden annihern ldsst, konnen (wie bei
den &lteren Methoden auch) nur Messungen ausgewertet werden, bei denen die Gesamtaus-
lenkung der Sondenpartikel nicht zu groff wird und die Auslenkungsgeschwindigkeit ebenfalls
unterhalb einer gewissen Schwelle bleibt.

Bei Messungen an Aktinnetzwerken betréagt die maximal zugéngliche Zeit, je nach Inho-
mogenitit des Netzwerks und der Auslenkungsdistanz/Sondengeschwindigkeit etwa 10-100
Sekunden.

'Da das magnetische Material im Inneren der superparamagnetischen Sondenpartikel in einem &ufieren Feld
eine lokale Verdnderung des Feldgradient verursacht, ziehen sich die Sondenpartikel gegenseitig an. Obwohl
dieser Effekt sehr schwach ist, fithrt er bei zu hohen Kugeldichten zu einer kettenférmigen Ausrichtung der
Kugeln.
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Bei ldangeren Messungen werden die Abweichungen von der obigen Annahme so signifikant,
dass die Methode unbrauchbar wird. Da in dlteren Arbeiten wie von z.B von Schmidt, Fene-
berg oder Keller ([Schmidt, 1999; Keller et al., 2003; Feneberg, 2003]) die Messzeiten ebenfalls
in dieser Groflenordnung liegen, ist trotzdem eine gute Vergleichbarkeit gewéhrleistet.

5.2.1.1 Vergleich mit der Methode noch Hopkins und Hamming

In diesem Abschnitt soll die neue Methode anhand gleicher Ausgangsdaten direkt mit der
hergebrachten iterativen Methode nach Hopkins und Hamming verglichen werden. Es soll
gezeigt werden, dass die neue Methode fiir die Mitte des betrachteten Frequenzbereichs fast
identische Ergebnisse liefert, dass aber die Genauigkeit an den Réndern der untersuchten
Frequenzintervalle deutlich hoher ist.

Um eine optimale Uberpriifung der Methode zu gewihrleisten miissen verschiedene An-
forderungen an die Testdaten gestellt werden:

1. Die Datensétze sollten moglichst lang sein, dabei jedoch noch keine Abweichung vom
dem Modellbild aufweisen, dass sich das Relaxationsmodul der Probe als Summe iiber
einige wenige Exponentialterme beschreiben léasst.

2. Die Testdaten sollten unter Bedingungen aufgenommen werden, die grofitmogliche Ahn-
lichkeit zu denen haben, die fiir die spédteren Messungen an Aktinnetzwerken verwendet
werden.

3. Die mit beiden Methoden berechneten Relaxationsmodulen sollten sich anhand von
Messungen mit anderen Methoden grob iiberpriifen lassen.

Aus diesem Griinden wurden zum Vergleich der neuen Methode mit der Methode nach Hop-
kins und Hamming Kriechkomplianzdaten von auf Zellen adhérierten Kugeln [Feneberg, 2003]
verwendet. Diese Daten befriedigen die oben gestellten Anforderungen in jeglicher Hinsicht,
zudem lagen sowohl die Rohdaten, als auch die nach der Methode von Hopkins und Hamming
ausgerechneten Relaxationsmodule in elektronischer Form vor.

5.2.1.2 Ergebnisse

Der direkte Vergleich wurde fiir verschiedene Pulse berechnet und ist beispielhaft in Abbil-
dung 5.1 zu sehen. Fiir lange und mittlere Zeiten ist die Ubereinstimmung der Daten sehr gut,
fiir kurze Zeiten wird die iterative Methode jedoch sehr ungenau, wiahrend die neue Methode
auch hier ein numerisch stabiles und physikalisch sinnvolles Resultat liefert. Nur in seltenen
Ausnahmefillen liefert die Methode nach Hopkins und Hamming &hnlich gute Ergebnisse wie
die neue Methode nach Liu (vergl. Abb. 5.1).
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Vergleich von zwei Methoden zur Berechnung des Relaxationsmoduls aus der
Kriechkomplianz. Symbole: Iterative Methode nach Hopkins und Hamming. Durchgezogene Linie:
Neue Ein-Schritt Methode nach Liu. Meistens liefert die neue Methode iiber den ganzen Messbereich
eine deutlich bessere Umrechnung. Insbesondere entféllt das physikalisch nicht sinnvolle, stufenweise
An- und Abschwellen der Relaxationsmodulen. Bei besseren Ausgangsdatensétzen (wenig Rauschen)
liefern die Methoden weitgehend identische Ergebnisse, die Methode nach Liu berechnet dann Kur-
ven, die in etwa der gegliatteten Relaxationsmodulkurven nach Hopkins und Hamming entsprechen.
Meistens bleibt trotzdem eine deutliche Verbesserung fiir kurze Zeiten (c). Nur in seltensten Fillen
(bei sehr wenig verrauschten Ausgangsdaten) liefert die Methode nach Hopkins und Hamming dhnlich
gute Resultate, wie die Methode nach Liu (d).
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5.2.2 Relaxationsspektren halbverdiinnter Aktinlésungen
5.2.2.1 Durchfiihrung

Zur Berechnung der komplexen Relaxationsspektren mit der neuen Methode wurde eine 10uM
Aktinlosung hergestellt. In die Losung wurden Kugeln mit einem Durchmesser von 4.5 ym
eingebettet. Verschiedene rechteckformige Strompulse, die Kréfte von 1 pN bis zu 120 pN auf
die Kugel erzeugten, wurden an die Magnetspule angelegt, um die Kugeln gegen den Wider-
stand des Netzwerks auszulenken. Gemessen wurden die Auslenkungen x der Sondenpartikel
in Abhéngigkeit von der Zeit ¢, ihrem Abstand zum Spulenkernende zy und der angelegten
Spulenstromstérke [ fiir verschiedene Pulsléangen:

x=(x—x0)(,1)

Eine Kugel im Bildbereich wurde als Relaxationsmarker schon wihrend der Experimente
in Echtzeit nachverfolgt. Ein neuer Puls wurde nicht gestartet, bevor das Netzwerk nicht
mindestens die zehnfache Dauer des letzten Pulses Zeit hatte, zu relaxieren. Hatte der Rela-
xationsmarker zu diesem Zeitpunkt noch eine Bewegungskomponente in x-Richtung, wurde
der néchste Puls weiter hinausgezogert, bis die z-Position des Relaxationsmarkers iiber min-
destens 20 Sekunden stabil blieb.

Die Kraft F fiir alle Orte x bei einer Spulenstromstérke I ist durch Eichmessungen bekannt
(vergl. Kap. 3). Die gemessenen Kurven z;(¢) wurden durch die am Ort 2 wirkende Kraft F'(x)
geteilt. Das Ergebnis dieser Berechnung ist die mit einem geometrischen Faktor g versehene
zeitabhéngige Kriechkomplianz gJ(t) in Einheiten [Lange/Kraft].

Als einfachster Ansatz fiir die Berechnung von g und um die Vergleichbarkeit mit frither-
en Arbeiten (z.B. [Tempel, 1996; Schmidt, 1999]) zu gewéhrleisten, werden die erhaltenen
Werte der nicht normierten Kriechkomplianz mit den Faktor ¢~ = 1 / 67 Rkugel (Gl 2.27)
multipliziert ([Ziemann, 1997]).

Als Ergebnis erhélt man, bis auf kleine Korrekturen, die zeitabhéngige Kriechkomplianz
J(t). Die kleinen Korrekturen riihren daher, dass der geometrische Faktor g in einem se-
miflexiblen Netzwerk moglicherweise zeit- bzw. frequenzabhéngig wird und damit vom reinen
Stokes-Faktor abweicht.

Eine typische Kriechantwortkurve, welche auf die eben beschriebene Art gemessen wurde,
ist in Abbildung 5.2(a) zu sehen. Diese Kurven kénnen mit der im letzten Paragraphen vor-
gestellten Methode in zeitabhéngige Relaxationsmodule umgerechnet werden. Das Ergebnis
einer solchen Umrechnung ist in Abbildung 5.2(b) zu sehen.

Neben der generellen Qualitit der Messkurve sind vor allem die Aufnahmefrequenz und
die Pulsldnge entscheidende Kriterien fiir die Genauigkeit der Umrechnung. Verwendet man
volle Datensitze, kann die Methode bei einem #hnlichen Qualitidtsfaktor ®res (vergl. Gl. 2.21)
im Kurzzeitbereich stéirker streuende G(t)-Kurven liefern (vergl. Abb. 5.4(a)). Allerdings
machen solche Pulslingen Aussagen iiber viskoelastisch Eigenschaften des Netzwerkes bei
niedrigen Frequenzen iiberhaupt erst moglich. Wird die Lénge des Ausgangsdatensatz auf
eine kiirzere Zeit reduziert (typischerweise 10-15 s), liegen die erhaltenen Kurven fiir kleine
DRes dicht bei der Kurve fiir minimales $req, was auf eine auch fiir kurze Zeiten stabile Losung
hinweist (vergl. Abb. 5.4(b)). Dabei gehen allerdings die Langzeitinformationen verloren.
Dieser Vorgang spielt bei allen eben beschrieben Prozessen eine entscheidende Rolle.

Da Messungen im Langzeitbereich gerade die Stiirke der transienten Methoden ist?, wur-
den die aufgenommenen Pulse nur gekiirzt, wenn Netzwerkinhomogenitéiten die Komplianz-
kurven derart verdndert hatten, dass die Auswertung mittels des benutzten Modells (G(t)

2Im Kurzzeitbereich sind oszillatorische Messungen vorzuziehen, da diese jeden Kurzeitmesspunkt als Mit-
telwert iiber eine grofle Anzahl von Zyklen messen kénnen.
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Abbildung 5.2: (a) Kriechantwort-(Kriechkomplianz)kurve einer 4.5 m Magnetkugel in einem 104M
Aktinnetzwerk. Die angreifende Kraft betrug im Mittel 15 pN wéhrend eines Pulses von 58 Sekunden
Dauer. Die Kugel wurde in dieser Zeit um 54 ym durch das Netzwerk bewegt. (b) Zeitabhiingiger
Relaxationsmodul eines 10 uM Aktinnetzwerks. (Berechnet aus der in (a) gezeigten Komplianzkurve
mittels der neuartige Methode nach Liu.)

als Summen von Exponentialfunktionen) nicht mehr moglich gewesen wire. Die reduzierte
Genauigkeit fiir hohe Frequenzen wurde dabei bewusst in Kauf genommen.

Aus den so berechneten zeitabhéngigen Relaxationskurven konnten mittels der Gleichun-
gen 2.23 und 2.24 die Komponenten G’ (Speichermodul) und G” (Verlustmodul) des komple-
xen Relaxationsmoduls G*(f) = G'(f) +1G”(f) berechnet werden (Abb. 5.5).

Aufgrund der begrenzten Messintervalllinge Tpys, bzw. wegen der endlichen Datenauf-
nahmerate At;, sind die so berechneten Kurven zu den Réndern hin zunehmend ungenau.
Da je nach Giite der Messkurven bis iiber 10 Messpunkte nétig sind um die kleinste Rela-
xationszeit zu bestimmen, werden die berechneten Kurven fiir hohe Frequenzen nur bis etwa
zu einem Zehntel der theoretisch berechenbaren Maximalfrequenz betrachtet. Weisen die
zeitabhingigen Relaxationskurven bereits stirkere Variationen im Kurzzeitbereich auf, wird
der betrachtete Bereich eventuell weiter eingeschriinkt. Ein Kriterium ist dabei der Uber-
gang des Bereiches, in dem beide Komponenten des komplexen Moduls einem gleichartigen
Potenzgesetz G’ oc G o t“ mit einer positiven Potenz 0.5 < a < 1 folgen, zu dem physika-
lisch nicht sinnvolle Bereich, in dem beide Modulen einbrechen (vergl. Einsatz in Abb. 5.5).
Dieser Ubergang (ab dem die umgerechneten Kurven nicht mehr betrachtet werden) liegt
bei den hier vorgestellten Messungen grofenordnungsméflig bei Frequenzen um 10 Hz. Die
theoretisch erreichbare maximale Frequenz fi.x ergibt sich aus dem reziproken Wert der
Datenaufnahmerate fiax = 1/At; zu ungefihr fi.x ~ 7T0Hz fiir die in den betrachteten
Experimenten benutzte Aufnahmerate von ca. 14 ms. Daraus ergibt sich, dass ca. die letzten
10 % der umgerechneten Kurven nicht betrachteten werden sollten.

Die minimale Frequenz fui, ergibt sich aus dem Reziproken der Pulslinge fuin = 1/Tpus
zu Werten in der Groflenordnung von 0.1-0.01 Hz. Fiir lange Zeiten werden im Konvolutions-
integral sehr viele Messpunkte ausgewertet, weshalb die Losung dort weniger fehlerbehaftet
ist. Eine groflere Rolle fiir Ungenauigkeiten spielen in diesem Bereich Abweichungen vom zu-
grundegelegten Modell. Die Wichtungsfaktoren w; werden nach folgender Formel berechnet:

wW; = 1/75?“)

Sie sorgen fiir eine stirkere Wichtung der wenigen Messpunkte am Anfang der J(¢)-Kurve,
die den sprunghaften Anstieg der Kriechkomplianz fiir kurze Zeiten beschreiben. Das ist notig
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Abbildung 5.3: Einfluss des Wichtungsfaktors auf den berechneten Relaxationsmodul. Optimale
Wichtung (k,, = 0.15 , durchgezogene Linie) und Variationen der Wichtung (k,, = 0.1 und k,, =
0.20 , gestrichelte Linien). Im optimalen Bereich der Wichtung hat diese nur noch einen schwachen
FEinfluss. Grundsétzlich ist der Einfluss der Wichtung nur im Hochfrequenzbereich signifikant. Die
graue Schattierung zeigt den physikalisch nicht sinnvollen und daher normalerweise ausgeblendeten
Bereich der Umrechnung. (10 uM Aktinnetzwerk, 4.5 pm Kugel, F' = 30 pN. Da der Puls nur eine
Dauer von etwa 15 Sekunden hatte, kann weder das Plateau noch die terminale Relaxation bestimmt
werden. Siehe dazu Kap. 5.2.2.2)
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Abbildung 5.4: Einfluss der Pulslinge auf die Berechnung des zeitabhingigen Relaxationsmoduls
G(t). Gezeigt ist die Umrechnung fiir den identischen Puls bei voller Pulslinge von 35 Sekunden
((a)) und fiir den auf 10 Sekunden gekiirzten Datensatz ((b)). Bei dem kiirzeren Puls nimmt die
Genauigkeit der Umrechnung fiir Zeiten ¢ < 1 Sekunde zu, wihrend man andererseits samtliche
Langzeitinformationen verliert. Schwarze Linie: Umrechnung mit minimalem Qualitétsfaktor. Graue
Linien: Die 20 darauf folgenden Umrechnungen mit abnehmender Qualitét. (10 uM Aktinnetzwerk,
4.5 pm Kugel, F' = 17.4 pN. Vergleiche dazu auch Abb. 5.8.)

da die Mehrheit der Datenpunkte fiir lange Zeiten kaum noch neue Informationen beinhaltet,
rein von der Anzahl jedoch stark in die Minimierung eingehen. Die Wichtungskonstante k.,
lag dabei im Bereich von 0 bis 0.25 und wird derart variiert, dass ®res minimiert wird (vergl.
Gl. 2.21). Innerhalb des Bereiches, in dem ®ges minimal ist, weisen die berechneten komplexen
Relaxationsmodule kaum noch eine Abhéngigkeit von k,, auf (vergl. Abb.5.3).

Wiinschenswert wire in diesem Zusammenhang ein logarithmisch skalierendes Aufnahme-
intervall, um diese nachtrigliche Wichtung umgehen und um Speicherplatz sparen zu kéonnen.
Diese Form der Datenaufnahme lésst sich jedoch mit der verwendeten Software (noch) nicht
realisieren.
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5.2.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Die auf diese Weise berechneten komplexen Relaxationsmodule zeigen ein in sich konsistentes
Bild. Kurven wie z.B. die in Abb. 5.5 entsprechen in allen prinzipiellen Eigenschaften den
theoretisch vorhergesagten Kurven des komplexen Relaxationsmoduls fiir Aktin.

Aus den Kurven konnen verschiedene, das Netzwerk charakterisierende Parameter ausge-
lesen werden. In diesem Abschnitt werden folgende Parameter niher charakterisiert:

e Die Steigung « der doppelt logarithmisch aufgetragenen Kurven von G’ und G” fiir
hohe Frequenzen fhoen. Theoretische Vorhersagen ([Amblard et al., 1996; Gittes und
MacKintosh, 1998; Morse, 1998c; Frey, 2001]) und aktive sowie passive mikrorheologi-
sche Messungen an Aktinnetzwerken (z.B. [Amblard et al., 1996; Dichtl und Sackmann,
1999]) sagen fiir diesen Bereich einen skalierenden Exponenten G’ oc G” o f2 , von
a = 3/4 voraus.

e Die Frequenz f., bei welcher der Verlustmodul erstmals unter den Speichermodul
sinkt und somit das sog. Gummiplateau beginnt. Dieser Wert entspricht einer Zeit
7. = f. 1, bei welcher Netzwerkeigenschaften fiir die Sondenantwort wichtiger werden
als die entropischen Krifte der Einzelfilamente. In der passiven Mikrorheologie ist das
die Entanglement-Zeit. Wie gezeigt werden wird, muss in der aktiven, transienten Mi-
krorheologie eine modifizierte Definition dieser Zeit benutzt werden.

e Die Frequenz fg, bei der der Speichermodul langfristig unter den Verlufitmodul sinkt
und somit die terminale Phase des viskosen Flieflens einsetzt (=~ Ende des Gummiplate-
aus). Dieser Wert entspricht einer Diffusionszeit 74 = f ! Fiir die passive Mikrorheolo-
gie sagt die Theorie die Reptationsdiffusionszeit (Diffusion in der Repationsrohre iiber
die Entfernung der mittleren Filamentléinge) voraus. Alle neueren Messungen weisen
jedoch auf eine andere relevante Diffusionskonstante fiir diesen Prozess hin. Fiir die ak-
tive, transiente Mikrorheologie kann gezeigt werden, dass die Zeit 74 die Zeit ist, die ein
Filamente benotigt um mit seiner transversalen Diffusionskonstante iiber die Distanz
des Kugelradius zu diffundieren.

e Die Position des Verlustmoduls G”, an dem er seinen lokales Minimum annimmt.

e Der Wert des Speichermoduls G’ an der Stelle, an der der Verlustmodul G” sein lokales
Minimum aufweist. Dieser Wert ist der Plateaumodul.

Aktinnetzwerke sind naturgeméfl inhomogen und die transiente Mikrorheometrie arbeitet
stichprobenartig. Aus diesen Griinden streuen sowohl die gemessenen Absolutwerte fiir G’
und G”, als auch die Steigungen und die Uberkreuzungspunkte der Steigungen (Steigungen
sind 0.75, 0.5 und 1). Diese Uberkreuzungspunkte stellen im klassischen Ersatzschaltbild-
Modell die Entanglement-Zeit (7.) und die charakteristische Zeit der Reptationsdiffusion (7,)
dar. In den folgenden Paragraphen werden aufgrund dieser Streuungen nur Mittelwerte (mit
Fehlerintervall) diskutiert. Da sich fiir die meisten Werte eine gewisse Kraftabhidngigkeit
zeigt, wurden die Mittelwerte aus Messungen gebildet, die alle in einem Kraftintervall von
etwa 5-20 pN Kraft auf die Mikrosonde, gemessen wurden. In diesem moglichst niedrigen
Kraftbereich werden einerseits die Kurven nicht mehr so stark von (thermische getriebenen)
passiven Bewegungen iiberlagert, so dass eine Auswertung mit den hier beschriebenen Me-
thoden unmoglich wird, andererseits ist hier die Kraftabhéngigkeit der Werte im Verhéltnis
zur Streuung der Werte durch Netzwerkinhomogenitéiten noch zu vernachléssigen. Auf die
Kraftabhéngigkeit selbst wird im letzten Paragraphen diese Kapitels ndher eingegangen.
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Abbildung 5.5: Mittels transienter Mikrorheologie gemessenes komplexes Relaxationsspektrum einer
4.5 um Kugel in einem 10 uM Aktinnetzwerk. Berechnet aus dem in Abb. 5.2 gezeigten Daten. Ein-
gezeichnet sind die Entanglement-Zeit 7., eine charakteristische Zeit fiir die Diffusion der Filamente
74, das Gummiplateau G onns Ginn Und die Steigung « fiir G” bzw. G” fiir hohe Frequenzen. Der
Einsatz zeigt den ungekiirzten Datensatz mit seinem physikalisch nicht sinnvollen Kurvenverlauf fiir
sehr hohe Frequenzen (Abknicken der Kurven nach unten).

Anregungsfrequenz [Hz]

Abbildung 5.6: Theoretisch berechnetes komplexes Relaxationsspektrum von Aktin (G’ durchgezo-
gene Linie, G” gestrichelte Linie). Die kurze Linie hat eine Steigung von 3/4, der Pfeil zeigt den Teil
des Ubergangsbereichs, in dem die Steigungen gréBer als 3/4 sind. Gut zu erkennen ist auch, dass G’
steiler verlduft als G”. [nach [Morse, 1998¢|, Fig. 2 ].
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Skalengesetz des Kurzeitverhaltens Verschiedene Theorien sowie passive und aktive
(oszillatorische) mikrorheologische Experimente haben ein Skalengesetz G(t) oc f3/* fiir die
Frequenzabhéngigkeit des Relaxationsmoduls bei hohen Frequenzen vorhergesagt, bzw. ge-
messen (z.B. [Morse, 1998c] Theorie, [Dichtl und Sackmann, 1999] passive Mikrorheologie
mit kolloidal markierten Filamenten, [Amblard et al., 1996; Keller et al., 2001b] Magnetische
Pinzetten, [Schnurr et al., 1997] passive Einzelkugel Mirorheologie, [Mason et al., 2000] Licht-
streuung, usw.). Wie im niichsten Kapitel (Kap. 5.4) gezeigt wird, ist die daraus folgende ¢3/4
Abhiingigkeit der Kriechkomplianzdaten® auch bei transienten Messungen zumindest fiir klei-
ne und mittlere Krafte gut messbar. Es stellt sich nun die Frage, ob diese Netzwerkeigenschaft
auch nach der Transformation in den komplexen Relaxationsmodul G* noch reproduzierbar
ist. Es wurde zu diesem Zweck die gemittelte Steigung ap;; von G’ und G” von verschiedenen
komplexen Relaxationsspektren bestimmt. Dazu wurden in doppelt logarithmischer Auftra-
gung jeweils im sichtbar linearen Bereich (je nach Kurve zwischen 1-15 Hz), je eine lineare
Funktion an G’ und G” angepasst und der Mittelwert der Steigungen fiir jedes Spektrum
berechnet. Diese Steigungen wurden fiir alle Spektren gemittelt. Der resultierende Exponent
lag bei

apiy = 0.84 +0.09 (5.1)

was mit der Theorie in Einklang steht. Allerdings gab es einige Ausreifler mit Steigungen
deutlich grofler als 1 (maximal ap;; = 1.45), die nicht in die Mittelwertbildung einbezogen
wurden. Bei allen Kurven war zusitzlich die Steigung von G’ systematisch grofier als die von
G".

Die systematische Abweichung zu einem grofleren skalierenden Exponenten als dem theo-
retisch vorhergesagten und auch die unterschiedlichen Steigungen fiir G und G” kénnen
im Rahmen der benutzten Modelle folgendermafien erklirt werden: Da die umgerechneten
Kurven fiir ganz hohe Frequenzen unbrauchbar werden, kann nur die Steigung nur im Uber-
gangsbereich zum ¢3/4-Bereich gemessen werden. Wie ein Vergleich mit der theoretisch vor-
hergesagten Kurve ergibt, ist dieser Ubergangsbereich genau dadurch gekennzeichnet, dass G
und G” steiler als t3/* verliuft und dass insbesondere G’ steiler als G” ist. Vergleiche hierzu
insbesondere die aus [Morse, 1998c| entnommene Theoriekurve. Die Parameter der Theorie
wurden fiir diese Kurve derart angepasst, dass sie die prinzipiellen Eigenschaften (Persis-
tenzlange, Maschenweite, usw.) eines halbverdiinnten Aktinnetzwerkes reproduzieren (vergl.
Abb. 5.6). Die Verschiebung von a zu hoheren Werten sollte somit eine universell Eigenschaft
in diesem Bereich sein und deshalb auch bei z.B. oszillatorischen Messungen zu finden sein.
Tatséchlich findet sich in [Keller et al., 2001b] ein Wert fiir den skalierenden Exponenten, der
sehr dicht bei dem in diesen Experimenten erhaltenen Wert liegt: akener = 0.83 £ 0.08 fiir
den Bereich von 15-40 Hz.

Die vereinzelt auftretenden Werte o« > 1 sind durch Konversionsfehler im Hochfrequenz-
bereich bei ldngeren Datensétzen zu erkldren (vergl. Abb. 5.4), da solche Steigungen in den
Komplianzdaten nicht gefunden werden.

Ubergang von Einzelfilamentdynamik zu kollektivem Einfluss Die theoretische Vor-
hersage der Ubergangszeit (bzw. Ubergangsfrequenz) des Bereiches, in dem die Einzelfila-
mentdynamik die Sondenantwort bestimmt zu dem Bereich, in dem kollektive Netzwerkei-

3Dieser Zusammenhang ist nicht sofort einsichtig, kann jedoch mittels einer lingeren Rechnung gezeigt
werden [Alexei Boulbitch, private Kommunikation]. Die t3/4-Abhingigkeit der Kriechkomplianz lisst sich
allerdings einfach aus der (experimentell bestétigten) 3/ 4_Abhingigkeit der mittleren quadratischen Abwei-
chung <Ar2(t)> von Sondenpartikeln im Aktinnetzwerk herleiten, indem man die generalisierte Gleichung von
Stokes-Einstein in Laplacefrequenzen s schreibt G(s) oc kpT/(s (A7*(s))) und dann die Beziehung J=1/(s@)
ausnutzt. Nach Umrechnung auf Zeiten folgt direkt: J(t) oc (Ar?(t))) o t3/4 [Mason et al., 2000].
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Abbildung 5.7: Mittels oszillierender Magnetischer Pinzetten gemessenes komplexes Relaxationss-
pektrum einer 9.5 pM Aktinlosung (G’ gefiillte Symbole, G” offene Symbole, die Linien dienen zur
Orientierung). Mikrosonden waren die in dieser Arbeit verwendeten 4.5 um durchmessenden magneti-
schen Sondenpartikel der Firma Dynal. Die Kraftamplitude betrug ca. 6 pN, die maximale Auslenkung
ca. 1.5 pum. Man beachte, dass die Entanglement-Zeit gut mit der im Rahmen dieser Arbeit gemes-
senen Zeit iibereinstimmt. Das Gummiplateau deutet sich am linken Rand der G’-Kurve mit Werten
zwischen etwa 0.05-0.07 Pa an. [Mit freundlicher Genehmigung von Bernd Wagner]

genschaften (insbesondere die Verschlaufung), wichtig werden, kann mit Gleichung 2.10 (Sei-
te 35) bestimmt werden. Setzt man die in diesem Experiment relevanten Grofien ein, kommt
man zu einem Wert von

T~ 2 = M x~0.5Hz

e

mit der Persistenzlinge von Aktin [, = 17 pm, dem Reptationsrohrenradius d ~ & = 0.54 ym
(nach GIl. 2.5 fiir ein 10 uM Aktinnetzwerk) und dem Filamentdurchmesser von a ~ 10 nm.
Der Mittelwert der aus den Daten bestimmten Ubergangsfrequenz fiir Kurven mittlere
Kraft betragt:
fe=0.5£0.3Hz

und stimmt damit hervorragend mit den theoretischen Vorhersagen iiberein.

Bei Messungen mit oszillierenden Mikrosonden werden gleiche Ubergangszeiten gefunden
[Rainer Tharmann, Bernd Wagner, private Kommunikation|. In Abbildung 5.7 ist zum Ver-
gleich das aus sechs Einzelkurven gemittelte Relaxationsspektrum einer 9.5 uM Aktinlosung
abgebildet, wie es mit oszillierenden Magnetischen Pinzetten gemessen wird.

Auch bei kollektiven mikrorheologischen Methoden wie z.B. bei der ,,Diffusing Wave Spek-
troscopy“* (DWS) werden dhnliche Ubergangszeiten gefunden [Gisler und Weitz, 1999].

Bei makrorheometrischen Untersuchungen weicht die gemessene Entanglement-Zeit be-
kanntermaflen zu grofleren Werten hin ab. Selbst neuere makroskopische Messungen zeigen
immer noch eine Abweichung um den Faktor 3-5 (M2 ~ 105s) [Schmidt et al., 2000]. Diese
Diskrepanz kann dadurch erkldrt werden, dass die verwendeten Sondenpartikel mit einem
Durchmesser D = 4.5 um zwar grofler als die Netzwerkmaschenweite von ¢ & 0.5 um, aber
kleiner als die Persistenzlinge von [, ~ 17 pm sind. Aufgrund theoretischer Uberlegungen
[Maggs, 1998] kann gezeigt werden, dass die GroBle des Sondenpartikels grofer als eine zweite
die Netzwerkeigenschaften bestimmende Linge £ < [, x \/g sein muss, um identische Er-
gebnisse mit makrorheometrischen Messungen zu erhalten. Dieses Ergebnis ist ein wichtiger
Hinweis darauf, dass die Grofle und Form des Sondenpartikels auf dieser Langenskala genauer

1 Bei dieser Methode wird mittels Lichtstreuung die Intensitéits-Autokorrelationsfunktion einer Vielzahl
von in die Probe eingebrachten Mikrosonden gemessen.
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in die Interpretation von mikrorheologischen Messdaten mit einbezogen werden muss, wie es
z.B. bei der im néchsten Kapitel vorgestellte Methode der Fall ist.
Zum Vergleich der aufgezihlten Entanglement-Zeiten sei auf die Tabelle 5.1 verwiesen.

Vergleich der Entanglement-Zeiten

Quelle Te

Theorie ~2s

Eigene Messung (transiente Sondenkomplianzmessung) 2+ 1.2s

Ostzillierende Sondenkomplianzmessungen 19+14s
DWS ~0.5s
Makrorheometrische Messungen ~10s

Tabelle 5.1: Entanglement-Zeiten fiir Aktinnetzwerke im Konzentrationsbereich um 104 M. Referen-
zen siehe Text.

Ubergang vom Gummiplateau in das terminale FlieBen In einem verschlauften
Netzwerk semiflexibler Polymere wird die Frequenz, bei welcher der Speichermodul endgiiltig
unter den Verlustmodul sinkt ( = Einsetzen des terminalen Flieflens) durch die Zeitdauer
bestimmt, in der Spannungen iiber eine Umordnung des Netzwerkes relaxieren kénnen.

Die klassische theoretische Erkldrung fiir diese Zeitskala ergibt sich aus der Zeit, die ein
Filament benétigt, um iiber die Entfernung der mittleren Filamentlinge L entlang seiner
eigenen Reptationsrohre zu diffundieren (Reptationsdiffusionszeit 7yept). Benutzt man Glei-
chung 2.11 zur Berechnung der Groflenordnung dieser Zeit mit gemessenen Werten fiir die
Reptationsdiffusionskonstante von etwa Dyepy ~ 1 - 10716 ;2 /s [Dichtl und Sackmann, 1999]
und typischen mittleren Konturlingen von ~ 22 ym [Kaufmann et al., 1992], erhélt man
Werte von Tyept im Bereich von {iber 100 Stunden.

Diese Zeit mag nun die Repationsdiffusion korrekt charakterisieren, sie ist jedoch sicher-
lich nicht identisch mit jener Zeit, auf der Netzwerkspannungen tatséchlich relaxieren. So liegt
die aus der téglichen Erfahrung des Experimentators mit Aktinnetzwerken heraus geschétz-
te Relaxationszeit 7888 (definiert als die Zeit auf der das Netzwerk flieBt), bei etwa 10-100
Minuten. Diese Zeitskala stimmt hinreichend gut mit makrorheometrischen Messungen der
terminalen Relaxationszeit von z.B. [Hinner et al., 1998] (7M2k7 ~ 30-70 Minuten fiir ein ca.
25 uM Netzwerk und einer mittleren Filamentléinge von ~ 20 um) iiberein. Auch die Extra-
polation der gemessenen terminalen Relaxationszeiten mittels oszillierender Mikrorheometrie
[Schmidt et al., 2000], bei der terminale Relaxationszeiten fiir mittlere Filamentléngen von
1.5 pm, 2.5 ym, 5 gm und 10 pum auf die mittlere Filamentliange von 22 pym hochgerechnet
werden, ergibt eine Zeit, die in dieser Gréfenordnung liegt (7M™ ~ 45 + 20 Minuten).”

Nimmt man daraus folgend als mittlere Relaxationszeit einen Wert von 50 Minuten
( = 3000s), folgt nach Gleichung 2.11 eine relaxierende Diffusionskonstante D, fiir die Relaxa-
tion von D, = 1.5-107*m?/s. Ein solcher Wert entspricht den Diffusionskonstanten, die auf

SFiir die Extrapolation wurden die Relaxationsfrequenzen f,. fiir die durchschnittlichen Filamentlingen von
I =15pm, ! =25pum, [l =5pum und ein geschitzter f,, Wert von 0.002s fiir [ = 10 um aus der Abbildung Fig.
8 ausgelesen. An die zugehorigen Relaxationszeiten als Funktion der Lange wurde eine quadratische Funktion
angepasst (vergl. GL. 2.11), um den Wert fiir 22 ym zu erhalten. Minimal bzw. maximal vertréigliche Kurven
definieren den Fehler.

- 86 -



Relaxationsspektren aus transienten Sondenkomplianzmessungen

G, G [Pa]
S
1

G, G [Pa]

I I I I
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Anregungsfrequenz [Hz] Anregungsfrequenz [Hz]

(a) (b)

Abbildung 5.8: Unterschied des komplexen Relaxationsmoduls G* fiir einen gekiirzten Puls (10s, (a))
und den vollstéindigen Puls (35 s, (b)). Die durchgezogenen Linien kennzeichnen G’, die gestrichelten
Linien G”. (10 uM Aktinnetzwerk, 4.5 pm Kugel, F = 17.4 pN. Vergleiche dazu auch Abb. 5.4.).

kiirzeren Zeitskalen (typischerweise bis 20 s) mittels Autokorellationsanalysen von kolloidal
markierten Aktinfilamenten gemessen wurden. Die Werte schwanken bei einem 12 pM Aktin-
netzwerk je nach verwendetem Kolloid (Gold bzw. Latex) sowie je nach analysierter Bewe-
gungsrichtung (in Filamentachse bzw. senkrecht zur Filamentachse) zwischen 1.5-10714m? /s
und 5- 10714 m? /s [Dichtl, 1997]. Eine direkte Berechnung von D, aus den in [Schmidt et al.,
2000] présentieren Daten mittels Gleichung 2.11 ergibt ebenfalls eine Diffusionskonstante fiir
die Netzwerkrelaxation von D, ~ 4 - 1074 m?/s.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass andere Mechanismen bei der Spannungsrelaxa-
tion des Netzwerks eine Rolle spielen, als die reine Reptationsdiffusion iiber die komplette
Konturlédnge. Fiir die Interpretation transienter mikrorheologischer Experimente ist die Ver-
wendung der senkrechten Kurzzeit-Diffusionskonstante D, bereits erklart (vergl. Gl. 2.30 in
Kapitel 2.2), fiir die makroskopische Relaxation von Spannungen im Netzwerk steht diese
Erkldrung jedoch noch aus.

Exkurs:

Fine moglicher Denkansatz wire, dass es zur Spannungsrelaxation ausreicht, wenn
auf einer gewissen Zeitskala geniigend Filamente (A) ca. eine Maschenweite weit
diffundieren, um einem gewissen Prozentsatz anderer Filamente (B) die Relaxa-
tion quer zur Achse dieser Filamente zu erlauben. Ein anderer Teil Filamente
(A’) ist kurz darauf eine Maschenweite weit diffundiert und erlaubt den Fila-
menten (B’) die Relaxation. Da dies im kollektiven Netzwerk ein kontinuierliches
Phénomen ist, reicht also moglicherweise die Diffusion iiber die Dimension einer
Maschenweite (die durch die Kurzzeitdiffusionskonstante in der Grofilenordnung
O(1-10713) m?/s bestimmt ist), um Netzwerkspannungen global zu relaxieren.
Ob die Effektivitét dieses Prozesses wirklich ausreicht, sollte (z.B. mittels Simu-
lationen) tiberpriift werden.

Die Mittelung der Relaxationsfrequenzen aus den komplexen Relaxationsspektren ergibt fiir
ein 10 uM Aktinnetzwerk und Sondenkugeln mit einem Durchmesser von 4.5 ym:

fr = 0.05 + 0.02 Hz

Daraus ergibt sich fiir die Mikrosonde eine mittlere Relaxationszeit von 7, = 20 s. Berechnet
man mit diesem Wert und der relevanten Diffusionskonstante von D) 3-10~m? /s die korre-
spondierende Léngenskala (I = V72D7), dann erhélt man einen Wert von [ = 2.4 um. Dieser
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Wert entspricht groflenordnungsmiilig dem Radius R des Sondenpartikels (R = 2.25 um),
wie es im Bild der neuen Theorie zu erwarten ist. In der klassischer Interpretation wiirde das
eben beschriebene Ergebnis bedeuten, dass die mittlere Filamentlénge in der Probe nur noch
etwa 2.5 um betragt, was nicht der Fall ist.

Die Diskrepanz der berechneten relevanten und der theoretisch erwarteten Léngenskala
ist ein eindrucksvoller Beweis dafiir, dass eine Interpretation von Langzeitmessungen mittels
Sondenpartikeln nicht komplett mit Hilfe der klassischen Ersatzschaltbildtheorie (mit Ersatz-
schaltbildern aus Elastizitéiten und Viskositidten) moglich ist. Wenn man die makroskopischen
Netzwerkeigenschaften aus Sondenkomplianzmessungen korrekt ableiten moéchte, muss eine
weiteres Element, namlich die Diffusion der Polymere iiber die Dimension des Kugelradius,
mit einbezogen werden. Hierzu sei noch einmal auf die Kapitel 2.2 und 5.4 verwiesen.

Bei kiirzeren Messzeiten (T' < 30s) war keine terminale Relaxationszeit messbar. Kurven
aus so kurzen Messzeiten weisen auch kein ausgeprigtes Gummiplateau mehr auf. Aus diesen
Messungen kann lediglich ein Wert fiir 7. und die Steigung a (vergl. Abb. 5.8) extrahiert
werden.

Absolutwert und Lage des Gummiplateaus Als Gummiplateau bezeichnet man den
weitgehend frequenzunabhéngigen Bereich konstanten Speichermoduls, in dem der Verlust-
modul ein lokales Minimum aufweist und sich das Aktinnetzwerk deshalb wie ein elastischer
Festkorper verhélt. Zeitlich liegt dieser Bereich zwischen 7. und 7,. Basierend auf dem Rep-
tationsrohrenmodell kann folgende Beziehung fiir den Absolutwert des (konstanten) Plateau-
moduls Gg hergeleitet werden [Hinner et al., 1998]:

9kpT

Th.
GO - 5 1852 (52)

mit Gleichung 2.9 fiir [, folgt daraus Gy ~ 3kpT'/ l})/ 5514/ %, Setzt man die entsprechenden
Werte fiir ein 10 uM Aktinnetzwerk ein, folgt ein Wert von

Gat ~0.04 Pa

Um aus den im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Relaxationsspektren das Plateaumodul
zu extrahieren, wurde bei deutlich ausgepriagtem plateauartigem Verhalten immer der Wert
von G’ benutzt, bei dem G” lokal minimal war. War das Plateau aufgrund zu kurzer Messzei-
ten nicht vollstéindig erfasst, wurde der niedrigste noch gemessene G’-Wert benutzt, falls der
Beginn des Plateaus in den Daten deutlich erkennbar war, andernfalls wurde die Messung
nicht zur Auswertung von G herangezogen. Der Mittelwert des gemessenen Plateaumoduls
betragt

Gp =0.07£0.04 Pa

Dieser Wert ist in guter Ubereinstimmung mit der theoretischen Vorhersage, er wird allerdings
im néchsten Paragraphen iiber die Kraftabhéingigkeit der Messungen noch leicht prézisiert.
Da sich die Groflenordnung des Gp-Wertes dabei aber nicht mehr &ndert, soll schon hier
die Einordnung dieses Wertes in das Spektrum der Ergebnisse anderer Messungen erfolgen:
Fiir aktuelle oszillatorische mikrorheologische Untersuchungen ergibt sich ein vergleichbarer
Wert (Gp =~ 0.03 Pa [Ziemann et al., 1994] , Go ~ 0.05 Pa [Schmidt et al., 2000], bzw. vergl.
Abb. 5.7). Auch makrorheometrische Messungen liefern Plauteaumodule in diesem Bereich
(Gp ~ 0.03 Pa [Hinner et al., 1998]) oder etwas hoher (Go =~ 0.08 Pa [Schmidt et al., 2000]).
Dagegen misst [Mason et al., 2000] mittels DWS etwas hohere Werte von G ~ 0.2 Pa.’

Die in diesen Verdffentlichungen angegebenen Plateaumodule wurden fiir Aktinkonzentrationen zwischen 7
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Vergleich der Plateaumodule

Quelle Go

Theorie ~ 0.04 Pa

Eigene Messung (transiente Sondenkomplianzmessung)  0.07 £+ 0.04 Pa
...um den Krafteinfluss korrigierter Wert 0.03 £0.01 Pa

Oszillierende Sondenkomplianzmessungen 0.03-0.05 Pa

Makrorheometrische Messungen 0.03-0.08 Pa

DWS ~ 0.2 Pa

Tabelle 5.2: Mittels verschiedener Methoden gemessene Plateaumodule fiir Aktinnetzwerk. Alle Wer-
te sind auf eine Konzentration von 10 M umgerechnet. Referenzen siehe Text.

Diese Unterschiede kénnen nicht so leicht erklért werden und liegen moglicherweise einzig
an der extremen Empfindlichkeit des Plateaumoduls gegeniiber Verunreinigungen des Aktins
(z.B. durch Priparation, Alterung oder Lagerung). So ist denkbar, dass unterschiedliche
Gruppen nicht aufgrund der verwendeten Methoden (leicht) verschiedene Go-Werte messen,
sondern weil z.B. das Aktin bei leicht unterschiedlichen Bedingungen gelagert wird. Es wéiren
weitere Versuche von moglichst verschiedenen Methoden an derselben Aktincharge nétig, um
diese Frage abschlieflend zu beantworten.

Zum Vergleich der aufgezdhlten Plateaumodule sei auf die Tabelle 5.2 verwiesen, in wel-
cher auch der um den Krafteinfluss korrigierte Wert fiir G zu finden ist.

Kraftabhingigkeit des Gummiplateaus Ein vollig neuartiges Ergebnis ist die
Abhéngigkeit des mittels Mikrosonden gemessenen Gummiplateaus von der extern angelegten
Kraft F*t. Zur Zeit gibt es dazu noch keine theoretischen Vorhersagen, da sich alle bisher
entwickelten Theorien entweder direkt auf die passive Mikrorheologie beziehen oder explizit
lineare Theorien sind. Da jedoch innerhalb der hier vorgestellten Messungen die Bedingung
der kleinen Amplituden (vergl. Kap. 2.1.1) vollig missachtet werden (typische Kugelauslen-
kungen liegen bei etwa dem 10fachen des Sondendurchmessers), ist es nicht verwunderlich,
das nichtlineare Effekte auftreten. Im néchsten Kapitel wird allerdings eine Erkldrung fiir
die Kraftabhéngigkeit des Plateaus im Rahmen der neuen osmotischen Theorie geliefert, die
mittels einfacher Abschétzungen einen skalierenden Exponenten 5 von (5 ~ 0.6 vorhersagt.

Fiihrt man eine lineare Regression durch um die Stiarke der Abhéingigkeit und den Pla-
teaumodul fiir F*** — 0 (also fiir den passiven, rein thermisch getriebenen Fall) abzuschitzen,
erhélt man folgende Ergebnisse:

Die Abhéngigkeit des Plateaumoduls von der Kraft, mit der die Mikrosonde ausgelenkt
wird, ergibt sich zu

AGo(F™YAF™" = 2+ 0.5 mPa/pN

Daraus ldsst sich ableiten, dass schon bei moderaten Kraftamplituden von z.B. 50 pN eine
relative Verfilschung des Messwertes u"'(Gg) von ca. u™! =~ 30 % erfolgt. Die Kraftabhingig-
keit sollte deshalb, auler bei Messungen mit sehr kleinen Kraftamplituden (F®* < 15 pN =
u'® < 10 %) explizit beriicksichtigt werden.

und 30uM gemessen. Um die Werte vergleichen zu kénnen, wurden alle Module mittels der Beziehung Go o c7A/ 5
(GL. 2.5 fiir die Maschenweite in Gl. 5.2 eingesetzt) auf eine Konzentration von 10uM ( = 0.42mg/ml) herunter

gerechnet.

-89 -



0.4 |
=
A 0.3
(e}
0.2 |
0.1+
[ [ : | | I I
20 40 60 80 100 120 o
Kraft [pN]
()
n |
I_‘ 0 1 lllll u\u.@nu
58] B | |
© I .
4] )
4 @
T T T T T T T 1] T T T ——
2 3 4 5 6789 2 Y
10 .
Kraft [pN]
(b)

Abbildung 5.9: Abhéngigkeit des Gummiplateaus einer 10 uM Aktinlosung von der Kraft auf die
Sondenkugel bei einer Messung mit aktiver transienter Mikrorheologie (4.5 pm Kugeln). (a) Lineare
Darstellung der Kraftabhiingigkeit mit angepasster Gerade (schwarze Linie). Die Steigung betriigt ca.
2 mPa/pN, eine Interpolation fiir F' — 0 liefert ein Krafteinflussbereinigtes Plateaumodul von ca.
GE°'™ = 0.03Pa. (b) Doppelt logarithmische Auftragung der Kraftabhingigkeit. Die gestrichelte Linie
ist die beste angepasste Gerade. Die Steigung und damit der Exponent fiir ein Potenzgesetz liegt bei

etwa o = 0.56.
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Fiir fehlende externe Krifte (thermische Bewegung) kann der Plateaumodul auf Fe' = 0
extrapolierte werden. Der um den Krafteinfluss linear korrigierte Wert fiir G ergibt sich
dabei zu

G = 0.03 £ 0.01 Pa

Dieser korrigierte Wert liegt nun in hervorragender Ubereinstimmung mit oszillatorischen
mikrorheologischen Messungen und den ,, weichsten“ Ergebnissen der anderen Methoden bzw.
Gruppen. Die lineare Regression der Daten ist in Abbildung 5.9(a) dargestellt.

Um die Kraftabhéingigkeit des Gummiplateaus auf ein skalierendes Verhalten der Art
Go(F) o< F? zu untersuchen, wurde an die Daten in doppelt logarithmischer Darstellung eine
lineare Funktion angepasst. Das Ergebnis ist ein skalierender Exponent von

B =0.56+0.14

fiir den Bereich von 2.4-120 pN. Wie sich im néchsten Kapitel zeigen wird, gibt es eine plausi-
ble Erklarung fiir einen skalierenden Exponenten von dieser GroBenordnung. Es ist auflerdem
Anzumerken, dass das Skalenverhalten nur bis etwa F®* ~ 1pN giiltig ist, da unterhalb dieses
Wertes das thermische Rauschen der Sondenpartikel gegeniiber den erzwungenen Auslenkun-
gen grofl wird. In diesem Bereich muss also fiir G der konstante Wert passiver rheologischer
Messungen benutzt werden.

5.2.2.3 Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die Umrechnung von Kriechkomplianzdaten
auf den komplexen Relaxationsmodul mittels der neuen, fehlerunanfilligen Methode nach Liu
genauere Ergebnisse liefert, als die hergebrachte Methode nach Hopkins und Hamming.

Anhand der Spektren einer halbverdiinnten Aktinlosung, die mittels dieser Methode be-
rechnet wurden, konnte gezeigt werden, dass transiente mikrorheologische Messungen an Ak-
tinnetzwerken gleichwertig zu Messungen durch andere Methoden sind. Die berechneten Spek-
tren entsprachen in ihrer Form den theoretischen Vorhersagen und die Netzwerkeigenschaften
eines 10 uM Aktinnetzwerkes konnten in mehreren Bereichen reproduziert und im Rahmen
der benutzten linearen Theorie mehr oder weniger befriedigend erklért werden.

Gute Ubereinstimmung ergab sich fiir die f3/4-Abhingigkeit fiir hohe Frequenzen. Der
gemessen Exponent von a = 0.84 + 0.09 liegt gegeniiber theoretischen Vorhersagen etwas
zu hoch, dieses Ergebnis wird jedoch auch von anderen Gruppen reproduziert und ist kon-
sistent mit einem in der Theorie vorhergesagten Ubergangsbereich. Die Ubereinstimmung
der gemessenen Entanglement-Zeit 7. &~ 2s mit Theorie und Messungen anderer Gruppen ist
bestens. Eine deutliche Abweichung von theoretischen Vorhersagen ergibt sich hauptséchlich
fiir lange Zeiten und zwar derart, dass die terminale Relaxation 7, schon bei kleineren Zei-
ten (7, = O(20s)) gemessen wird, als es nach klassischen Theorien zu vermuten wére. Diese
Abweichung zeigt, dass die hergebrachte Methode zur Beschreibung von verschlauften Netz-
werken semiflexibler Polymere, ndmlich die Beschreibung mittels mechanischer Ersatzschalt-
bilder aus Elastizititen und Viskositéiten, fiir diese Art der Experimente erweitert werden
sollte. Die Abweichung ist im Rahmen der neuen Theorie leicht zu erkldren, wenn man davon
ausgeht, dass die Filamente lediglich mit ihrer transversalen Diffusionskonstante aus dem
Pfad der Kugel diffundieren miissen, damit sich ein Fliefigleichgewicht einstellt. Auch die
gefundene Kraftabhingigkeit des gemessenen Gummiplateaus von G oc FO-96%0-14 kann mit
der neuen Theorie erklirt werden (Siehe nichstes Kapitel). Sie sollte bei Auswertungen von
experimentellen Daten ab etwa 15 pN Kraftamplitude explizit beriicksichtigt werden.
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5.3 Direktauswertung transienter Sondenkomplianzmessun-
gen halbverdiinnter Aktinnetzwerken

5.3.1 Einleitung

Die Umrechnung aktiver, transienter Sondenkomplianzmessungen halbverdiinnter Aktinnetz-
werke in komplexe Relaxationsmodule hat mehre Nachteile:

1. Innerhalb der herkémmlichen Methode werden mechanische Ersatzschaltbilder, welche
ausschliefllich aus Elastizitéten und Viskositéten bestehen, zur Interpretation und Um-
rechnung der Kurven benutzt. Wie in diesem Kapitel gezeigt werden wird, konnen aber
einige Eigenschaften der gemessenen Kriechkomplianzkurven nur schlecht in Rahmen
dieser Modellvorstellung abgebildet werden.

2. Alle Theorien, die bisher zur Interpretation solcher Messungen entwickelt wurden, sind
explizit linear in der Kraft und somit A priori nicht geeignet, die dieser Arbeit zugrun-
de liegende Messung, welche eine deutliche nicht-lineare Kraftabhéngigkeit zeigen, zu
beschreiben.

3. Jegliche Art von Umrechnung, wie sie innerhalb des letzten Kapitels vorgestellt wurde,
ist mit Fehlern und Informationsverlusten behaftet, da bei den verwendeten Methoden
eine Integration iiber unendliche Zeiten durch eine Summe iiber endliche Zeiten ersetzt
wird (vergl. Gl. 2.18).

Dazu einige Anmerkungen: Der erste Punkt kénnte umgangen werden, indem man im zu mi-
nimierenden Konvolutionsintegral (Gl. 2.16) einen verbesserten Ansatz fiir G(t) einsetzt. Al-
lerdings ist nicht klar, wie sich die Kraftabhéngigkeit, die sich bei den gemessenen Kriechkom-
plianzkurven zeigt (siehe zweiter Punkt der Aufzihlung), in dieser Umrechnung zu beriick-
sichtigen ist. Letztendlich bleibt aber immer der dritte Punkt, der Informationsverlust bzw.
die Zunahme der Fehler durch die Umrechnung. Diese Einfliisse kann man grundsétzlich nicht
verhindern sondern nur minimieren.

Als bessere Vorgehensweise empfiehlt sich somit, zuerst Theorien zu entwickeln durch
welche aktive, transiente Messungen direkt interpretiert werden kénnen. Wenn anhand dieser
Theorien die Eigenschaften der Messungen befriedigend erklart werden kénnen, so kann dar-
aufhin in einem spéteren Stadium versucht werden, Aussagen iiber das Relaxationsverhalten
der Aktinlosungen auf der Basis dieser Modelle zu erlangen.

Im Folgenden werden deshalb direkte Komplianzauswertungen von halbverdiinnten Ak-
tinnetzwerken vorgestellt. Speziell wird die nicht-triviale Wurzelabhéingigkeit von der Zeit
sowie verschiedene Antwortkurvenformen fiir verschieden Messkriifte untersucht. Dabei wer-
den Korrekturen fiir kurze Messzeiten und starke Kraftschwankungen entwickelt. Danach folgt
eine systematische Untersuchung der Abhéngigkeiten verschiedener viskoelastischer Material-
parameter von der angelegten Kraft bzw. von der verwendeten Maschenweite des umgebenden
Netzwerkes. Abschlieflend erfolgt eine Diskussion der Langzeitschwankungen der Kriechkom-
plianz.

5.3.2 Durchfithrung & Auswertung

Die Messungen wurden wie in Kapitel 5.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Die auf die an jedem
Ort wirkende Kraft normierten Sondenpositionen werden jedoch nicht mit dem geometri-
schen Faktor von g = 67 Rkygel multipliziert, da dieser fiir die Untersuchungen der Zeit- und
Kraftabhingigkeiten unerheblich ist. Zusétzlich erleichtert die Angabe der kraftnormierten
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Auslenkung ohne die Normierung mittels ¢ die Interpretation der Daten, da die Kurven bei
bekannter Kraft sehr leicht in die totale Kugelauslenkung umzurechnen sind. Diese Grofie ist
sicherlich von groflerem Interesse als die Angabe von J in korrekten Einheiten. Die kraftnor-
mierte Auslenkung wird deshalb ab jetzt mit der Kriechkomplianz gleichgesetzt:

J = x(t)/F(x) [m/N]

Sobald die Kriechkomplianz mittels des Faktors g auf die korrekte Einheit [Flache/Kraft] um-
gerechnet wird, um einen Vergleich der Absolutwerte mit anderen Methoden zu ermdoglichen,
wird an der entsprechenden Stelle darauf hingewiesen.

5.4 Komplianzkurven halbverdiinnter Aktinlésungen bei un-
terschiedlichen Kriften

In diesem Kapitel werden typische Komplianzkurven fiir unterschiedliche Krifte vorgestellt.
Im Folgenden soll dabei zwischen schwachen, mittleren und hohen Kriften unterschieden
werden. Dabei sind diese drei Bereiche nicht iiber absolute Krifte, sondern iiber die Art der
resultierenden Komplianzkurven definiert. Die Absolutwerte konnen dabei, je nach Netzwerk-
dichte, Kugelgrofie oder lokalen Inhomogenitdten schwanken:

e Dominiert in den resultierenden Komplianzkurven der Einfluss der thermischen Anre-
gung das Antwortverhalten der Sondenkugeln, so wird die angelegte Kraft als schwach
definiert. Bei einem 10 uM Aktinnetzwerk und 4.5 um Kugeldurchmesser liegt dieser
Bereich grofienordnungsméfig bei F' < 2 pN.

e Zeigen sich bei steigender Kraft in den resultierenden Komplianzkurven mindestens drei
deutlich getrennte Bereiche, in denen Potenzgesetze das Antwortverhalten der Sonden-
partikel beschreiben, so gilt die angelegte Kraft als mittel. Bei einem 10 uM Aktin-
netzwerk und 4.5 ym Kugeldurchmesser liegt dieser Bereich grofienordnungsméfig bei
F = 2pN.

e Zeigt sich in den Kurven bei weiter steigender Kraft zunehmend ein nichtlinearer Ein-
fluss der Kraft, so gilt die angelegte Kraft als hoch. Der Ubergang in diesen Bereich
ist flielend. Bei einem 10 uM Aktinnetzwerk und 4.5 ym Kugeldurchmesser liegt er bei
40-80 pN.

5.4.1 J(t) fitr schwache Krift

In diesem Kapitel wird eine sinnvolle untere Grenze fiir die benutzten Krifte bei aktiven Mes-
sungen und eine speziell bei schwachen Kriften auftretende Kurvenform der Kriechkomplianz
diskutiert.

5.4.1.1 Ergebnisse und Diskussion

Ein Problem der Auswertung von aktiven Sondenkomplianzmessungen bei schwachen Kréften
liegt darin, dass das Rauschen der Kurven in der Gréflenordnung der Gesamtauslenkung der
Sondenkugeln wihrend eines Kraftpulses liegt. Dieses Rauschen hat zwei Ursachen:

1. Thermisches Rauschen, d.h. eine tatséchliche Fluktuation des Sondenpartikels aufgrund
von thermische verursachten Stoflen zwischen Sondenpartikel, Losungsmittel und Poly-
meren (Brownsche Bewegung des Sondenpartikels im Potenzial des umgebenden Netz-
werkes).
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Abbildung 5.10: Positionen von 4.5um Sondenpartikeln in einem 10u4M Aktinnetzwerk mit Rauschen
in der GroBlenordnung der Gesamtauslenkung. Das durch Brownsche Bewegung verursachte Rauschen
(a) kann durch schlechte Bildqualitiit bei der Kugelnachverfolgung noch verstirkt werden (b). Gezeigt
sind jeweils vier Auslenkungen, die von Magnetkraftpulsen der Stiirke F'*** = 1.1 pN (a), bzw. F' =
1.9pN (b) erzeugt wurden. Ein Puls ist jeweils zur Verdeutlichung schwarz hervorgehoben.

2. Digitales Rauschen, welches bei schlechtem Bildmaterial” durch das Unvermdgen des
Kugelnachverfolgungsalgorithmus, den Mittelpunkt des Sondenpartikels exakt zu loka-
lisieren, verursacht wird.

Da die maximale Auflosung des Nachverfolgungsalgorithmus fiir diesen Typ von Kugeln
bei einigen 10 nm liegt [Schilling, 2003], kann man bei gutem Bildmaterial davon ausgehen,
dass das resultierende Rauschen rein thermischer Natur ist (vergl. Abb. 5.10(a)) .

Groflere Rauschamplituden (vergl. Abb. 5.10(b)) sind auf die Bildverarbeitung zuriick-
zufithren und haben keine physikalische Relevanz. Leider ist es nicht immer moglich, optimale
Bilder zu erhalten, da der Vorteil der benutzten Methode ja gerade darin besteht, mehrere
Sondenkugeln gleichzeitig zu verfolgen. Da die Kugeln aber statistisch in der Probe verteilt
sind, kann im Prinzip immer nur eine Kugel exakt scharf eingestellt werden. In der Praxis
sind die Kugeln aufgrund ihrer Gréfle jedoch auch einige Mikrometer ober- und unterhalb
der Fokalebene sichtbar, wenn auch zunehmend verschwommen.

Ein grofler Nachteil bei Messungen mit kleinen Kriften ist, dass fiir kurze Zeiten (aufler
mit passiver Rauschanalyse) iiberhaupt keine Abhéngigkeiten der Auslenkung von der Zeit
untersucht werden konnen. Der Vorteil aktiver Messungen geht also vollig verloren. In einer
einfachen logarithmischen Auftragung wie in Abbildung 5.11 erkennt man, dass selbst fiir eine
Kraft von knapp 2 pN das Rauschen bis etwa 0.1 Sekunde jegliche Abhéngigkeit {iberlagert.
Eine sinnvolle Kraft fiir aktive Sondenkomplianzmessungen sollte also so gewahlt werden,
dass bereits nach einigen wenigen Messpunkten die durch die Kraft verursachte Auslenkung
grofer als das Rauschen wird.

Eine Rauschanalyse der in Abb. 5.10(a) gezeigten Kurve in einem Bereich, der vor dem
Beginn des Kraftpulses liegt (Bereich nicht gezeigt), liefert einen Wert fiir die Wurzel der mitt-
leren quadratischen Auslenkung (RMS) von /(%) = 0.07um (bzw. MSD (z?) = 5-10~%um?).
Aus diesem passiv gemessenen Wert kann man leicht die Federkonstante ki des Potenzials
bestimmen, welches die Kugel an ihrem Platz zu halten versucht: Die Wahrscheinlichkeits-
verteilung W(x) fiir den Aufenthaltsort des Teilchens ist proportional zum Quotienten aus

"Schlechteres Bildmaterial entsteht z.B., wenn die nachverfolgte Sondenkugel nicht vollstéindig im Fokus
der Mikroskopoptik liegt.
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Abbildung 5.11: Komplianz einer verrauschten Kurve, aufgetragen gegen den Logarithmus der Zeit.
Gut zu erkennen ist, dass bis etwa 0.1 Sekunde keine Zeitabhéngigkeit der Komplianz bestimmt werden
kann, da das Rauschen diese Information komplett iiberlagert.

potentieller und thermischer Energie:

U o o Erot/kpT _ o—rena®/2kpT (5.3)

Da die mittlere quadratische Auslenkung der Standardabweichung entspricht, folgt:
<:L‘2> = QkBT/QIch = Kth = 2]<JBT/<:L‘2> (5.4)

Setzt man die entsprechenden Werte ein, folgt daraus die (statische) Federkonstante von
Kih ~ 1.5-107 N/m (s, = 1.5 pN/um). Dieser Wert liegt etwa zwei GroBenordnungen iiber
der Federkonstante x| Ak, die ein einzelnes Aktinfilament in einem vergleichbaren Netzwerk
in seiner Reptationsréhre spiirt: £ ax; ~ 51078 N/m [Dicht] und Sackmann, 1999]. Daraus
lésst sich schlieBen, dass Sondenkugeln dieser Grofle vom umgebenden Netzwerk stark in ihrer
Bewegungsfreiheit eingeschrinkt werden und insbesondere, dass eine von auflen angelegte
Kraft dieses Potential iiberwinden muss, um die Kugel aus ihrem Filamentkéfig heraus zu
bewegen. Ist die Kraft dafiir zu schwach, sollte sich das Antwortverhalten gegeniiber starkeren
Kriften veréindern: Auf den Zeitskalen, auf denen das Netzwerk fiir die aktiven Experimente
sonst zunehmend viskos erscheint, sollte das Antwortverhalten bei kleinen Kriften elastisch
bleiben. Tatséchlich séttigen die meisten Komplianzkurven fiir sehr kleine Krifte auf den
beobachteten Zeitskalen. Nach Abschalten der Kraft relaxieren die Sonden im Rahmen der
Messgenauigkeit vollsténdig (vergl. Abb. 5.12).

Fiir derart séttigende Kurven kann die Langgzeitfederkonstante direkt aus der inversen
Sattigungskomplianz abgelesen werden (vergl. Abbn. 5.13). Aus Komplianzen in der Grofien-
ordnung J ~ 0.75 pm/pN - 1 um/pN folgt die Federkonstannte xp = O(1 pN/um)). Passive
und aktive Messungen passen also gut zusammen.

Insbesondere zeigt sich aus dieser Ubereinstimmung, dass das Rauschen in der eben be-
schriebenen Groflenordnung wirklich thermischer Natur ist. Es ist also nicht moglich, durch
hohere Auflosungen der Optik oder durch andere Mafinahmen diesen Rauschanteil zu ver-
ringern. Damit wird gleichzeitig gezeigt, dass die relativ kleine Vergroflerung, die fiir diese
Experimente gewahlt wurde, absolut ausreichend ist.

Weitere Messungen haben gezeigt, dass schon geringfiigig hohere Kréfte (~ 2.5 pN) aus-
reichen, damit die gemessenen Komplianzkurven die theoretisch erwartete Form annehmen.
Der Unterschied zwischen den séttigenden und den theoretisch erwarteten Kurven kann ein-
fach quantifiziert werden: Benutzt man als Ndherung fiir die kraftnormierte Sondenantwort
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Abbildung 5.12: Totale Relaxation der Sondenauslenkung bei kleinen Kréften. Gezeigt ist die Kom-
plianz J(t), aufgetragen gegen den Logarithmus der Zeit (bis 1s) und gegen die Zeit (ab 1s). Die
erzwungene Auslenkung relaxiert im Rahmen der Messungenauigkeit (thermisches + digitales Rau-
schen) vollsténdig. Die Liicken oberhalb von 100 Sekunden kennzeichnen Messpausen und haben keine
weitere Bedeutung. (10 uM Aktinnetzwerk, 4.5 um Sondenkugeln, Kraftpuls: 1.88pN fiir 60s, Gesamt-
auslenkung ~ 1.85 um.)

J(t) (im klassischen viskoelastischen Bild) eine Reihenschaltung von Voigt-Elementen (vergl.
Abb. 2.5 in Kap. 2.1.1), so kann bei sittigenden Kurven die Sondenantwort mit nur zwei
Elementen beschrieben werden. Speziell ist die grofiere Relaxationszeit deutlich kleiner als
die Pulsldnge. Eine exponentielle Sattigung wird also schon auf den beobachteten Zeitskalen
erreicht.

Um dies zu zeigen, wurde an die Daten folgende Funktion angepasst (Antwortverhalten
eines Multi-Voigt-Modells, vergl. Abb. 5.14(a)):

) =Y kA=) mit 7, = n,/kn (5.5)

Dabei sind sowohl die 7, als auch die k,, freie Parameter der Anpassung. Um die Giite der
Anpassung zu beurteilen, wird die mittlere quadrierte Summe aller Differenzen zwischen
Anpassung und Originaldaten (normiert auf die Standardabweichung o) betrachtet:

N

¢ 2
(P = %Z <J(ti) —J° (%)) (5.6)

- o
1

Als Standardabweichung wird dabei die RMS des Rauschens in einem kréftefreien Bereich
verwendet.

Bei normalverteiltem Fehler und perfekter Anpassung folgt: <X2> = 1. Bei realen Mes-
sungen und guter Anpassung ergeben sich Werte in der Groflenordnung von 1 (real gemes-
sene Werte fiir sichtbar gute Anpassungen lagen je nach Giite der Ausgangskurven zwischen
0.9 < <x2> < 1.1). Aussagekréftiger als der Absolutwert von < <X2>, der stark von der
Gleichférmigkeit des Rauschens und somit von der Qualitdt der Messung abhéingt, ist sei-
ne Zu- oder Abnahme bei Anderung der Anzahl der Voigt-Elemente im Multi-Voigt-Modell
( = Anzahl der Summanden in der Anpassung, vergl. Gl. 5.5).

Die Anpassung eines Modells J(#) mit drei Elementen (71 = 0(0.3s), 72 = O(55), bei 73
war der Fehler grofier als der Wert) ergibt bei séittigenden Komplianzkurven keine grundlegen-
de Verbesserung von x? gegeniiber der Anpassung eines Modells mit zwei Relaxationszeiten
(11 = 0(0.38), 2 = O(68)). Der relative Unterschied liegt ca. bei 1 % und ist damit in
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Abbildung 5.13: Sittigung der Komplianzkurven bei Kugelauslenkungen mit kleinen Kriften fiir
einen Puls der Linge 60s. Gezeigt sind drei Komplianzkurven fiir zwei unterschiedliche Kréfte (1.88pN
schwarze Kurve, 1.12 pN graue Kurven). Die totale Auslenkung entspricht dem Inversen Wert einer
(statischen) Federkonstante x (10 uM Aktinnetzwerk, 4.5 pm Sondenkugeln).

einer nicht signifikanten Grofienordnung®. Insbesondere ist 7o < tpys, die (exponentielle)
Séttigung der Kurve ist damit auf Zeiten bis 60 Sekunden quantifiziert.

Bei den Kurven mit etwas grofleren Kriften, die ein gewohntes Verhalten der Kriechkom-
plianz zeigten, war die Anpassung von zwei Voigt-Elementen nicht ausreichend. Die Redu-
zierung der (qualitativ guten) Anpassung von drei Elementen (11 = O(0.5s), 7o = O(6 s)
T3 = O(60s) ) auf zwei Elemente, fiihrte zu einer Verschlechterung von (x?) von iiber 30 %.
Insbesondere lag die grofite Relaxationszeit der Anpassung in der Groflenordnung der Puls-
dauer. Diese Pulse zeigen auf der beobachteten Zeitskala noch einen deutlichen Anstieg der
Komplianz.

Als Anmerkung ist noch hinzuzufiigen, dass auch ein Multi-Voigt-Modell aus endlich
vielen Elementen prinzipiell nicht in der Lage ist, das Antwortverhalten einer viskoelastischen
Fliissigkeit auf langen Zeitskalen zu beschreiben, ohne dass ein rein viskoses Element in Reihe
geschaltet wird. Da die hier betrachteten Pulse bei schwachen Kriften jedoch im Rahmen
der Messgenauigkeit alle vollstéindig relaxierten (vergl. Abb. 5.12), wurde in den angepassten
Funktionen auf einen Summanden ~ 7, 't verzichtet. Berechnet man nach der Formel 7, =
Tnkn die Viskositdten fiir die grofite Relaxationszeit 73 aus einer Anpassung eines 3-Elemente-
Modells mit festgehaltener Relaxationszeit 73 = 60 s, ergibt sich folgendes Ergebnis:

neos = 11.5Pas (fiir séttigende Kurven)

neos = 2Pas (fiir normale Kurven)

Man beachte hierbei, dass der Kraftunterschied zwischen diesen Kurven in der Gréf8enordnung
von 1pN liegt und sich nach herkdmmlichen Theorien identische Kurvenverldufe (statistische
Abweichungen nicht eingerechnet) ergeben sollten.

Auch die Absolutwerte der Kriechkomplianz weisen deutliche Unterschiede auf, wie in
Abbildung 5.10 deutlich zu erkennen ist.

8Verbesserungen von <x2> in dieser Groflenordnung kénnen prinzipiell durch die Hinzunahme einer belie-
bigen Funktion erreicht werden.
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Abbildung 5.14: Anpassung von Multi-Voigt-Modellen (schwarze Linien) an eine séttigende Kriech-
komplianzkurve (a) und eine normale Kriechkomplianzkurve (b), aufgetragen gegen den Logarithmus
der Zeit. Die siittigende Kurve wurde mit zwei Elementen modelliert (r,, = 0.4's, 8 8), die normale
Kurve lésst sich erst mit drei Elementen (7, = 0.5, 6s, 60 s) befriedigend beschreiben. Schwarze
Punkte sind das Residuum der Anpassung. Die Einséitze zeigen die Kurven in linearer Auftragung.
(10 uM Aktinnetzwerk, 4.5 pum Sondenkugeln, Krifte/Gesamtauslenkung: 1.1 pN/0.7 pm bei (a) und
2.5 pN/3.5 um bei (b))

- 08 -



Komplianzkurven bei unterschiedlichen Kréften

5.4.1.2 Zusammenfassung und Ergebnis

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass unterhalb einer gewissen Kraftschwelle eine Kriech-
komplianzkurvenform auftritt, die eindeutig Sattigung zeigt. Die neuartige Kurvenform ist
eine Sittigung der Kriechkomplianz auf kurzen Zeiten (grofenordnungsmiBig einige 10 Se-
kunden). Der Unterschied zu bisher beschriebenen Kurven ist allerdings erst auf Zeitskalen
erkennbar, die frithere Experimente (z.B. [Schmidt, 1999]) nicht mehr untersucht haben. Die
Ursache fiir dieses gednderte Antwortverhalten auf lingeren Zeiten ist bis jetzt noch nicht ge-
kléart. Moglicherweise spielt der Umstand eine Rolle, dass die Gesamtauslenkung der Kugeln
bei sittigenden Kurven nicht viel grofler als 1-2 Maschenweiten ist. Eine logische Schlussfol-
gerung daraus wére, dass es sich um ein Phédnomen handelt, welches mit dem Entkommen
der Kugel aus seinem urspriinglichen Filamentkéfig zu tun hat. Darauf weisen auch die iden-
tischen Federkonstanten fiir das Potential hin, welches die Bewegung der Kugel einschrénkt,
die einerseits aus der Auslenkung bis in die Séttigung und andererseits aus der Rauschanalyse
der Kugel (ohne externe Krifte) extrahiert werden kann.

Bei geringfiigig erhohten Kriften zeigt sich ein Antwortverhalten, wie es bisher beschrie-
ben worden ist (z.B. [Ziemann, 1997; Schmidt, 1999]).

Der Kraftbereich, in dem das Phinomen der sittigenden Kurven auftritt ist ansonsten
fiir aktive Sondenkomplianzmessungen nicht sehr geeignet, da das thermische Rauschen eine
Analyse der Zeitabhingigkeit der Kriechkomplianz auf kurzen Zeiten unmoglich macht und
auf mittleren bis langen Zeiten erschwert.

5.4.2 J(t) fiir mittlere Krifte

Der folgende Abschnitt basiert auf einer Ubersetzungen von [Uhde et al., 2003] und enthélt
weitere, unverdffentlichte Ergebnisse.

5.4.2.1 Ergebnisse und Diskussion

Der Kraftbereich der mittleren Kréfte zeichnet sich dadurch aus, dass die erzwungene Auslen-
kung der Sonden schon nach wenigen Millisekunden grofler als die Amplitude des thermische
Rauschens ist. In diesem Kraftbereich kénnen die Komplianzkurven in drei Bereiche aufgeteilt
werden, in denen sie Potenzgesetzen der Art

J(t) = Apton (5.7)

gehorchen. Dabei sind die A,, Vorfaktoren und n = 1, 2, 3 bezeichnet jeweils eines der drei
Regime:

1. Auf kurzen Zeiten (0 < ¢t < 71) wird das schon bekannte ([Amblard et al., 1996; Gittes
und MacKintosh, 1998; Morse, 1998c; Frey, 2001]) subdiffusive Verhalten beobachtet,
welches sich durch einen skalierenden Exponenten von aj =~ 3/4 auszeichnet.” Diese
Abhéngigkeit ist eng mit der Einzelfilamentdynamik der Aktinpolymere verkniipft: Die
freie Diffusion bzw. Auslenkung der Kugel wird durch die Undulationen der Einzelfila-
mente behindert (Regime interner Kettendynamik, vergl. auch Kap. 2.1).

2. Erstmalig wurde im zeitlichen Bereich (71 < ¢t < 7) ein Potenzgesetz (Gl. 5.7) mit
einem skalierenden Exponenten ay &~ 1/2 gemessen. Dieses Verhalten ist bis jetzt noch

9Vergleiche mit der FuBnote auf Seite 84 zur Herleitung von J(t) ~ t3/* aus der Zeitabhiingigkeit der
mittleren quadratischen Auslenkung (Ar®(t)) .
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Abbildung 5.15: Gezeigt ist die Anpassung eines erweiterten Zener-Modells (Einsatz), das bisher
zur Beschreibung von Kriechkomplianzpulsen von Aktin verwendet wurde [Schmidt, 1999], mit einer
Langzeit-Kriechkomplianzmessung (durchgezogene diinne Linie). Ohne Wichtung liefert die Anpas-
sung fiir lange Zeiten befriedigende Ergebnisse, jedoch wird das Kurzzeitverhalten sehr schlecht re-
produziert (gestrichelte dicke Linie). Eine Wichtung proportional zu 1/t* mit 0 < w < 1 erlaubt die
Anpassung fiir kurze Zeiten zu verbessern. Die angepassten Kurven zeigen aber immer noch systemati-
sche Abweichungen im Kurzeitbereich, wihrend jetzt das Langzeitverhalten sehr schlecht reproduziert
wird (durchgezogene dicke Linie). Das erweiterte Zener-Modell ist somit nicht in der Lage, Pulse die
wesentlich ldnger als 10 Sekunden sind, befriedigend zu beschreiben. Der grau hinterlegte Teil der
Abbildung zeigt eine Vergroflerung fiir kurze Zeiten in doppelt logarithmischer Darstellung (10 M
Aktinnetzwerk, 4.5 pm Sondenkugeln, Krifte/Gesamtauslenkung: 3.9 pN/14.6 pum).

nicht theoretisch vorhergesagt worden und kann im Rahmen der gewthnlichen Ersatz-
schaltbildtheorie nur schlecht interpretiert werden (vergl. Abb 5.15). Die neuartige, auf
der osmotischen Diffusion der Filamente beruhende Theorie kann diese Zeitabhéngigkeit
gut erkldaren (Regime osmotischer Diffusion).

3. Auf langen Zeitskalen (¢ > 7) zeigen die Kriechkomplianzkurven einen Ubergang in
ein viskoses Verhalten. Dieser Bereich ist durch einen skalierenden Exponenten von
a3 ~ 0.9 gekennzeichnet (viskoses Regime).

Regime interner Kettendynamik Um die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Daten
mit den theoretischen Vorhersagen fiir das Auslenkungsverhalten bei kurze Zeiten zu verglei-
chen, werden zunéchst einzelne Kriechkomplianzkurven in doppelt logarithmischer Darstel-
lung mit einer Potenzfunktion der Art .J(t) = At%* verglichen. Man erkennt die Ubereinstim-
mung von Theorie und Messdaten schon anhand einzelner Kurven (verg. Abb. 5.16). Aller-
dings lassen sich aus den von Netzwerkinhomogenitéiten beeinflussten Einzelkurven schlecht
weitere Parameter extrahieren.

Um die statistischen Einfliisse der Netzwerkinhomogenitét zu minimieren, wurden jeweils
mehrere Pulse einer Kugel gemittelt und diese gemittelten Kurven komplett fiir eine Messpro-
be dargestellt. Dies wurde fiir verschiedene Aktinkonzentrationen durchgefiihrt. Das Ergebnis
fiir zwei verschiedene Konzentrationen ist in Abbildung 5.17 dargestellt, die grofle Streuung
der Kurven lisst sich auf die Streuung der Kraft'® zuriickfiihren.

Interessanterweise ergeben sich bei der Anpassung eines Potenzgesetzes mit der Potenz
a1 = 3/4 nicht nur Abweichungen bei léngeren Zeiten, sondern auch bei den ersten ein bis

Djese beruht, wie im Kap. 3 gezeigt, hauptsiichlich auf der GréBenvarianz der Sondenkugeln.
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Abbildung 5.16: Kurzzeitverhalten der Kriechkomplianz. Reprisentative Auswahl zweier erzwun-
gener Auslenkungen einer 4.5 pm Sondenkugel in einem 11 M Aktinnetzwerk. Dargestellt ist der
zeitliche Ausschnitt von 13.8 ms bis 1.1 Sekunden des ersten Pulses (Kraft 3.5 pN, Auslenkung bis
1s = 6 um, geschlossene Symbole) und des zweiten Pulses (Kraft 5.3 pN, Auslenkung bis 1s = 7.8 um,
offene Symbole). Die diinnen Linien sind optische Hilfslinien, die gestrichelte Linie reprisentiert ein
Potenzgesetz mit einer Potenz ay von ay = 3/4.
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Abbildung 5.17: Kurzzeitverhalten der gemittelten Kriechkomplianzen fiir verschieden Aktinkon-
zentrationen. Das Kurzzeitverhalten eines 11uM Aktinnetzwerkes (a) und eines 19uM Aktinnetzwer-
kes (b) sind qualitativ identisch. Dargestellt sind bei (a) 22 bzw. bei (b) 23 gemittelte Kurven aus
jeweils 2-4 Auslenkungen einer Kugel (graue Punkte) und die beste angepasste Potenzfunktion mit
fest gehaltener Potenz ay = 3/4 im Bereich von 13.8 ms bis 100 ms (durchgezogene schwarze Linie).
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Abbildung 5.18: Kurzzeitverhalten der Kriechkomplianz gemittelt iiber 68 Einzelpulse bei verschie-

denen Kriften (graue Punkte). Die schwarze durchgezogene Linie entspricht einem t3/4_Gesetz. Deut-
lich ist die Abweichung der ersten Messpunkte von diesem Verhalten zu erkennen (die gestrichelte Linie
durch die ersten Datenpunkte hat die Steigung 1). Die zweite gestrichelte Linie hat eine Steigung von
0.5.

zwei Messpunkten. Um diese Abweichungen weiter zu quantifizieren, wurden die iiber die
einzelnen Kugeln gemittelten Pulse erneut gemittelt. Eine der so berechneten Kurven ist in
Abbildung 5.18 zu erkennen.

Die Abweichungen fiir lingere Zeiten konnen einfach mit dem einsetzenden Ubergang in
das t%5-Regime erklirt werden. Die Abweichungen der ersten Messpunkte dagegen beruhen
auf den speziellen Eigenschaften der Aufnahme. So wird bei der Aufnahme eines Bildes zum
Zeitpunkt ¢; nicht die tatséchliche momentane Kugelposition xth(ti) gespeichert, sondern das
Integral iiber alle Kugelpositionen seit der letzten Bildabfrage 2™5(¢;):

2SS (4) = /tl x(t)dt (5.8)

Der Grund dafiir ist, dass die Kamera kontinuierlich belichtet. Insbesondere wird die Informa-
tion des Spulenstroms nur mit derselben Frequenz wie die Bilder eingelesen und zwar bevor
das Bild ausgelesen (d.h. die Integration durchgefiihrt) wird. Im Ergebnis fiihrt das dazu,
dass bei einem Start des Strompulses zwischen ty und ¢; die Kugel durch die Magnetkraft
F schon einen gewissen Weg ausgelenkt wurde. Die zu ¢y gehérige Position wird aber (weil
hier noch F' = 0 gilt) als Nullpunkt der x(t) Kurve definiert. Zusétzlich kann der Strom auch
noch zu jedem beliebigen Zeitpunkt zwischen ¢y und ¢; einsetzen, so dass man im Einzelfall
beim ersten Datenpunkt x(¢;) die korrekte Auslenkung (der Kraftpuls setzte direkt nach ¢
ein) oder auch fast keine Auslenkung (der Kraftpuls setzte direkt vor ¢; ein) misst.

Fiir eine iiber viele Pulse gemittelte Kurve ergibt sich nun folgende Situation: Die Kamera
liefert integrierte Kugelpositionen fiir die einsetzende Kugelbewegung. Diese integrierten Ku-
gelpositionen wiederum miissen nun iiber statistisch verteilte Anfangszeiten zwischen tg und
t1 gemittelt werden. Dies ergibt die tatséchlich gemessene Position. Das Gleiche gilt natiirlich
auch fiir alle weiteren Datenpunkte. Dieser Sachverhalt ist schematisch in Abbildung 5.19(b)
erklart. Wie man leicht erkennt, ist die Abweichung der gemessenen Kurve (weifle Punkte),
von der theoretischen (durchgezogene schwarze Linie) fiir den Nullpunkt am groéfiten. Die
gemessene Kurve néhert sich dann schnell asymptotisch der unkorrigierten Kurve. Um einen
Korrekturwert fiir den Nullpunkt abzuschétzen, geht man folgendermafien vor:
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Abbildung 5.19: (a) Die geritebedingte Abweichung von einem ¢3/4-Verhalten (schwarze gestrichelte
Linie) fiir die ersten Datenpunkte der gemittelten Kriechkomplianz (offene Symbole) kann korrigiert
werden. Schon die Korrektur des Nullpunkts liefert ein befriedigendes Resultat (geschlossene Symbo-
le), was durch erneutes Anpassen eines t3/-Gesetzes (schwarze durchgezogene Linie) gezeigt werden
kann. (b) Ursache der Abweichung: 1. Die Positionen der Sondenkugel (offene schwarze Markierungen)
werden zwischen zwei Bildabfragen (gestrichelte Linien) integriert und dem Stromwert zugeordnet,
der vor der Integration abgefragt wurde (geschlossene schwarze Markierung: Integrierte Position). 2.
Prinzipiell kann die Kraft zu einem beliebigen Zeitpunkt zwischen zwei Bildabfragen einsetzen, die
mittlere integrierte Position (weile Markierungen) ergibt sich also aus dem statistischen Mittel der
integrierten Positionen (schwarze Markierung) der Kugelpositionen fiir alle moglichen Startzeiten. Die
Abweichung von der idealen Kurve (durchgezogene schwarze Linie) ist fiir den Nullpunkt deutlich
sichtbar am grofiten.

Es gilt die Annahme, dass sich die tatséchliche z(¢) Kurve mit einem Gesetz
z(t) = A3/ (5.9)

beschreiben lidsst. Der Beginn der Auslenkung (Start des Kraftpulses) erfolgt irgendwann
zwischen ty und t1, der Zeitraum At = t; —tg wird daher in N Teile eingeteilt. Die Auslenkung
beginnt dann zu einer Zeit t* = i At/N mit ¢ = 1...N. Die integrierte Position fiir den
Nullpunkt ergibt sich damit zu

Int 1 ' 1 ! 3/4
n 1
To =g /0 x(t)dt i), At dt (5.10)

Das Ausfiihren der Integration und das Einsetzen der Integrationsgrenze liefert den integrier-
ten Nullpunktswert in Abhéngigkeit vom Startwert (definiert durch i/N):

4 i 74
(i, N) = ?AAt3/4 1- (N) (5.11)

Der gemessene Wert von x(0) ist dieser integrierte Wert, gemittelt iiber N fiir den Grenzfall
N — oo:

(zf*) = lim E > aft (5.12)

Teilt man diesen Wert durch den theoretischen Wert fiir den ersten gemessenen Datenpunkt
z(At) = AA*, erhilt man als Ergebnis einen Korrekturfaktor ¢ fiir den ersten Daten-
punkt. In der Praxis wird A dabei sehr genau durch Anpassen eines t3/4-Gesetzes an spiitere
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Abbildung 5.20: (a) Gemessene Einschaltkennlinie der Magnetspule (graue Symbole) mit angepas-
ster sigmoidaler Kurve. Die Zeit, in der der Strom von 5% auf 95 % angestiegen ist, betréigt ca. 1.4 ms
(Pfeile). Die waagerechte gestrichelte Linie markiert das Langzeitséttigungsniveau des Stromes. (b)
Uberschwingen und Abfall des Stromes nach Pulsbeginn (Pfeil). Der Abfall kann exponentiell genéhert
werden, die Zeitkonstante des Abfalls betriigt etwa 5 ms. Das Uberschwingen kompensiert die Ein-
schaltverzogerung teilweise.

Datenpunkte gewonnen. Die Korrektur ergibt sich dann zu:

Int 4 1 N i\ /4
L Ob2 L Y S T (KA Ly s (5.13)
z(At) TN—o N & N 1

Da fiir kleine Auslenkungen F' = konstant gilt, ist J(t) ~ z(¢). Die Korrektur kann also
direkt auf die Kriechkomplianzkurve angewandt werden. Verschiebt man den Nullpunkt der
gemittelten Kriechkomplianzkurve auf den Wert —1—71AAt3/ 4 und definiert diesen Wert als
neuen (korrigierten) Nullpunkt, ergibt sich eine korrigierte Kurve, die jetzt ausgezeichnet mit
t3/4 skaliert (vergl. Abb. 5.19(a)).

Damit konnte gezeigt werden, dass die gefundene Abweichung der gemittelten Kriechkom-
plianzkurven fiir die ersten Datenpunkte ein Artefakt der Datenaufnahme ist. Dieser Fehler
kann in gemittelten Kurven groffenordnungsméifig korrigiert werden. Bei Einzelkurven ist das
nicht moglich, da es keine gesicherte Information dariiber gibt, wann der Puls zwischen %,
und ¢; tatsédchlich beginnt.

Auch der Umstand, dass das magnetische Feld sich nicht instantan aufbaut, konnte die Mess-
kurven verfélschen. Um diesen Beitrag abzuschétzen, wurde die Einschaltcharakteristik der
Magnetspulen untersucht.

Der zeitliche Verlauf des Spulenstroms bei einem eingestellten Endstrom von 400mA ist in
Abbildung 5.20 zu sehen. Es handelt sich um eine Mittelung aus mehreren Messungen bei einer
Aufnahmerate von ca. 2ms. Als Nullpunkt wurde jeweils der letzte Stromwert, der bei ca. 0 A
lag benutzt. Der néchste Wert reprasentiert den Anstieg, danach ist der Strom bereits iiber
den erwiinschten Wert hinausgependelt. Dabei handelt es sich um ein Einschwingverhalten
(vergl. Abb. 5.20(b)). Die Anpassung eines exponentiellen Abfalls liefert eine Zeitkonstante
7 von 7 = 5 ms fiir den Abfall auf den gewiinschten Endwert. Eine sinnvolle Annahme fiir
den tatséchlichen Verlauf der Stromkennlinie von null bis zum Maximum ist eine sigmoidale

Kurve der Art: )

ty ot

l1+e &

1(t)/ Iaxe = (5.14)
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Abbildung 5.21: Auswahl von Einzelkurven der Kriechkomplianz (diinne schwarze Linien) in doppelt

logarithmischer Auftragung mit Potenzgesetzen der Form t!/2 (gestrichelte Linien). Die Ubereinstim-
mung im Zeitfenster 0.1 < ¢ < 5 s ist sehr gut. (10 uM Aktinnetzwerk, 4.5 ym Sondenkugeln, Kréfte:
13-19 pN)

Dabei ist ¢, die Zeit, innerhalb derer der Strom bereits auf 50% des Maximalwerts angestie-
gen ist und o die Zeitkonstante der sigmoidalen Kurve (vergl. Abb. 5.20(a)). Die so erhaltene
Anpassung liefert als Zeit innerhalb welcher der Strom von 5% auf 95% seines Maximalwertes
angestiegen ist, einen Wert von tgp ~ 1.4 ms. Das entspricht einem verzogerten Einschalten
eines idealen Rechteckpulses von etwa Atgi, ~ 0.7ms. Allerdings gleicht das Uberschwingver-
halten diesen Effekt zum Teil sogar wieder aus, so dass der Einfluss der Einschaltverzégerung
noch weiter minimiert wird. Um den verbleibenden Fehler abzuschétzen wurden die Flichen
zwischen der Linie I(t)/Inax = 1 und der sigmoidalen Kurve, bzw. dem exponentiellen Abfall
mit korrekten Vorzeichen summiert. Daraus ergibt sich, dass das Uberschwingen der Kennli-
nie den verzogerten Anstieg zu knapp 50 % ausgleicht. Damit bleibt ein Restfehler, der einem
verspéiteten Einschalten eines idealen Rechteckpulses, mit einer Verzogerung von unter einer
halben Millisekunde entspricht.

Berechnet man die sich daraus ergebende Verénderung des gemessenen ersten x(t) Wertes
mittels Gl. 5.10-5.13 und setzt als Einschaltverzogerung Atgi, ~ 0.5 ms ~ 0.03At ein (wobei
At die Aufnahmerate von 13.8 ms ist), so ergibt sich eine Verédnderung des Nullpunktwertes
von J(t) von unter einem Prozent.

Es konnte somit gezeigt werden, dass der Fehler der Einschaltverzogerung absolut zu
vernachléssigen ist.

Regime osmotischer Diffusion Nachdem die Sondenkugel zuerst nur gegen die Undu-
lationen der Filamente arbeitet, komprimiert sie nach weiterer Auslenkung das Netzwerk
entlang ihres Bewegungspfades. Wie in Kapitel 2 beschrieben, folgt daraus direkt eine Wur-
zelabhingigkeit der Kriechkomplianz (Gl. 2.33).

Um die gemessenen Auslenkungen auf dieses Verhalten zu iiberpriifen, kénnen zunéchst
Einzelkurven in doppelt logarithmischer Auftragung mit einem t!/2-Potenzgesetz verglichen
werden (Abb. 5.21). Schon hier zeigt sich eine hervorragende Ubereinstimmung. Natiirlich
sind Pulse geringerer Kraft stédrker verrauscht und auch Pulse bei stéirkeren Kréften unterlie-
gen den Netzwerkinhomogenititen. Um eine quantitative Aussage iiber die Ubereinstimmung
der Messungen mit einem t/2-Potenzgesetz treffen zu kénnen, wurden deshalb solche Pulse
gruppiert und gemittelt, die mit dhnlichen Kréften aufgenommen worden waren. An die so
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erhaltenen Mittelwertkurven wurden in dem linearen Bereich um eine Sekunde herum Po-
tenzgesetze mit der Potenz als freiem Parameter angepasst (Jit(t) = At$). Die Auswertung
von iiber 100 Einzelpulsen bei zwei verschiedenen Konzentrationen und Messungen ergab
acht gemittelte Kurven aus je 5 bis 20 Einzelkurven (vergl. Abb. 5.23). Die freien Parameter
ergaben sich zu:

Probe 9 Probe a9
0.52 0.55
0.50 0.54

1 (10 uM 2 (11 uM

(10pM) sy (M) 6 4
0.47 0.54

Tabelle 5.3: Exponenten eines t5-Gesetzes im Bereich um 1s. Aus Anpassungen an gemittelten
Kurven (jeweils verschiedene Kraftbereiche von ca 2-30 pN und zwei verschiedene Proben). Alle Ex-
ponenten streuen im Bereich von ag & 0.5.

Der erhaltene Mittelwert liegt mit
ags = 0.51+0.05

in hervorragender guter Ubereinstimmung mit der theoretischen Voraussage.

Um die Mechanismen, welche die Kraftantwort von Sondenkugeln in semiflexiblen Netz-
werken in diesem Zeitbereich bestimmen, noch besser zu verstehen, wurden von Nikita
Ter-Organessian Simulationen einer erzwungenen Kugelauslenkung in einem Netzwerk von
semiflexiblen Polymeren durchgefithrt. Das Modell ist eine molekulardynamische Simulation
unter verschiedenen Vereinfachungen, so wurde z.B. der Einfluss des Losungsmittels (also
die gesamte Mikrohydrodynamik) vernachlissigt. Die Erwartung an die Simulation ist somit
eher qualitativer als quantitativer Natur. Trotzdem vermag die Simulation das Wurzelver-
halten auf kiirzeren Zeitskalen gut abzubilden. Die Simulation liefert fiir eine simulierte Box
mit 4000 Filamenten und periodischen Randbedingungen einen skalierenden Exponenten der
nicht genau bei 0.5 sondern etwas dariiber liegt (vergl Abb. 5.22):

g™ = 0.54

Untersucht man den skalierenden Exponenten fiir ein weniger verdiinntes Aktinnetzwerk,
ergibt sich z.B. fiir ein 19 uM Aktinnetzwerk ein Mittelwert von 0.54 + 0.05. Dieser Wert liegt
im Rahmen des Fehlers zwar auch im Bereich von as = 0.5, trotzdem ist dies ein Hinweis
darauf, dass mit zunehmender Netzwerkdichte der Ubergang zu dem Bereich friiher einsetzt,
in dem ein diffusionsgetriebener Fluss der Filamente um die Kugel herum die Sondenantwort
bestimmt. Andererseits konnte sich hier auch ein Einfluss der Filamente selbst bemerkbar
machen, da das theoretische Modell mit starken Vereinfachungen arbeitet und die Filamente
auf ihre Kreuzungspunkte mit anderen Filamenten reduziert.

Viskoses Regime Fiir lange Zeiten gehen die Auslenkungskurven in ein Verhalten J(t) ~
t§ mit der gemessenen mittleren Potenz a3 = 0.9 £ 0.1 {iber. Dies entspricht dem Regime
des viskosen Flieflens der Kugeln im Netzwerk. Ohne grofie Fehler kann in diesem Bereich
eine lineare Funktion der Form J(t) = 't angepasst werden, um die Viskositit 7 fiir lange
Zeiten zu extrahieren (vergl. Abb. 5.24).

Da die Langzeitviskositdt extrem empfindlich auf kleinste Verdnderungen im Netzwerk
reagiert, hingt sie stark von der Priparation, dem verwendeten Puffer oder dem Alter der
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Abbildung 5.22: Molekulardynamische Simulation der erzwungenen Kugelauslenkung in einem Netz-
werk semiflexibler Polymere. Dargestellt ist der Logarithmus der Auslenkung gegen den Logarithmus
der Simulationsschritte, beides in zufélligen Einheiten. Von unten nach oben nimmt die Kraft zu.
Die gestrichelte Linie entspricht einem Potenzgesetz x(n) ~ n®5, wihrend die beste Anpassung eines

sim

Potenzgesetzes an die oberen Simulationskurven eine Potenz von o™ = 0.54 liefert.

Proteine ab. Absolutwerte dieser Viskositét fiir verschiedene Préparationen zu vergleichen
macht daher wenig Sinn. So kann z.B. die iiber 13 Langzeitpulse gemittelte Viskositét 7o 1
einer Préparation eines 9.5 uM Aktinnetzwerkes sich zu 1.1 = 500 £ 150 mPas ergeben
(Puffer mit 300 mM KCI und 15 mM ATP/Mg), wihrend bei einer anderen Préparation
bei einer leicht hoheren Konzentration von etwa 11 M die iiber 8 Langzeitpulse gemittelte
Viskositit 7,2 dagegen 1.2 = 70 & 80 mPas betrigt(Puffer mit 100 mM KCl und 0.5 mM
ATP/Mg). Wire eine Vergleichbarkeit gewihrleistet, miisste der zweite Wert leicht {iber oder
doch zumindest in der Ndhe des ersten Wertes liegen. Die Groflenordnung der gemessenen
Langzeitviskositét fiir F-Puffer liegt aber in dem Bereich, den z.B. auch Ziemann [Ziemann
et al., 1994] gemessen hat.

Vergleicht man dagegen die Langzeitviskositdten ein und derselben Préparation in ver-
schiedenen Verdiinnungen, um den relativen Einfluss der Maschenweite auf diese Grofie zu
studieren, erhélt man absolut konsistente Ergebnisse. Siehe dazu Kapitel 5.6.

5.4.2.2 Zusammenfassung und Ergebnis

In diesem Kapitel wurde die Wurzelabhéngigkeit der Kriechkomplianz fiir Zeiten zwischen
etwa 0.1 und einigen Sekunden gezeigt. Der Mittelwert der besten angepassten Potenzen
as lag bei ap = 0.51 + 0.05 und ist damit in hervorragender Ubereinstimmung mit den
Vorhersagen der neuen theoretischen Erkldrung, die das Antwortverhalten der Sondenkugel
tiber einen osmotischen Druck erklédrt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die gemittelten
Auslenkungskurven im Kurzzeitverhalten das bekannte 3/4 reproduzieren, wobei stirkere
Abweichungen in den ersten Datenpunkten mit der endlichen Aufnahmefrequenz der Ka-
mera befriedigend erklirt werden konnte. Weiterhin wurde erstmals eine Differenz fiir den
Nullpunkt der gemittelten Kurven berechnet, welche den Einfluss der endlichen Aufnahme-
frequenz befriedigend korrigiert. Fiir die Langzeitviskositdt wurden quantitative Vergleiche
zwischen verschiedenen Experimenten vorgenommen, die die extreme Empfindlichkeit dieser
Grofle auf die Praparation demonstrieren.
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Abbildung 5.23: Gezeigt sind drei reprisentative Beispiele fiir die gemittelten Komplianzkurven.
Aufgetragen sind jeweils die einzelnen Komplianzkurven (diinne gepunktete Linien), der Mittelwert aus
diesen Kurven (dicke graue Linie) und das nach oben verschobene angepassten Potenzgesetz J(t) o< t*2
(dicke gestrichelte Linien ). (11 uM Aktinnetzwerk, 4.5 um Sondenkugeln. (a) 11 Einzelkurven, Kraft:
1.5-4pN, as = 0.55. (b) 7 Einzelkurven, Kraft: 4.8-5.5pN, as = 0.55. (¢) 4 Einzelkurven, Kraft:
5.6-7TpN, ap = 0.42.)
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Abbildung 5.24: Repriisentative Auswahl von zwei Kriechkomplianzkurven (skaliert mit g =
6T Riugel) fiir lange Zeiten (der gestrichelte Teil zeigt die Relaxation nach dem Abschalten der ex-
ternen Kraft). Die graue Bereiche stellen angepasste lineare Funktionen dar, deren inverse Steigung
die Viskositéit 7 der halbverdiinnten Polymerldsung fiir lange Zeiten ist. (i) 11 uM Aktinnetzwerk,
Moo = 30 mPa. (i7) 35 uM Aktinnetzwerk, 1., = 170 mPa. Die graue gestrichelte Linie représentiert
die Kugelantwort in reinem Wasser (1,0 = 1 mPa).

5.4.3 J(t) fiir starke Krifte bzw. fiir starke Kraftgradienten

Der Bereich starker Krifte zeichnet sich dadurch aus, dass die Abweichungen der Kriechkom-
plianz von Potenzgesetzen der Form J(t) ~ t* (fiir ¢t < 7o) mit oy = 0.75 (fiir 7. <t < 79),
mit ag = 0.5 und mit ag ~ 1 (fiir 74 < t), signifikant werden. Dafiir gibt es zwei Ursachen:

1. Eine zunehmend gestauchte Zeitskala. Damit ist gemeint, dass die ausgelenkte Kugel
bei hoheren Kriften schneller Filamente vor sich aufsammelt. Der Zeitpunkt 7. des
Ubergangs zwischen dem zeitlichen Regime, in dem die Einzelfilamentdynamik fiir die
Sondenantwort bestimmend ist zum Filamentdiffusion bestimmten ¢%°-Regime findet
also immer frither statt. Experimentell lisst sich feststellen, dass sich der Ubergang nicht
nur zeitlich veréindert, sondern auch zunehmend verwischt. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass die eben beschrieben Effekte gleichzeitig wirken. Repréasentative Kurven, die diesen
Sachverhalt verdeutlichen, sind in Abb. 5.25 dargestellt. Die eigentliche Kraftabhéngig-
keit der 7. Werte wird im néchsten Kapitel diskutiert.

Auch der Ubergang zum Regime des viskosen Fliefens scheint bei hoheren Kriiften
frither und nicht so exakt abgrenzbar einzutreten, vergleiche hierzu ebenfalls das néchste
Kapitel.

2. Der zunehmende Einfluss der Kraftabhéngigkeit der Kriechkomplianz auf die Kurven-
form. Nicht die hohe Kraft an sich ist dabei das Problem: Bei dem fiir diese Arbeit
verwendeten Aufbau entstehen vor allem in der Néhe des Spulenkernendes hohe Kréfte.
Dort ist aber auch der Gradient der Kraft besonders grofi, so dass ein Sondenpartikel,
dass hier um einige 10um ausgelenkt wird, um Gréflenordnungen unterschiedliche Kréfte
erfahren kann. Bei sehr hohen Kréften und damit sehr hohen Kraftgradienten fiihrt das
zu einem nichtlinearen Anstieg der Kurven im Langzeitregime (vergl. Abb. 5.26). Dies
stellt insbesondere ein Problem dar, wenn aus der inversen Steigung der korrekt mit
g = 67 Riygel normierten Kriechkomplianzkurven die Viskositét extrahiert werden soll.

Der Einfluss des Kraftgradienten soll nun kurz diskutiert werden, um einerseits zu erklaren,
warum Komplianzkurven mit hohem Kraftgradient fiir lange Zeiten einerseits nach unten
abknicken, warum aber anderseits eine Korrektur dieses Effektes bei den meisten Messungen
nicht notig ist.
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Abbildung 5.25: Zwei reprisentative Kriechkomplianzkurven fiir hohe Krifte (grofenordnungsméfig

100 pN). Der Ubergang zwischen dem t°7°- und dem t%°-Regime (dicke schwarze Linien) ist weniger
scharf ausgeprigt als bei kleineren Kriiften (vergl. dazu auch Abb. 5.16). 9.5uM Aktinnetzwerk, 4.5 um
Sondenkugeln.

5.4.3.1 Einfluss starker Kraftgradienten

Untersucht werden soll der Einfluss des Kraftgradienten auf das Langzeitverhalten der Kriech-
komplianzkurven. Es wird angenommen, dass sich die Kugel bereits in einem Gleichgewicht
befindet, also die Stoksche Gleichung F'(t) = v& mit v = 67nR, gilt.

Triagt man die, vom Sondenort x(t) abhingige Kraft F(z), fiir einen starken Kraftpuls
iiber der Zeit auf, erhilt man Kurven, wie sie beispielhaft in Abbildung 5.26 abgebildet ist.
Diese Art von Kurve lisst sich fiir beliebige Pulse erfolgreich mit folgenden Ansatz beschreiben
(vergl. Abb 5.27(a)):

F(t)y=Fo+ A(te — )¢ (5.15)

Dabei ist Fj ein unveréinderlicher Kraftanteil und A die zusétzliche Kraftamplitude, welche
nahe der Endzeit ¢, gegen Unendlich wichst. Das ist der imaginére Zeitpunkt, an dem die
Kugel auf die Magnetkernspitze treffen wiirde. Der Koeffizient a beschreibt die Stérke des
Anstiegs der Kraft. Die korrekte, zu integrierende Bewegungsgleichung ergibt sich also zu:

i@):%(ﬂy+Aue—@—% (5.16)

Die Losung x(t) liefert die Integration der Differentialgleichung, wobei sich die Konstante aus
der Randbedingung x(0) = 0 ergibt:

A A
v(1-a) v(1-a)

Teilt man Gleichung 5.17 durch Gleichung 5.15 erhélt man einen Ausdruck, welcher die
Kriechkomplianz im viskosen Grenzfall beschreibt:

I3
() =c1+ —t - (te—1)'™% mit ¢ = tle (5.17)
gl

p(t) 1Rt 455 (0 = (e — 1))
F(t) v Fo+ A(te —t)=

(5.18)

Diese Gleichung reproduziert mit geeigneten Parametern fiir Fy, A, o und t. die nach unten
abknickenden Kurven der Kriechkomplianz (vergl. ebenfalls Abb. 5.26). Der Einfluss des
Verhéltnisses A/Fy auf die Kriechkomplianzkurvenform ist in Abbildung 5.27(b) dargestellt.
Die von den normalen Kriechkomplianzkurven abweichende Kurvenform ist damit erklért.

- 110 -



Komplianzkurven bei unterschiedlichen Kréften

300 S — 160
250 L. i
—120
=" 200 e I 2
— 150 i N —80
= g R =)
= 100 — 2
— 40
50 i
I
O _I I I I I I I I_O
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit [s]

Abbildung 5.26: Typischer Kurvenverlauf einer Kriechkomplianzkurve (schwarze Linie), die mit ei-
ner sich wihrend des Pulses stark veriindernden Kraft (schraffierter Bereich), aufgenommen wurden.
Bei konstanter Kraft wiirde die Kurve fiir lange Zeiten annihernd linear mit der Steigung 1/67nR an-
steigen (gestrichelte Linie). Eine angepasste Funktion der Art 5.18 mit einem zusétzlichen konstanten
Glied Jy, dass den elastischen Anteil einer realen Messung beschreibt, ist in grau hinterlegt.

Insbesondere handelt es sich nicht um eine nichtlinearen Abhéngigkeit der Langzeitviskositét
des Aktinnetzwerkes von der Kraft bzw. von der Geschwindigkeit (ersteres wire abgesehen
davon auch kaum erkldrbar, jedoch zumindest fiir zweiteres géibe es denkbare Erkldrungen).
FEine Darstellung der numerisch differenzierten Auslenkungskurven in Abhéngigkeit von der
Kraft zeigte, wie erwartet, keine erkennbare Abhéngigkeit der Geschwindigkeitsverteilung von
der angelegten Kraft (Daten nicht gezeigt).

Wenn die Anderung der Kraft A(t, —t)~ klein gegen Fy ist, gilt folgender Zusammenhang
(vergl. Abb. 5.27(b)):

z(t) 1

F(t) "~
Die Auslenkungskurven entsprechen in diesem Fall denjenigen, die man bei Auslenkung mit
einer konstanter Kraft erhalten wiirde, die genaue Berechnung der theoretischen Grofie aus
Gleichung 5.18 liefert in diesem Fall lediglich eine kleine Korrektur fiir lange Zeiten. Das
ist insofern von zentraler Bedeutung, als dass dadurch garantiert wird, dass alle Kurven,
die in einer gewissen Entfernung (Az 2 100 um) von der Magnetkernspitze aufgenommen
wurden, ohne Korrektur so ausgewertet werden diirfen, als ob die Kraft konstant wire. Der
iiberwiegende Anteil der aufgenommenen Kurven erfiillt diese Bedingung, was die Auswertung
der Daten erheblich vereinfacht.

Um dieses Verhalten zu quantifizieren, soll eine Bedingung gefunden werden, die garan-
tiert, dass die Abweichungen der gemessenen Kurven von der Kurvenform, die man mit
konstanten Kréften erhalten wiirde, klein bleiben. Die Gleichung 5.18 wird dazu erneut diffe-
renziert und anschlieend wird gefordert, dass das Ergebnis weniger als z.B. 10 % von einem
Gesetzt J(t) = 1/v = konstant abweicht:

(5.19)

[ﬂ} - % (1+ f(A Fy, 1) f(A Fo,7) < 1—10 (5.20)

F(t)

Dabei ist 7 das Verhiltnis 7 = t/t.. Eine lingere Rechnung liefert die Stérfunktion f(A, Fy, 1),
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Abbildung 5.27: (a) Vergleich von Kraftkurven einer Messung bei normalem Abstand zum Spulen-
kernende (gestrichelte Linie) und einer Messung mit grofferen Auslenkungen nahe der Spulenkernkante
(schwarze Linie). Die graue Linie représentiert eine angepasste Funktion der Art wie in Gl. 5.15. Die
Zeiten sind auf die Lénge eines Kraftpulses normiert (O(60 s)). Man sieht deutlich, dass bei einer
gewohnlichen Messung F(T) — F(0) < F(0) gilt. (b) Theoretisch berechnete a/F-Kurven fiir das
viskose Regime fiir unterschiedliche Verhéltnisse Fy zu A. Die Kurven sind so normiert, dass eine
Kurve mit Steigung m = 1 dem Verhalten bei konstanter Kraft entspricht. Man beachte, dass fiir alle
Kugeln, die nicht bis in die Ndhe der Spulenkernkante ausgelenkt werden gilt, dass T nur ein Bruchteil
von t. betragt.

die aufgrund ihrer Komplexitit lediglich fiir numerische Abschéitzungen verwendet wurde:
A 242 —1l—« -y -«
f(A,Fo,T):F(T tZ(1—-1/7) (a—1—=1/7) =7, ) (5.21)
0

Um eine Faustregel zu erhalten, bei der man nicht darauf angewiesen, ist die Anpassung der
Gleichung 5.15 an die Kraftkurven tatséchlich auszufiihren (bei dieser Anpassung sind A und
Fy lediglich Parameter, so ist Fy nicht die Kraft zur Zeit ¢ = 0 sondern die nach ¢t — —oco
extrapolierte Kraft, die insbesondere auch negativ werden kann), wird eine lineare Appro-
ximation betrachtet, die um so genauer wird, je weiter man vom Spulenkernende entfernt
misst. Als Ansatz fiir die Kraft wird also F(t) ~ Fy+ At (Fp und § = At sind die Kraft zum
Pulsbeginn und der Kraftzuwachs bis zum Pulsende) benutzt. Einsetzten in die Differential-
gleichung, integrieren, teilen durch die Kraft und erneutes Differenzieren fiithrt zu folgendem

Zusammenhang;:
zt)]" 1 362 + Fyo
— | - |1+ 5.22
o) 7( BNITESE (522

Die Bedingung, dass das Ergebnis weniger als ¢ Prozent von J(t)" = 1/ =konstant abweichen
soll, bedeutet, dass der zweite Summand in der Klammer kleiner als ein Bruchteil 1/¢ seien
muss. Das Auflésen nach § und Entwickeln der Wurzel liefert die gesuchte Bedingung:

55( 1 —1)QL=(9() (5.23)

3¢ —1

Als Faustregel gilt also: Bleibt die Verdnderung der Kraft § wihrend eines Pulses unter
etwa 10 %, so bleibt der maximale Fehler der Steigung m (~ 1/n) in dieser GréBenordnung.
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Abbildung 5.28: Gezeigt ist eine Kriechkomplianzkurve (dicke schwarze Linie), welche mit einer
sich um ca. 7 % verdndernden Kraft (diinne schwarze Linie) aufgenommen wurde. Die angepasste
Funktion nach Gl 5.15 ist grau dargestellt. Die mittels dieser Anpassung korrigierte Kriechkomplianz
ist gestrichelt dargestellt. Die maximale Abweichung der Steigung fiir lange Zeiten betrigt 5%. (35uM
Aktinnetzwerk, 4.5 pm Sondenkugel).

Zu beachten ist dabei, dass dieser maximale Fehler bei einer realen Kraftabhéngigkeit erst
am Ende der Kriechkomplianzkurven auftritt. Die Korrektur einer Kriechkomplianzkurve, die
mit einer Kraftvariation von etwas unter 10 % aufgenommen wurde, ist in Abb. 5.28 gezeigt.

Es sei hier nochmal betont, dass die eben beschriebenen Korrekturen iiberhaupt erst
notig werden, wenn deutliche Gesamtauslenkungen auftreten (was in der Regel nur nahe der
Spulenkernkante der Fall ist). Fiir alle Prozesse, welche auf Zeitskalen unter 10 Sekunden
stattfinden, ist die Korrektur fiir nicht konstante Kréfte absolut zu vernachlassigen.

In dem Bereich, in dem die Kurven extrem vom linearen Verhalten abweichen und somit
ein Einfluss der Korrektur auf absolut gemessene Grofien, wie z.B. den Plateaumodul, denkbar
wiére, wurden grundsétzlich keine quantitativen Messungen durchgefiihrt, da in der Nahe der
Spulenkernkante die Krafteichung zunehmend ungenau wird (vergl. Kap. 3).

5.4.3.2 Zusammenfassung und Ergebnis

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die nach unten abknickenden Kriechkomplianz-
kurven aufgrund einer starken Verénderung der Kraft wihrend des Pulses auftreten und nicht
durch z.B. eine geschwindigkeitsabhéngige Reibung der Kugel im Netzwerk. Es wurde gezeigt,
dass dieser Effekt fiir Sonden, die in deutlicher Entfernung zur Spulenkernkante ausgelenkt
werden, absolut zu vernachléssigen ist. Fiir stéirker beeinflusste Kurven wurde eine Faust-
formel entwickelt anhand derer man die Groflenordnung der Korrektur einfach abschédtzen
kann.
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Abbildung 5.29: Experimentelle Bestimmung der charakteristischen Zeiten 7. und 74 (entsprechend
der Diffusionstheorie) aus einzelnen Kriechkomplianzkurven durch Anpassung von Potenzgesetzen.
Die grauen Bereichen sind die geschétzten Fehlerintervalle.

5.5 Kraftabhingigkeit der viskoelastischen Materialparame-
ter

Als unerwartete Neuheit konnten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten systemati-
schen Messungen der erzwungenen Kugelauslenkung in Aktinnetzwerken Kraftabhingigkei-
ten fiir verschiedene viskoelastische Materialparameter aufzeigen. Der Einfluss der Kraft auf
die Entanglement-Zeit 7., die terminale Rlaxationszeit der Kugelbewegung 7; und auf den
Koeffizienten As des Wurzelregimes (J(t) = A3t’®) sollen im Folgenden diskutiert werden.
Die Zeit 7,4 ist dabei im Rahmen der zur Erklérung der Experimente verwendeten osmotischen
Theorie definiert (vergl. Gl. 2.30). Praktisch werden 7. und 7, als die Kreuzungspunkte defi-
niert, an denen sich die angepassten Potenzgesetze J(t) ~ t& (mit o, = 0.75, 0.5, 1) schneiden
(vergl. Abb. 5.29). Der Koeffizient Ay wird ebenfalls aus den angepassten Potenzgesetzen be-
stimmt. Fiir die Berechnung der Kraftabhéingigkeit wurden fiinf verschiedene Experimente
mit jeweils groflenordnungsméflig 30 Kurven herangezogen.

Kraftabhingigkeit der Kriechkomplianz im Wurzelregime Da die Absolutwerte von
Ajg bei der Anpassung eines Gesetztes der Form J(t) = A FP7t%% von Experiment zu Ex-
periment stark streuen, wurde jedes Experiment einzeln ausgewertet, indem jeweils die Ko-
effizienten Ay gegen die Kraft aufgetragen wurden. Fiir den berechnete Logarithmus der
Daten, aufgetragen gegen den berechneten Logarithmus der Zeit, wurden dann ein linearer
Ausgleich durchgefiihrt.!! Zusitzlich wurden maximal und minimal vertriigliche Steigungen
abgeschétzt, um die GroBlenordnung der Ungenauigkeit abzuschétzen. Zwei Beispiele dieser
Auswertung sind in Abbildung 5.30 zu sehen. Auflerdem sind in der Tabelle 5.4 alle Potenzen
der jeweils besten Anpassung fiir Kréfte zwischen einem und 100 pN fiir fiinf unterschiedliche
Experimente eingetragen.

Insgesamt gilt also zwischen der Entanglement-Zeit und dem FErreichen des Gleichge-
wichtszustandes folgende Abhéngigkeit:

J(t) — A2 t0'5 F—0.27:|:0.08

"Diese Methode liefert, falls keine Fehler der Einzelmessungen fiir eine Wichtung der Anpassung zur
Verfiigung stehen, ein wesentlich genaueres Ergebnis als das Anpassen einer Potenzfunktion an die Original-
daten. Das liegt daran, dass eine sinnvolle Annahme fiir die Fehler ist, dass sie prozentual mit dem Messwert
ansteigen. Fiir spitere Datenpunkte sollte in der Anpassung also eine gréflere Abweichung erlaubt sein als
fiir frithere (die ja kleinere absolute Fehler haben). Die Anpassung einer Potenzfunktion an die Originaldaten
erlaubt aber fiir lange Zeiten die gleichen absoluten Abweichungen wie fiir kurzen Zeiten. Das fithrt zu einer
totalen Uberbewertung der spiteren Messpunkte.
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Probe Nr. (c4) Potenz Sr  Fehler
1 (9.5 uM) —0.25 +0.15
2 (11 uM) —0.29 +0.15
3 (19 uM) —0.26 +0.2

4 (27 M) —0.27 +0.15
5 (35 uM) —0.31 +0.3

Gewichteter Mittelwert —0.27 £0.08

Tabelle 5.4: Kraftabhingigkeit der Kriechkomplianz im Wurzelregime. Tabelliert sind die Potenzen
der besten Anpassungen aus fiinf verschiedenen Experimenten.

Folgende theoretische Uberlegung liefert einen Erklirungsansatz fiir diese Kraftabhéingig-
keit im Rahmen des neuen Modells:

Aus der freien Energie eines Filaments in der Reptationsrohre von F ~ L/L,
(Lange/Entanglement-Linge) folgt fiir eine asymmetrisch komprimierte Rohre, wie sie auf-
tritt, wenn ein Sondenpartikel durch das Netzwerk gezogen wird, folgende Abhéngigkeit fiir
die Entanglement-Lénge [Bicout und Burkhardt, 2001]:

-1

1 1
NN
Le~ L} g2/3+ 273 (5.24)
I L

Dabei ist {; die Dimension der Réhre in komprimierte Richtung und § = ¢ ist die Dimension
parallel zur Kugeloberfliche. Die Kraft pro Lingeneinheit f ist dann

f=(0F/0¢,) /L~ € (5.25)

Da die Gesamtanzahl N der Filamentstiicke, die mit der Kugel kollidieren kénnen, umgekehrt
proportional zu §| &~ ¢ ist, unterliegt die Gesamtkraft Fis,, = V[ auf die Kugel folgenden
Abhéngigkeiten:

Foom ~ €727 (5.26)

Aus Gleichung 2.31 folgt fiir das Verhéltnis der Konzentrationen vor und weit entfernt von
der Kugel (¢/cp):

¢ x(t)
=~ 75 (5.27)

Mit der Annahme, dass die Diffusion von Filamentstiicken der Dimension L. wie die Diffusion
steifer Stéibe beschrieben werden kann (D ~ (L.In(¢/a))™t, Stokes), wobei In(£/a) ~ 1 ist
und aus Gleichung 5.24 dann folgt:

D~ L7 = B3P g € < g (5.28)
Einsetzen in Gleichung 5.27 liefert:
C o a(t)e/3 (5.29)
€o

Andererseits ergibt sich aus rein geometrischen Uberlegungen fiir die Volumina, die ein Fila-
mentstiick der Lénge L. nahe und fern der Kugel zur Verfiigung hat (V4/V), dass:

e W& ¢
co V&g T (530)
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Abbildung 5.30: Zwei exemplarische Auswertungen fiir die Kraftabhéangigkeit der Kriechkomplianz
im Wurzelregime. Aufgetragen sind die Koeffizienten A5 aus angepassten Potenzgesetzen der Form
J(t) = Ast®? gegen die Kraft in doppelt logarithmischer Darstellung. Die durchgezogene, dicke Linie
reprisentiert das beste angepasste Potenzgesetz, die gestrichelten Linien représentieren Potenzgesetze
mit minimalen und maximalen Potenzen. (a) 11uM Aktinnetzwerk, 4.5um Sondenkugeln, beste Potenz
—0.29, minimale/maximale Potenz —0.15/ — 0.55. (b) 19 uM Aktinnetzwerk, 4.5 ym Sondenkugeln,
beste Potenz —0.26, minimale/maximale Potenz —0.1/ — 0.5.

Gleichsetzen von Gleichung 5.29 und 5.30 eliminiert ¢/cg, Einsetzen in Gleichung 5.26 und
Umformen liefert die Abhéngigkeit der Auslenkung von der Kraft und der Maschenweite:

x o~ fAP (5.31)
Teilen durch F liefert die Abhéngigkeit der Komplianz von den eben genannten Grofien:
J~xfF o~ fo5005 (5.32)

Womit ein gendherter Ausdruck fiir die Kraft- und Maschenweitenabhéngigkeit der Kriech-
komplianz entwickelt wurde.

Diese Herleitung sagt also fiir das Wurzelregime folgendes Potenzgesetz voraus:

Jth(t) _ A20 t0.5 F—0.2
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Abbildung 5.31: Vergleich der Anpassung von Potenzgesetzen an die Kraftabhiingigkeit der Kriech-
komplianz im Wurzelregime (Symbole) bis etwa 50 pN (Gr = 0.27, durchgezogene Linie) und iiber den
gesamten Messbereich (8p = 0.33, gepunktete Linie) mit der im Text beschriebenen, vereinfachten
theoretischen Erklirung, die einen Exponenten von Sr = 0.2 vorhersagt (gestrichelte Linie).

Dieser Wert stimmt damit trotz des einfachen Modells gut mit dem experimentell bestimmten
Exponenten der Kraftabhéingigkeit iiberein, auch wenn die experimentell bestimmten Werte
tendenziell hoher liegen.

Im Bereich deutlich iiber 50 pN wird die Ubereinstimmung maglicherweise noch etwas
schlechter, dies ist exemplarisch in Abbildung 5.31 gezeigt. Fiir das gezeigt Experiment liegt
der gesamte Exponent bei Sr = —0.33

Da die Anzahl der in diesem Kraftbereich aufgenommenen Kriechkomplianzkurven jedoch
nicht sehr hoch ist, sollte eine Abweichung zu hoheren Potenzen fiir sehr grofie Krifte nur als
Hypothese in Betracht gezogen werden.

Kraftabhiingigkeit der charakteristischen Zeiten 7. und 7; Auch die Entanglement-
Zeit 1, und die charakteristische Zeit, innerhalb derer die Diffusion der Filamente um die
Kugel ein Gleichgewichtszustand erreicht hat (74), weisen eine Kraftabhéingigkeit der Form
7 = 10F% auf. Da es fiir dieses Phéinomen noch keine ausgearbeitet Erklarung gibt, soll
die Kraftabhéngigkeit an dieser Stelle lediglich exemplarisch an einem Experiment aufgezeigt
werden. Fiir alle Kurven eines Experiments, bei denen sich sowohl ein #3/4- als auch ein t%--
Gesetz befriedigend anpassen lieflen, wurde nach der am Anfang dieses Kapitels beschriebenen
Methode die Ubergangszeit 7. bestimmt. Nach der gleichen Methode wurde aus allen Kurven,
die lange genug aufgenommen wurden um ein annidhernd lineares Regime anzupassen, die
Zeiten 14 extrahiert (vergl. Abb. 5.29).

Die Zeiten wurden jeweils in doppelt logarithmischer Darstellung gegen die zum Anfang
des Pulses wirkende Kraft (fiir 7.), bzw. gegen die mittlere, wéhrend des Pulses wirkende Kraft
(fiir 74) aufgetragen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.32 und 5.33 zu sehen. Deutlich ist
die nichtlineare Abhéngigkeit der Entanglement-Zeit und der charakteristischen Diffusionszeit
von der angelegt Kraft zu erkennen. Die besten Anpassungen fiir Potenzgesetzte ergeben sich
zZu

Te(F) = Teo F70.54i0.3

und
Ta(F) = 740 F~055%03
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Abbildung 5.32: Kraftabhingigkeit der Entanglement-Zeit 7. (Symbole) in doppelt logarithmischer
Darstellung. Trotz der starken Streuung der Werte ist eine sublineare Abhéngigkeit von 7, von der
Kraft deutlich zu erkennen. Die beste Anpassung eines Potenzgesetzes liefert eine Potenz von —0.54 +
0.3. Die maximal und minimal vertréglichen Potenzgesetze sind als gestrichelte Linien eingezeichnet.
(9.5 uM Aktinnetzwerk, 4.5 ypm Sondenkugeln).

Trotz der jeweils grofien Fehler ist damit eine Kraftabhéngigkeit fiir beide charakteristische
Zeiten deutlich nachgewiesen. In beiden Féllen liegt der wahrscheinlichste Wert so, dass die
Abhéngigkeit ungefahr invers wurzelférmig ist, der wahre Wert liegt jedoch irgendwo zwischen
Br ~ —0.25 und B, ~ —0.85. Der angepasste Wert von (3, ~ —0.5 sollte deshalb nur als
Richtwert fiir die Grofenordnung der Abhingigkeit betrachtet werden. Ob die Ahnlichkeit
der Abhéngigkeiten darauf beruht, dass der selbe Mechanismus fiir die Verschiebungen der
Zeiten zustindig ist oder ob es sich um eine zufillige Koinzidenz handelt, kann an dieser
Stelle nicht entschieden werden.

Aufgrund der Kraftabhéingigkeit der charakteristischen Zeiten sollte beim Vergleich von
Absolutwerten mit den Werten aus passiven Messungen immer ein Mittelwert iiber Mes-
sungen bei geringen bis mittleren Kréften gewéhlt werden. Da die meisten Daten fiir diese
Arbeit genau in dem eben beschrieben Kraftbereich aufgenommen worden sind, wurde in
den bis jetzt beschriebenen Auswertungen die Kraftabhiangigkeit von 7. und 74 nicht explizit
beriicksichtigt, ohne damit einen gréferen Fehler zu machen.

5.5.1 Zusammenfassung und Ergebnis

In diesem Kapitel wurde erstmals nachgewiesen, dass verschiedene viskoelastische Antwort-
groffen bei der erzwungen Kugelauslenkung in einem halbverdiinnten Aktinnetzwerk von
der angelegten Kraft nichtlinear abhéngig sind. Speziell wurde gezeigt, dass der Vorfaktor
der Kriechkomplianz im Wurzelregime mit F~0-27+008 abfillt. Eine einfache theoretische
Abschitzung liefert eine Abhingigkeit im Bereich von F~%2. Dieser Wert ist tendenziell klei-
ner, aber immer noch in der gleichen Groéflenordnung wie der experimentell bestimmte Wert.
Weiterhin wurde gezeigt, dass die charakteristischen Zeiten 7. (Entanglement-Zeit) und 74
(Diffusions-Relaxations-Zeit) etwa invers wurzelformig von der angelegten Kraft abhingen.
Hierfiir gibt es noch keine ausgearbeitete theoretische Erklarung.
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Abbildung 5.33: Kraftabhéngigkeit der charakteristischen Diffusionszeit 74 (offene Symbole) in dop-
pelt Logarithmischer Darstellung fiir Krafte bis etwa 30 pN. Die beste Anpassung eines Potenzgesetzes
liefert eine Potenz von —0.55 + 0.2. Die maximal und minimal vertréglichen Potenzgesetze sind als
gestrichelte Linien eingezeichnet. Der Einsatz zeigt die beste Anpassung mit einem zusétzlichen 74-
Wert bei einer Kraft von iiber 100 pN, die Potenz dieser Anpassung ergibt sich zu —0.45. ( 9.5 uM
Aktinnetzwerk, 4.5 pm Sondenkugeln).

5.6 Einfluss der Maschenweite bzw. der Aktinkonzentration

Wurzelregime In einem halbverdiinnten Aktinnetzwerk sind die Maschenweite £ und die
Aktinkonzentration ¢4 durch die Beziehung 2.5 miteinander verkniipft, woraus folgt, dass £ ~
c;ll/ % ist. Bei einer einfachen Abschéitzung der Abhéngigkeit der Kriechkomplianz J von der
Maschenweite (vergl. Kap. 5.5) ergibt sich nach Gleichung 5.32 die Abhiingigkeit J ~ £%/°. Die
Kombination dieser beiden Gesetzte liefert eine theoretische Vorhersage fiir die Abhéngigkeit
der Kriechkomplianz von der Aktinkonzentration fiir die erzwungene Kugelauslenkung, die
annihernd linear verlauft:

Jth,osm ~ 670.9 (533)

Dieser Wert gilt dann, wenn die Komprimierung des Netzwerkes als einziger Mechanismus
angenommen wird, der eine riickstellende Kraft verursacht. Berechnungen fiir den Plateau-
modul Gp im passiven Fall (Grenzfall: Foy — 0) liefern dagegen eine Abhéngigkeit von
Gp ~ ¢"/5 [Isambert und Maggs, 1996; Hinner et al., 1998]. Da das Wurzelregime in der Zeit
des Auftretens des Plateaus liegt, kann man annehmen, dass folgender Zusammenhang gilt
J ~ 1/Gp. Daraus folgt:

Jth,pass ~ 671.4 (534)

Die tatséchliche Abhéngigkeit sollte sich zwischen diesen beiden Extremwerten bewegen. Da-
bei ist anzunehmen, dass bei kleinen Konzentrationen, bei deren Verwendung mit sehr schwa-
chen Kréften gemessen werden muss, der Einfluss der thermischen Undulationen stérker ist.
Bei hohen Konzentrationen, bei deren Verwendung mit stéirkeren Kréiften gemessen werden
muss, sollte dieser Einfluss dagegen immer schwécher werden.

Die von Nikita Ter-Organessian durchgefiihrten numerischen Simulationen der erzwungen
Kugelbewegung mit einem Netzwerk verschlaufter semiflexibler Polymere liefern (zumindest
fiir sehr kurze Auslenkungen) einen skalierenden Exponenten, der innerhalb des oben ange-
gebenen Intervalls liegt:

Jom 13 (5.35)
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Abbildung 5.34: Konzentrationsabhéngigkeit der Kriechkomplianz im Wurzelregime. Gezeigt ist die

Abhiingigkeit von A (A ist die Amplitude der Abhingigkeit J = A F~927t1/2) yon der Aktinkonzen-
tration der Probe (Symbole mit geschéitztem Fehler). Die Linien reprisentieren Abhingigkeiten der
Form a ~ c?. Die unterbrochenen Linien stellen die Vorhersage der Simulation (gestrichelte Linie)
und der theoretischen Abschitzung (punktierte Linie) dar. Die durchgezogenen Linien repriisentieren
die beste gewichtete Anpassung iiber alle Datenpunkte (6, = —1.1 £0.3).

Nach der obigen Uberlegung sind also die in der Simulation wirkenden Krifte im Verhéltnis zu
thermischen Kriften relativ klein. Dazu passt die Tatsache, dass in der gesamten Simulation
nur sehr kleine Auslenkungen Ax erreicht werden ( Az < Kugelradius).

Um die Abhéngigkeit der Kriechkomplianz von der Aktinkonzentration experimentell zu un-
tersuchen, wurden fiinf verschiede Messproben aus einer Aktinpriaparation angesetzt (Kon-
zentrationen: 3, 11, 19, 27, 35uM). Die untere Konzentrationsgrenze ergab sich dabei aus
der Forderung, dass das Netzwerk in relativ kurzer Zeit noch auspolymerisiern sollte. Die
obere Grenze ergab sich aus der Maximalkonzentration der entsprechenden Aktinpréaparati-
on. Diese Proben wurden jeweils nach identischen Polymerisationszeiten mit dem High-Force
Aufbau untersucht. An die Kriechkomplianzkurven wurde im entsprechenden Bereich jeweils
ein Wurzelgesetz angepasst (vergl. Kap. 5.4.2) und die Amplituden dieser Anpassungen iiber
die angelegte Kraft aufgetragen. Anschliefend wurde ein kraftabhingiges Potenzgesetz mit
der Potenz Bp = —0.27 an die neue Auftragung angepasst (vergl. Kap. 5.5) und die dabei
erhaltenen Amplituden wiederum doppelt logarithmisch gegen die Konzentration der ent-
sprechenden Probe aufgetragen. Die Anpassung einer Gerade an diese Darstellung entspricht
der Bestimmung der Potenz (. fiir folgende Abhéngigkeit:

Jmess _ AF—0~27t1/2030 (5.36)

Der Fehler der Auswertung wurde, auch im Vergleich mit anderen Experimenten, zu ca.
1/3 der Messwerte geschitzt. Da die Auswertung der Probe mit 3 M nur sehr wenige ver-
trauenswiirdige Kurven lieferte, ist der Wert A fiir diese Konzentration mit einer grofieren
Ungenauigkeit angegeben. Die mit diesen Ungenauigkeiten gewichtete Anpassung eines Po-
tenzgesetzes an die Daten liefert einen skalierenden Exponenten von

gmess — _1.1+0.3

Das heif3t, dass sowohl die Ergebnisse der theoretischen Abschitzung als auch die Ergebnisse
der Simulationsrechnung in der richtigen Groéflenordnung liegen.
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Wie oben dargestellt, beschreibt die numerische Simulation die tatséchlichen Verhéltnisse
bei kleinen Konzentrationen (wegen der kleinen verwendeten Krifte), wéhrend die theore-
tische Abschitzung fiir groflere Konzentrationen (hohere verwendete Kriifte) gilt. Fiir diese
Vermutung spricht, dass bei einer gewichteten Anpassung iiber die ersten vier Datenpunkte
(kleine Konzentrationen) ein skalierender Exponent von (.1 ~ —1.4 £ 0.1 gefunden wird.
Bei einer gewichteten Anpassung iiber die letzten vier Datenpunkte (grofie Konzentrationen)
findet man dagegen f. g ~ —0.9 & 0.2 (vergl. Abhéngigkeiten 5.33- 5.35). Das wiirde bedeu-
tet, dass sich der Mechanismus, welcher die Konzentrationsabhéngigkeit der Kriechkomplianz
im untersuchten Konzentrationsbereich verursacht, in diesem Bereich tatsichlich in der oben
dargestellten Weise verdindert. Fiir diese Hypothese spricht auch, dass die Anpassung einer
einzelnen Geraden in der doppelt logarithmischen Darstellung generell nicht sehr befriedigend
ausfillt (vergl. Abb. 5.34).

Viskoses Regime Bis jetzt gibt es kaum verléssliche aktive Messungen der Langzeitvisko-
sitédt ng von Aktinnetzwerken. Dementsprechend gibt es auch keine verldsslichen Messungen
der Abhéngigkeit dieses Materialparameters von der Netzwerkkonzentration.

Passive mikrorheologische Mafinahmen liefern ebenfalls sehr ungenaue Werte, so présen-
tiert [Dichtl und Sackmann, 1999] fiir die gleiche Aktinkonzentration Messwerte, die um ca.
eine Grofenordnung schwanken. Die einfache theoretische Vorhersage fiir die Bewegung ei-
ner Sondenkugel in einer dicht mit Partikeln gefiillten Umgebung (vergl. Kap.2) liefert eine
Abhéngigkeit von ng ~ c4, was aber aufgrund der starken Vereinfachung des Modells lediglich
die Groflenordnung der Abhéngigkeit aufzeigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals systematisch die Abhéngigkeit der auf ein Son-
denpartikel wirkenden viskosen Widerstandskraft von der Aktinkonzentration untersucht.
Dazu wurden, wie in Kapitel 5.4.2.1 beschrieben, an die Kriechkomplianzkurven von fiinf
verschiedenen Experimenten im viskosen Regime Geraden angepasst. Die verschiedenen Ex-
perimente entsprechen dabei Aktinkonzentrationen von 3uM, 11uM, 19uM, 27 M und 35uM.
Die gemittelten inversen Steigungen wurden dann doppelt logarithmisch gegen die Aktinkon-
zentration aufgetragen. Als Ergebnis erhélt man eine Darstellung der Langzeitviskositat ng
wie in Abbildung 5.35. Die beste Anpassung liefert ein Potenzgesetz der Form

1.37+£0.27
Mo ~ Cyx

Die Viskositét der stark verdiinnten Probe mit einem 3 uM Aktinnetzwerk liegt etwa eine
Groflenordnung iiber der von reinem Wasser (17o(H20) = 1 mPas). Bei einer Aktinkonzen-
tration von ¢4 =~ 20 uM ist die Viskositéit schon auf das Hundertfache der Wasserviskositét
angestiegen.

Wird die Abh#ngigkeit als Funktion des Verhéltnisses aus Maschenweite £ und Kugel-
durchmesser d aufgetragen (nicht gezeigt), erhilt man folgende Abhéngigkeit:

no ~ ({/d)_2'74i0'34

5.6.1 Zusammenfassung und Ergebnis

In diesem Kapitel wurde die systematische Abhéngigkeit der Absolutwerte der Kriechkompli-
anz von der Aktinkonzentration untersucht. Fiir Mikrosonden-Experimente mit Sonden, die
etwa eine Groflenordnung grofer als die Maschenweite sind, ergibt sich dabei eine Abhéngig-
keit der Amplitude von J ~ ¢% mit einem skalierenden Exponenten von —1.1 + 0.3. Aus
einer detaillierteren Analyse folgt, dass sich der Mechanismus, welcher diese Abhingigkeit
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Abbildung 5.35: Konzentrationsabhiingigkeit der Langzeitviskositit 7y (Symbole mit Fehlerbalken)
in doppelt logarithmischer Darstellung. Die durchgezogene Linie reprisentiert das beste angepasste
Potenzgesetz der Form 7y ~ ¢)f mit einem skalierenden Exponenten von 7. = 1.37 £ 0.27. Der
Datenpunkt fiir das 3 uM Netzwerk liegt immer noch bei mehr als der zehnfachen Wasserviskositit.

verursacht, mit der angelegten Kraft verdndert. Fiir kleine Kréfte scheint der Mechanismus
demjenigen zu dhneln, der bei passive Messungen gilt, d.h. hier wird ein skalierender Expo-
nent von ~ —1.4 gefunden. Bei stirkeren Kriften scheinen osmotische Kréfte zu dominieren
und der skalierende Exponent fillt auf ~ —0.9 ab. Die skalierenden Exponenten entsprechen
damit den theoretischen Vorhersagen fiir die entsprechenden Regime.

Weiterhin wurde die Abh#ngigkeit der Langzeitviskositdt von der Aktinkonzentration
(bzw. des Verhéltnises aus Maschenweite zu Kugeldurchmesser £/d) bestimmt. Es ergab sich
dabei fiir den Konzentrationsbereich von 3-35 uM ein skalierender Exponent von v, = 1.37 £+
0.27 (bzw. von —2.74 £+ 0.34 fiir das Verhéltnis £/d). Die Viskositédt eines Aktinnetzwerkes in
der hier untersuchten Konzentrationsspanne liegt grob ein bis zwei Gréflenordnungen iiber
der von reinem Wasser.

5.7 Inhomogenes Langzeitverhalten der Komplianzkurven

Alle Kriechkomplianzkurven, die im Rahmen dieser Arbeit aufgenommenen wurden, zeigen
mehr oder weniger starke Fluktuationen. Kleine Fluktuationen auf kurzen Zeitskalen, die be-
reits bei geringen Auslenkungen auftreten, sind schon frither charakterisiert worden. Die Ku-
gelbewegung wird dabei auf langen Zeitskalen als Langevin-Gleichung mit einer ortsabhéngi-
gen Viskositidt n(x) und drei Arten von (statistischen) Fluktuationskriften F'® beschrieben:
[Ziemann et al., 1994]:

67R1(x) - i = Fo + Fjy + F3, + F2, (5.37)

Dabei ist F'5; die Kraft, die durch die thermischen Fluktuationen des Losungsmittels verur-
sacht wird. Sie ist annéhernd identisch zu der entsprechenden Kraft im reinen Losungsmittel.
F? beschreibt die zuféllige Kraft durch statistische Fluktuationen der Einzelfilamente. Es
wird angenommen, dass dieser Beitrag die Sondenfluktuationen auf sehr kurzen Zeitskalen
verursacht.
F%, beschreibt die Fluktuationen der elastischen Krifte aufgrund unterschiedlicher (lokaler)
Maschenweiten vor der Kugel. Es wird angenommen, dass dieser Beitrag die Sondenfluktua-
tionen auf Zeitskalen um eine Sekunde verursacht (vergl. Abb. 5.36(a)).

Erstmals wird hier eine Fluktuation im Langzeitverhalten der Kriechkomplianzkurven be-
schrieben, die erst auftritt, wenn die Auslenkungen Az des Sondenpartikels wesentlich grofier
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Abbildung 5.36: (a) Dargestellt ist ein etwa 10 sekiindiger Ausschnitt aus einer typischen Auslen-
kungskurve einer 4.5 pm Kugel in einem 35 pM Aktinnetzwerk (schwarze Linie). Die Differenz zu
einer glatten Kurve (grau hinterlegt) ist im oberen Teil des Graphen dargestellt (Residuum, ,Res.*).
Deutlich zu erkennen sind die beiden unterschiedlichen Anteile der Fluktuationen: Hochfrequentes
Rauschen (digitales Rauschen, Brownsche Bewegung und Einzelfilamenteinfliisse) mit mittleren Am-
plituden in der GroBenordnung von etwa 10 nm und durch Maschenspriinge der Kugel verursachte,
sprunghafte Fluktuationen mit typischen Amplituden um 100 nm mit Frequenzen von 0.5-1 Hz (Pfei-
le). Diese Fluktuationsanteile sind bereits frither von [Ziemann et al., 1994] beschrieben worden. (b)
240 sekiindiger Ausschnitt der gleichen Auslenkungskurve. Wieder ist im oberen Teil das Residuum
zu einer angepassten glatten Kurve dargestellt. Auf dieser Zeitskala erkennt man Spriinge mit einer
typischen Amplitude von 1 pm (Pfeile) und einem typischen Abstand von etwa 20s. Art und die Farbe
der Linien entspricht denen bei (a), man beachte aber die stark unterschiedliche Skalierung auf allen

drei Achsen.
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Abbildung 5.37: Reprisentative Beispiele fiir Fluktuationen der Kriechkomplianzkurven auf langen
Zeitskalen. Die Kurzzeitfluktuationen konnen in diesem Mafistab nicht aufgelost werden (vergl. dazu
Abb. 5.36(a)). 4.5um Kugeln in einem 35uM Aktinnetzwerk, Krifte: 5.4, 5.7 und 6.5pN, Auslenkungen:
16, 18 und 24 pm.

als der Kugelradius wird. Diese Fluktuationen liegen auf Zeitskalen weit oberhalb einer Sekun-
de (O(20s) ) und weisen Fluktuationsamplituden auf, die gréenordnungsmaflig iiber denen
der Maschenspriinge liegen. In den gezeigten reprisentativen Beispielen (Abb. 5.37 und 5.36)
liegen die Groflenordnung der Amplitude fiir Fluktuationen aufgrund von Maschenspriingen
bei etwa 100 nm, die typische Amplitude der Langzeitfluktuationen liegt dagegen bei etwa ei-
nem Mikrometer (vergl. Abbn. 5.36(b)). Diese Werte gelten fiir 4.5 um Kugeln in einem 35 M
Aktinnetzwerk. Ein Aktinnetzwerk dieser Konzentration weist in ungestortem Zustand eine
mittlere Maschenweite von 0.3 ym auf.

Eine Erklarung dieser Fluktuation liegt in der mesoskopischen Inhomogenitit von Ak-
tinnetzwerken, die aufgrund stochastischer Prozesse bei der Polymerisation entstehen. Diese
Inhomogenitéten entsprechen Regionen hoherer und niedriger Netzwerkdichte mit réumlichen
Absténden in der Groflenordnung um 10 pm, was leicht ersichtlich wird, wenn wenn man in
Abbildung 5.36(b) typische Auslenkungen fiir die mittlere Fluktuationsfrequenz von etwa
0.05 Hz abliest. Die mesoskopische Inhomogenitit von Aktinnetzwerken tritt besonders bei
frisch polymerisierten Proben auf und ist deshalb von biologischer Relevanz, da in lebenden
Organismen das Aktin-Zellskelett stindig modifiziert wird. Messungen der Inhomogenitéiten
auf diesen Skalen wurden bisher hauptséchlich mittels elektronenmikroskopischen Messungen
durchgefiihrt, da andere Methoden (z.B. ,multiple particel tracking® oder Makrorheometrie)
iiber diese Fluktuationen mitteln.

5.7.1 Zusammenfassung und Ergebnis

In diesem Abschnitt wurde erstmals eine Langzeitfluktuation der Kriechkomplianzkurven in
Aktinnetzwerken beschrieben, die auf der mesoskopischen Inhomogenitét eines Aktinnetzwer-
kes beruht. Typische Langenskalen fiir diese Netzwerkdichteschwankungen in der untersuch-
ten Probe konnten dabei zu einer Gréflenordnung von 10 pm bestimmt werden.

Die erzwungene Sondenauslenkung stellt eine der wenigen Methoden dar, mit der diese
Art von Inhomogenitéiten in Vitro vermessen werden konnen, allerdings ist ein noch besseres
Verstédndnis der Zusammenhinge zwischen Kugelgeschwindigkeit und lokaler Netzwerkdichte
(besonders im aktiven Fall) nétig, um aus den hier prisentieren Langzeitmessungen Absolut-
werte fiir die Filamentdicheteschwankungen abzuleiten. Fiir die Zukunft deutet sich hier eine
maéachtige Methode an, um mesoskopische Netzwerkdichteanalysen durchzufiihren.
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Erzwungene
Einzelfilamentauslenkungen

Um den Einfluss von Reibungskriften der Aktinfilamente im natiirlichen, inhomogenen
Netzwerk zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit sog. ,Enforced Reptation‘-
Experimente durchgefiihrt. Bei dieser Untersuchungsmethode werden magnetische Sonden-
partikel chemisch an Einzelfilamente gebunden und diese dann gemeinsam im umgebenden
Netzwerk ausgelenkt [Dichtl, 2001] (vergl. Abb. 6.1). Im Gegensatz zu &lteren Arbeiten wurde
besonderer Wert darauf gelegt, den Einfluss der Kugel auf das Messergebnis zu minimieren.
Die bisher durchgefithrten Messungen wurden meistens mit Sondenpartikeln durchgefiihrt,
deren mittlere Durchmesser mindestens um den Faktor drei grofler waren als die mittlere
Maschenweite des umgebenden Netzwerkes. Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen, dass
bei diesen Dimensionsverhéltnissen die Sondenkugel bei einer Auslenkung starken elastischen
und dissipativen Kréften ausgesetzt ist. Da anzunehmen ist, dass die entsprechenden Krifte
auf das angehéngte Filament um Groflenordnungen kleiner sind, kann auf diese Weise nur
sehr beschréankt Informationen {iber die Reibung, bzw. die Elastizitéit, die dieses Filament im
Netzwerk verspiirt, gesammelt werden.

Erst wenn der Kugeldurchmesser auf die Dimension der Maschenweite (bzw. darunter)
absinkt, ist zu erwarten, dass mit Hilfe dieser Methode die Interaktionen eines einzelnen
Filaments mit dem umgebenden Netzwerk bestimmt werden kann. Aus diesem Grund wurden
die Versuche bei sehr geringen Netzwerkkonzentrationen von 2.5 uM Aktinkonzentration und
mit sehr kleinen Sondenpartikeln (mittlerer Durchmesser R = 0.76 um) durchgefiihrt. Diese
extrem kleinen magnetischen Sondenpartikel weisen jedoch leider eine sehr hohe Varianz
des Durchmessers auf. Damit geht eine grofle Ungenauigkeit der Krafteichung einher, was
dazu fiihrt, dass die Absolutwerte der Messungen Fehler von bis zu 50 % aufweisen. Die im
Folgenden prisentieren Ergebnisse haben deshalb hauptséchlich einen qualitativen Charakter.

6.1 Praparation und Durchfiihrung

Aktin wurde wie im Kapiteln 1.2.4.1 beschrieben prépariert.

Magnetische Mikrosonden mit karboxilierten Oberflichen und einem mittleren Durch-
messer von 0.76 um wurden wie im Kapitel 1.2.4.2 beschrieben mit Gelsolin beschichtet. Die
Kugeln tragen dabei keine bzw. einige wenige Gelsoline, um moglichst viele Kugeln mit einem
angehdngten Filament zu erhalten.

Fluoreszierende Filamente mit angehingten fluoreszierenden Magnetsonden wurden
prapariert, indem eine 2 uM Rhodamin-Phalloidin stabilisierte Aktinloésung im Verhéltnis
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20 um

Abbildung 6.1: Die Bildabfolge zeigt eine fluoreszensmikroskopische Aufnahme der erzwungenen
Auslenkung eines einzelnen Aktinfilaments durch ein 2.5 yuM Aktinnetzwerk. Von dem umgebenden
Netzwerk ist groflenordnungsméfig jedes tausendste Filament zusétzlich markiert. Weifle Pfeile zeigen
die Position der 0.76 pm-Kugel, an die das Aktinfilament mittels Gelsolin gebunden ist, in Abstéanden
von ca. 2s. Der schwarze Pfeil weist in die Richtung der wirkenden Magnetkraft, die gestrichelte Linie
markiert die Position des Spulenkernendes, welche aus einer Durchlichtaufnahme bekannt ist.
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Abbildung 6.2: Reprisentative Auslenkungskurve der erzwungenen Auslenkung einer Kugel mit
angehiingtem Filament (durchgezogene Linie). Die Kugel ist mit einem Durchmesser R von R ~
0.75 um etwas kleiner als die mittlere Maschenweite ¢ (Aktinkonzentration ¢4 = 2.5 uM, daraus folgt
¢ = 1.05 pm, vergl. Eq. 2.5, Kréfte: 0.06-0.2 pN je nach Abstand, Filamentlinge: 20 pm). Die Pfeile
kennzeichnen erkennbare Relaxationen der Kugel an den Pulsenden (Positionen der Kraftpulse sind
durch die gestrichelte Linie reprisentiert). Die Geschwindigkeiten sind mittlere Geschwindigkeiten fiir
den entsprechenden Kraftpuls.

1:1 mit Rhodamin-BSA passivierten, gelsolinbeschichteten Kugeln vermischt wurde. Dieser
Ansatz wurde mindestens iiber Nacht bei 4° C auf einem Rotator gelagert, um den Gelsolinen
genug Zeit zu lassen, Aktinfilamente zu zerschneiden und zu binden.

Diese Losung aus Filamenten, Kugeln und Filamenten mit Kugeln wurde vor dem Ex-
periment im Verhéltnis 1:100 zu einem 2.5 uM Aktinansatz in Antioxidationspuffer (vergl.
ebenfalls Kap. 1.2.4.1) zugegeben. Das Aktinnetzwerk polymerisierte zwar um die Filamente
mit Kugeln, die angehéngten Filamente verliangerten sich dabei jedoch nicht mafigeblich, da
das Gelsolin das schnell wachsende Ende des Aktins blockiert.

Die Magnetkrifte wurden als Rechteckpulse appliziert, wobei unterschiedliche
Stromstirken und Pulsldngen von 2 bis 60 s verwendet wurden. Fluoreszensmikroskopische
Aufnahmen wurden mit einem fluoreszenzoptimierten Olimmersionsobjektiv (Vergroferung
100fach, numerische Apertur 1.3) aufgenommen und anschliefen digital ausgewertet.

6.2 Ergebnisse und Diskussion

Prinzipiell erfolgt die Auswertung der Kriechkomplianzkurven mit einem stark vereinfachten
Modell, indem die Auslenkung als viskoses FlieBen (Viskositéit ny) mit einem, im Wert Jy
zusammengefasstem, elastischen Anteil, kombiniert wird (Maxwell-Modell, vergl. Abb. 2.5).
Daraus ergibt sich die einfache Abhingigkeit J(t) = Jy + 1, 't. Die Kriechkomplianz J(t)
ergibt sich (wie gehabt) zu J(t) = gx(t)/F(t). Im speziellen Fall der chemisch an eine Son-
de gekoppelten Filamente zerfallt g in zwei Teile, der Teil gx beschreibt den Einfluss der
Sondenkugel, der Teil gr beschreibt den Einfluss des Filaments:

g:gK(R7§)+gF(Lva7§) (61)

Dabei ist L die Filamentlinge und a der hydrodynamisch wirksame Durchmesser des Fila-
ments.

Falls es keine Reibung der Filamente im Netzwerk analog zu einer Seilreibung gibt und
die Kugel wenig mit dem Netzwerk kollidiert, kann die Groflenordnung von gx und gp mit

- 127 -



Kapitel 6.2

Komplianz [um/pN]

Zeit [s]

Abbildung 6.3: Doppelt logarithmischen Auftragung der zeitabhéngigen Kriechkomplianz von Son-
denpartikeln mit angehédngten Filamenten. Die Filamentléngen variieren zwischen 6 pm und 30 pm.
Die dicke graue Linie reprisentiert einen linearen Anstieg (viskoses Verhalten).

folgenden Niherungen abgeschitzt werden':

gk ~ 67R (1 + 2.1%) (Kugel in einer Rohre) (6.2)
gr ~2nwL/1n(£/a) (Stab in einer Rohre) (6.3)
Benutzt man die in den Experimenten verwendeten Gréfilen (R = 0.4 pym, £ = 1 um,

&/a = O(10) und L = O(10 pm) ), erhdlt man in etwa die gleichen Werte fiir gx und gp.
Daraus folgt, dass selbst wenn die Sondenkugel kleiner als die Maschenweite wird, die Hydro-
dynamik der Kugel mafigeblich das Antwortverhalten des Kugel /Filament-Systems bestimmt.
Fiir diese Annahme spricht, dass bis etwa 15-20 um Filamentldnge kein Einfluss derselben auf
die Reibung des Kugel /Filament-Systems im Netzwerk gemessen wird (s.u.).

Eine weitere unerwartete Neuheit, die teilweise im Widerspruch zu alteren Arbeiten steht,
ist der geringe elastische Anteil Jy der Kriechkomplianzkurven. Auch zeigten die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiithrten Messungen bei wesentlich kleineren Kréften (und vergleichbaren
oder kleineren Maschenweiten) viel groflere Auslenkungen, als in den lteren Arbeiten ange-
geben. Der Grund fiir diese Diskrepanz liegt moglicherweise im Verhéltnis aus Kugelgrofie zu
Maschenweite.

FEine reprasentative Auslenkungskurve einer Kugel mit angehéingtem, etwa 20 um langen
Filament ist in Abbildung 6.2 zu sehen. Zu Beginn des Kraftpulses steigt die Auslenkungs-
kurve mehr oder weniger instantan linear an (rein viskoses Verhalten). Besonders deutlich
ist dieses Verhalten in einer doppelt logarithmischen Auftragung der zeitabhéngigen Kriech-
komplianz zu erkennen (vergl. Abb. 6.3).

Ein kleiner elastischer Anteil zeigt sich dennoch am Ende der Pulse, wenn Relaxationen
dieser Spannungen die Sondenkugel etwas zuriick bewegen (schwarze Pfeile in Abb. 6.2). Fir
diese Relaxationsbewegung sind mehrere Ursachen denkbar, die sich in ihrer Auswirkung
auch iiberlagern kénnen. Die unterschiedlichen Mechanismen sind:

1. Die Deformation des umgebenden Netzwerkes durch die Sondenkugel, wobei die er-
zeugte elastische Kraft riickstellend auf die Mikrosonde wirkt. Die Kraftiibertragung
geschieht entweder iiber das hydrodynamische Feld (dominierend fiir Rikygel < §) oder
durch direkte Kontakte zwischen Kugel und quer verlaufenden Filamenten (dominie-
rend fiir Riygel £ &, vergl. auch Kap. 5.3.1) .

'Der numerische Faktor 2.1 in der ersten Néherung ist das erste Glied einer Reihenentwicklung, die auf
Faxén zuriick geht [Faxn, 1923].
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2. Die Deformation des umgebenden Netzwerkes durch die Reibung des nachgezogenen
Filaments, wobei die erzeugte elastische Kraft hauptséchlich auf das Filament wirkt. Die
Riickstellung der Sonde erfolgt dann indirekt iiber das Filament. Die Kraftiibertragung
geschieht wieder iiber das hydrodynamische Feld (dominierend fir L g &) oder durch
direkte Kontakte zwischen den Filamenten an Verschlaufungspunkten (dominierend fiir
L>¢).

3. Eine Riickstellung der Sonde als Folge der Entspannung des Filaments (Stichwort:
Entropische Feder) in eine nicht gestreckte Konformation nach Abschalten des Pul-
ses. Dieser Mechanismus wiirde auch ohne umgebendes Netzwerk auftreten. Die Sonde
wird sich dabei nur dann deutlich zuriick bewegen, wenn die Reibung auf das Filament
in der Groflenordnung der Reibung auf die Kugel liegt.

Da erstens die hydrodynamischen Reibungskoeffizienten von Sonde und Filament in der glei-
chen Grolenordnung liegen (siehe oben), zweitens die Kugel nur wenig kleiner als die mittlere
Maschenweite ist und drittens die meisten Filamente ausreichend lang sind, um an mehreren
Verschlaufungspunkten mit dem Netzwerk zu interagieren, beruht die Relaxation der Sonde
vermutlich auf einer Uberlagerung aller Effekte. Die Gréflenordnung der gemessenen Elasti-
zitit k = 1/Jo betréigt 1-107"N/m. Im Gegensatz dazu wird in einer #lteren Arbeit der Wert
der Elastizitit mit k& ~ 5-107°N/m angegeben und das zusitzlich noch bei einer geringe-
ren Aktinkonzentration von ¢4 ~ 1.5uM. Der Grund fiir die um fast zwei Gréfenordnungen
hohere gemessene Elastizitit der dlteren Arbeit ist nicht ganz klar.

Um die Gréfe des Einflusses der Kugelreibung genauer zu bestimmen, wurden Geraden an
die mit gx normierten Kurven angepasst und aus den Steigungen die filamentléangenabhéngige
Viskositét 19(L) berechnet. Wie bereits in fritheren Kapiteln diskutiert, sind die Absolutwer-
te der Viskositdt wegen der extremen Priparationsempfindlichkeit von Aktinlésungen nicht
vergleichbar. Es ist aber im Rahmen dieser Arbeit erstmalig gelungen, aus einzelnen Mess-
proben eine gréflere Anzahl von verwertbaren Auslenkungskurven zu erhalten. Trégt man die
angepassten Viskositdten iiber der Filamentldnge auf, ergibt sich ein Bild, dass mit der oben
angegebenen theoretischen Uberlegung im Einklang steht. Bis etwa 20 um scheint die Ku-
gel das Antwortverhalten zu dominieren, da keine Filamentlangenabhingigkeit zu erkennen
ist. Fiir groflere Langen deutet sich eine beginnende Abhéngigkeit an. Man beachte dabei die
groBen Ungenauigkeiten der Viskosititen, die auf der starken Gréfenvarianz der Kugeln? und
Netzwerkinhomogenitéten beruht.

Eine Messung mit repréisentativster Langenverteilung ist in Abbildung 6.4 zu sehen.

6.3 Probleme der Methode

Obwohl es im Rahmen dieser Arbeit erstmal gelang, die Methode der ,,Enforced Reptation*
so weit zu verbessern, dass man pro Einzelmessung eine gewisse Anzahl von auswertba-
ren Kurven erhélt (groBenordnungsméBig etwa 5 pro Probe, im Gegensatz zu bisher etwa 5
pro Messtag a drei bis vier Proben) und damit erste qualitative Abhéngigkeiten aufzeigbar
werden, stellen sich einige zur Zeit nicht iiberwindbare Hindernisse in den Weg, falls diese
Methode genutzt werden soll, um quantitative Ergebnisse zu erhalten:

1. Ausgehend von der neuartigen Priaparationsmethode miisste die effektive Ausbeute der
Kugeln mit angehéngten, einzelnen Filamenten weiter gesteigert werden, ohne dass ein
Uberschuss an Gelsolin auf der Kugeloberfliche mehrere markierte Filamente bindet

2Mit der GroBe variiert das Volumen und damit die Menge der eingeschlossenen magnetischen Partikel.
Deshalb variiert die magnetische Kraft mit Rf(ugel.
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Abbildung 6.4: Aufgetragen ist die gemessene Langzeitviskositdt von Filament/Kugel-Systemen
in Abhéngigkeit von der Lénge des angehéngten Filaments (Symbole mit Fehlerbalken). Die grofien
Varianz der Einzelmessungen beruht auf der schlechten definierten Grofle der Sondenpartikel. Im
Rahmen der Messgenauigkeit ist bis etwa 20 ym Filamentldnge kein Einfluss auf die Reibung zu
erkennen, fiir grofferen Lingen deutet sich eine beginnende Abhéngigkeit an. Die gestrichelte Linie
reprasentiert die Viskositédt des Losungsmittels Wasser.

(Entstehung sog. ,, Kraken“) oder freie, aktive Gelsoline mit dem unmarkierten Netzwerk
reagieren. Diese beiden Forderungen stehen sich aber prinzipiell entgegen.

2. Es miissten mehrere Filamente mit Kugeln gleichzeitig nachverfolgt werden, da mit ei-
nigen wenigen Kraftpulsen alle beweglichen Kugel /Filament-Systeme zum Magnetkern
gezogen werden. Da die Filamente aber nur mit hoch vergréBernden Olimmersions-
objektiven aufzunehmen sind, die prinzipiell einen kleinen Bildausschnitt haben, ist
diese Forderung nicht durch eine Vergroflerung des Bildausschnitts zu erfiillen. Aus
dem gleichen Grund kann bei der Verwendung eines ,,High-Force*“-Aufbaus nur in der
unmittelbaren Ndhe des Magnetkerns gemessen werden. In diesem Bereich steigt aber
die Ungenauigkeit der Krafteichung enorm.

3. Um die zweite Forderung dennoch zu erfiillen, konnte andererseits die Menge der zugege-
benen Filamente mit Sonden erhcht werden. Da jedoch eine grofie Anzahl von ungebun-
denen Filamenten bzw. ungebundenen Sonden mit den erwiinschten Filament/Kugel-
Systemen zugegeben wird, steigt darauthin die Hintergrundfluoreszens auf ein Niveau,
dass keine Nachverfolgung der wenigen Kugeln mit Filamenten mehr erlaubt. Der star-
ke Uberschuss von fluoreszierendem Aktin gegeniiber den Sonden und die grofic Anzahl
von Sonden ohne aktives Gelsolin in der Priaparation ist notig, um garantiert mit fluo-
reszierendem Aktin gesittigte Kugeln mit moglichst nur einem angehidngtem Filament
zu erhalten.

4. Die angehéngten Filamente sollten moglichst linger werden. Die Filamentlange ist theo-
retisch nicht begrenzt, wird aber, je mehr Schritte die Préparation enthélt, durch un-
vermeidbare mechanische Einfliisse immer kiirzer. Zudem verkiirzt das auf den Kugeln
gebundene Gelsolin die Filamente weiter. Bei duflerster Vorsicht der Praparation gelingt
es, einzelne Kugeln mit Filamenten bis etwa 30 um Lénge zu verbinden. Der iiberwiegen-
de Anteil der angehéingten Filamente erreicht jedoch lediglich Léngen im Bereich von
5-10 um. Dieses Resultat entspricht der Beobachtung &ltere Arbeiten [Marius Dichtl,
private Kommunikation].
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5. Als letzter jedoch wichtigster Punkt ergibt sich, dass die magnetischen Sondenparti-
kel bei genauerer Einhaltung des mittleren Durchmessers unbedingt kleiner werden
miissen, um die Interaktionen des angehéingten Filaments mit dem umgebenden Netz-
werk studieren zu konnen. Bis jetzt gibt es aber weltweit keinen Hersteller, der so kleine
magnetische Sondenpartikel mit geringer Varianz und ausreichend hohem Gehalt an ma-
gnetischem Material herstellt. Eine M&glichkeit dieses Problem zu iiberkommen, wire
die Entwicklung eigener Sondenpartikel geeigneter Grofle und Qualitéit gewesen, was
jedoch den zeitlichen Rahmen einer einzelnen Doktorarbeit deutlich iibersteigt.

6.4 Zusammenfassung und Ergebnis

Die Methode der , Enforced Reptation® konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals so weit
verbessert werden, dass eine Anzahl von gréffenordnungsméflig etwa 5 auswertbaren Kurven
pro Probe gegeniiber frither etwa 5 pro Messtag, erreicht wird. Damit kann erstmals eine
qualitative Abhéngigkeit der Langzeitviskositit des Kugel/Filament-Systems von der Fila-
mentlinge untersucht werden. Als Ergebnis stellt sich dar, dass selbst die kleinsten auf dem
Markt erhéltlichen magnetischen Sondenpartikel (mit tolerabler Gréfenvarianz) das Antwort-
verhalten des Kugel/Sonde-Systems dominieren und zwar mindestens bis zu Filamentléngen
von 20 pum. Ohne eine grundlegende Verbesserung der Magnetpartikel (kleiner, gleichméfi-
ger grof}, mehr Magnetgehalt) kann diese Abhéngigkeit nicht besser bestimmt werden. Als
weitere Neuheit, die im Gegensatz zu Beobachtungen einer dlteren Arbeit steht, wurde ein
elastischer Anteil bei der Auslenkung der Kugeln (mit 2Rkugel < &) mit angehéngtem Fila-
ment gemessen, der mit 1-107"N/m fast zwei GréBenordnungen unter den frither gemessenen
Werten liegt.
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Kapitel 7

Transiente
Sondenkomplianzmessungen aktiver
Aktinnetzwerken

Mikrorheologische Messungen an Aktinnetzwerken mit passiv vernetzenden Proteinen (Fila-
min und alpha-aktinin) wurden erstmals 1996 von Tempel et. al durchgefiihrt [Tempel, 1996;
Tempel et al., 1996]. Speziell fiir den Kreuzvernetzer alpha-aktinin wurden eine Gelierung
des Netzwerkes nachgewiesen. Bei hoheren Konzentrationen kam es zu einer makroskopischen
Phasenseparation aus hochgradig vernetzten Aktinbiindeln und unvernetzten Zonen geringer
Filamentdichte. Das Verhalten sog. aktiver Vernetzer unterscheidet sich von diesem Verhalten
grundlegend.

Als aktive Vernetzer bezeichnet man dimere Motorproteine, welche lediglich fiir eine ge-
wisse Zeit zwei Filamente verbinden. Innerhalb dieser Zeit wird unter ATP-Verbrauch ein
Kraftschlag (vergl. Kap. 1.2.2) ausgefiihrt, der die beiden gebundenen Aktinfilamente relativ
zueinander verschiebt. Erst wenn keine chemische Energie in Form von ATP mehr vorhanden
ist, binden diese Proteine permanent an ein bis zwei Aktinfilamente und zeigen dann ein
Verhalten wie gewohnliche permanente Vernetzer (vergl. Kap. 4). In diesem Bereich kann das
Antwortverhalten des Netzwerkes sehr gut mit elastischen Theorien beschrieben werden.

Interessanter ist, ob auch schon im aktiven Zustand eine Beeinflussung der transienten
Auslenkungskurven von magnetischen Sondenpartikel detektiert werden kann. Ein Hinweis
auf die Verdnderung der viskoelastischen Parameter eines aktiven Netzwerkes liefern z.B.
makrorheometrische Messungen. Rainer Tharman misst beispielsweise mittels eines Torsi-
onsrheometers fiir ein 10 M Aktinnetzwerk mit HMM (bei einem Verhéltnis von HMM zu
Aktin von r4H = 1:40) eine deutliche Verfliissigung des Netzwerkes fiir mittlere und lange
Zeiten (Frequenzen von 0.5 bis 100 Hz, vergl. Abb. 7.1). Oszillierende Mikrorheometer sind
dagegen nicht in der Lage eine systematische Verfliissigung des Netzwerkes nachzuweisen,
meist wird eine leichte Erhohung des elastischen Anteils gemessen, der aber vermutlich auf
eine Verunreinigung der Proben mit Rigor-Kopfen zuriickzufiithren ist.

Wie bereits in fritheren Kapitel dargelegt, ist das Motorprotein Myosin von extremer
Bedeutung bei vielen in der Zelle stattfindenden Prozessen. Um eine definierte Aussage iiber
das Verhalten von aktiven Kreuzvernetzern in Aktinnetzwerken zu erlangen, wurden deshalb
im Rahmen dieser Arbeit Experimente mit dem Myosin II Subfragment HMM durchgefiihrt.
Wie in Kapitel 1.2.2) erwéhnt, liegt HMM in dimerer Form vor und ist aufgrund der fehlenden
Schwanz-Doméne nicht in der Lage, sich wie z.B. komplettes Myosin II zu Biindeln zusammen
zu lagern. Trotzdem ist es in der Lage Aktinfilamente temporir (in Anwesenheit von ATP)
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Abbildung 7.1: Makrorheometrische Messung der komplexen Relaxationsmodule eines 9.5uM Aktin-
netzwerkes. Deutlich sichtbar ist die zunehmende Verfliissigung bei steigendem HMM-Anteil (Verdnde-
rung der Kurvenform). Die Kurven sind der Ubersichtlichkeit halber in y-Richtung auseinander gezo-
gen. [Mit freundlicher Genehmigung von Rainer Tharmann].

oder permanent (bei fehlendem ATP) zu vernetzen.
Um diese besonders empfindlichen Messungen nicht durch Rigor-HMM zu stéren wurde
ein zusétzlicher Aufreinigungsschritt nach dem Auftauen der HMM-Proben eingefiihrt.

7.1 Préaparation und Durchfithrung

Myosin II wurde wie in Kapitel 1.2.4.3 beschrieben préapariert. Anschliefend wurde daraus
das Fragment HMM wie in Kapitel 1.2.4.3 beschrieben prépariert. Nach dem Auftauen der
Vorratslosung wurde das HMM weiter aufgereinigt, um eventuell denaturierte Proteine und
vor allem Rigorkopfe zu entfernen. Dieser Reinigungsschritte ist ebenfalls in Kapitel 1.2.4.3
beschrieben.

Zur Durchfithrung der Messung wurde zu einem Ansatz fiir ein Aktinnetzwerk in F-Puffer
mit Sondenkugeln (bei 300 mM K Cl, vergl. Kap. 5.1.2) zusétzlich 2mM DTT, 15 mM ATP
und Magnesium, sowie aufgereinigtes HMM in der entsprechenden Konzentration zugegeben.
Dabei wurde der Ansatz vor der Zugabe der Proteine 10Minuten in einem Ultraschallbad be-
handelt, um die Probe optimal zu homogenisieren. Anschlielend wurde das HMM und zuletzt
das Aktin zugegeben, um eine optimale Verteilung der HMM-Molekiile zu gewéhrleisten.

Aufgrund mechanischer Messungen der ATPase-Rate (vergl. Anhang C) ist die Zeit be-
kannt, innerhalb derer das Netzwerk ohne Einschrénkung als aktiv angenommen werden
kann. Zur Sicherheit wurde die zugesetzte ATP Menge so dimensioniert, dass eine grof3ziigige
Zeitreserve fiir jede Messung zur Verfiigung stand (typischerweise wurde bei einem Drittel der
berechneten Gelierungszeit der entsprechenden Probe gemessen). Die Proben wurden direkt
nach dem Ansetzen fiir einige Minuten vorsichtig umgeschwenkt, um ein Sedimentieren der
Kugel zu verhindern und danach in die Probenkammer gefiillt. Nach jeweils 50 Minuten wurde
mit dem Applizieren von Kraftpulsen begonnen. Die Magnetkrifte wurden als Rechteckpulse
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Abbildung 7.2: Doppelt logarithmische Auftragung gemittelter Kriechkomplianzkurven eines 10 uM
Aktinnetzwerkes mit verschiedenen HMM-Konzentrationen: Kein HMM (durchgezogene Linie), rag =
50 (gepunktete Linie) und 74y = 10 (gestrichelte Linie). Im Rahmen normaler statistischer Schwan-
kungen zeigen die Kurven keine signifikanten qualitativen Unterschiede. Vergleiche auch Abb. 7.3.

appliziert, wobei unterschiedliche Kréfte im Bereich von 1 pN bis 100 pN und Pulsléngen von
2.5 bis 40 Sekunden verwendet wurden.

7.2 Ergebnisse und Diskussion

Es ergibt sich als unerwartetes Ergebnis, dass bei Messungen der viskoelastischen Eigen-
schaften von Aktinnetzwerken mit aktiven HMM die Ergebnisse der Messungen an passiven
Netzwerken in allen qualitativen Eigenschaften reproduziert werden (vergl. Abb. 7.3 und 7.2).
Betrachtet man die makrorheologischen Messungen (Abb. 7.1) ist dies nicht vorhersehbar, da
diese (wie bereits erwihnt) eine Verfliissigung des Netzwerkes auf mittleren bis langen Zeiten
vorhersagen.

Oszillierende mikrorheologische Messungen jedoch unterstiitzen dieses Ergebnis, da mit
dieser Methode ebenfalls Relaxationsspektren fiir die mit HMM aktivierten Netzwerke gemes-
sen werden, die (im Rahmen der natiirlichen Streuung) mit denen von Messungen passiver
Netzwerke iibereinstimmen. Bei einigen dieser oszillierenden mikrorheologischen Messungen
kann lediglich ein leichter Anstieg des Plateaumoduls nachgewiesen werden [Rainer Thar-
mann, private Kommunikation]. Dieser Anstieg ist moglicherweise auf eine Verunreinigung
des zugesetzten HMMs mit teilweise nicht mehr funktionstiichtigen Motoren (Rigor-HMM)
zuriickzufithren. Diese wirken als permanente Vernetzer und kénnen damit schon in geringer
Konzentration die Elastizitdt des Netzwerkes stark erhchen. Fiir diese Erklarung spricht, dass
in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Experimenten kein Anstieg des Plateaumo-
duls nachgewiesen werden konnte. Dieser Umstand kann dadurch erklédrt werden, dass sich
in dem von mir verwendeten HMM durch den zusétzlichen eingefithrten Reinigungsschritt
kaum noch Rigorkopfe befinden.

Um zu iiberpriifen, ob die zugesetzten aktiven HMM-Molekiile, welche mittels transien-
ter Mikrorheologie gemessenen Viskositéiten signifikant verdndern, wurden (analog zu Kapi-
tel 5.4.2.1) die Viskositéten fiir einzelne Kugeln einer Probe bestimmt (im Bereich von 20
Sekunden bis 1 Minute) und die gemittelten Viskositidten gegen das Verhiltnis r4py aufge-
tragen (vergl. Abb. 7.4). Wie man deutlich erkennt, ist keine signifikante Verdnderung der
Viskositdt in diesem zeitlichen Bereich nachweisbar. Warum Magnetkugel-Mikrorheometer
die deutliche Verfliissigung, die von Makrorheometern bei korrespondierenden Frequenzen
gemessen werden, nicht detektieren ist nicht vollstdndig klar. Offensichtlich spielen die klei-
nen zusétzlichen Verschiebungen der Filamente gegeneinander, welche von den Motoren ver-
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Abbildung 7.3: Doppelt logarithmische Darstellung von reprasentativen Kriechkomplianzkurven
(schwarze Linien) mit jeweils einer gemittelten Kurve (dicke graue Linie) fiir verschiedene Verhéltnis-
se von Aktin zu HMM r4p. (a) 10 uM Aktin, kein HMM (Referenzprobe), (b) 10 uM Aktin, 0.2 p
HMM (rapg = 50) und (c) 10 uM Aktin, 1 ¢ HMM (rag = 10). Im Rahmen normaler statisti-
scher Schwankungen zeigen die Kurven keine signifikanten qualitativen Unterschiede. Vergleiche auch
Abb. 7.2.
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Abbildung 7.4: Aufgetragen ist die gemittelte Langzeitviskositéit aus einem reprisentativen Expe-
riment gegen das Verhéltnis von HMM zu Aktin (1/r4p). Es ist keine Abhéngigkeit erkennbar. Aus
anderen Experimenten ist bekannt, dass der Unterschied der gemessenen mittleren Langzeitviskositét
aus der statistischen Streuung dieses Wertes zwischen identischen Proben erkliart werden kann.

ursacht werden, fiir die Spannungsrelaxation auf grofien Lingenskalen eine zentrale Rolle,
wihrend sie fiir die Relaxation auf den Léngen- und Zeitskalen der aktiv gezogenen Kugeln
keine nennenswerte Rolle spielen.

Die Fluktuationen der Kriechkomplianzkurven unterscheiden sich ebenfalls bei den un-
tersuchten Kurven nicht signifikant von denen der passiven Netzwerke. Hier kann allerdings
nur eine eingeschriankte Aussage gemacht werden, da aufgrund der Beschrinkten Messzeit bei
den aktiven Netzwerken keine Pulse von mehr als 60 Sekunden Dauer aufgenommen wurden
(Daten nicht gezeigt).

7.3 Zusammenfassung und Ergebnis

Als Ergebnis der umfangreichen Versuche mit Aktin-Netzwerken, denen der aktive Motor
HMM zugesetzt wurde, ergibt sich, dass die Magnetischen Pinzetten anscheinend nicht in
der Lage sind, den Einfluss der Motoren auf die viskoelastischen Eigenschaften (wie sie z.B.
von Makrorheometern gemessen werden) zu reproduzieren. Weder die Kurvenform, noch die
Absolutwerte oder die Fluktuationen zeigen statistisch signifikante Abweichungen zu den
Messungen mit reinem Aktin.
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Anhang A

Details der neuen
Krafteichungsmethode

Die detaillierte Vorgehensweise fiir die neue Krafteichung, wie sie in Kapitel 3 vorgestellt
wird, ist folgende :

1.

Die Daten der Form z;(t;) werden orts- und zeitskaliert. Die Ortskoordinaten der Mess-
kurven werden so verschoben, dass die Position der Spulenkernkante identisch null wird.

. Alle z;(t;) Kurven werden einzeln dargestellt und dann wird eine lineare (fiir grofie

Entfernungen) oder folgende Funktion angepasst [Feneberg, 2003]:
f(z) = kovki — o+ ko + kgz + kg z; = Fitparameter

um eine Kontur z}(¢;) zu erhalten, die um Fluktuationen und Rauschen bereinigt ist.

Fallt die Anpassung befriedigend aus, werden durch Einsetzen der erhaltenen Parameter
in die analytischen Ableitungen der angepassten Funktion die Geschwindigkeiten v;(¢;)
bestimmt.

. Durch Multiplikation mit 67, dem mittleren Kugelradius R und der gemessenen Vis-

kositéat der Eichlosung 7, erhélt man n Kraft-Zeit-Kurven fiir verschieden Stréme I:
F=F,(t).

. Alle Kraftkurven F), ;(t) und alle Ortskurven x,, ;(t) fiir eine Stromstérke werden zu-

sammengefasst, wobei t nur noch als Parameter fiir die Darstellung benutzt wird:

n-F,i(t) — FF()
nezy(t) —  257(t)
FEE@) A af™(t) — FP=(ai™(t) = Fi(@)

An diese parametrisierte Kurve F' }g’es(a:) wird nun eine doppelexponentielle Funktion
angepasst, um die mittlere Kraft F;'8(z) bei einer Stromstiirke zu erhalten. Aus den
Residuumdaten dieser Anpassung FR = (Fj(z) — FIAVg(:E)) werden Wichtungsdaten
berechnet, indem die Absolutbetrige |FR®| erneut angepasst werden (= |FRes|Ave)

wodurch man den mittleren Kraftfehler erhilt (vergl. Abb. A.1).

Die Umgebung um die mittlere Kraft FIAVg(x) + |FRes|Ave enthilt jetzt 50 % aller
Datenpunkte und ist somit ein Maf fiir die Streuung der Daten an jedem Punkt z. Die
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N T T T T T T |
0 100 200 300 400 500 600 700

Distance [um)]

Abbildung A.1: Anpassung einer doppelexponentiellen Funktion an die zu einem Datensatz zusam-
mengefassten Einzeleichkurven einer Stromstidrke (Daten ¢, Fit i7). Die angepasste Linie stellt die

mittlere Kraft F}A‘ Ve(x) dar. Aus den Residuumdaten (iii) dieser Anpassung wird ein Fehlerintervall
und die Wichtungsmatrix fiir die verbesserte, zweidimensionale Anpassung bestimmt.

Wichtungsdaten wy(z) erhilt man durch Inversion des Abstandes zwischen mittlerer
Kraft und mittlerem Kraftfehler:

v es | AV -1
wi(w) = (F(@) — |FRe ™)
7. Aus den Kraftdaten F IA V8(z) und den Wichtungsdaten wy(z) werden jeweils skalier-

te Matrizen (F;o®)) und (wh'®)) erstellt. (Darstellung der (Fix'®))-Matrix in Abbil-
dung A.3).

8. Die Kraft-Abstands-Strom Matrix (F."®)) wird mit der Wichtungsmatrix wy(z) ge-
wichtet und mit folgendem Funktionsansatz bis in den linearen Bereich der Kraft-
Stromabhéngigkeit angepasst (Produktansatz fiir doppelexponentielle Abhéngigkeit
vom Abstand und quadratische, bzw. lineare Abhéngigkeit vom Strom):

unter folgenden numerischen Nebenbedingungen:

Die Nebenbedingungen erzwingen die Stetigkeit und die Stetigkeit der Ableitung (vergl.
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Abbildung A.2: Kraft-Strom-Abstandsabhéngigkeit fiir die 2.8 yum Kugeln. (a) Gesamter Strom-

bereich mit stetigem Ubergang von F(xz,I) — ﬁ'(m, I) bei etwa 100 mA (grauer Pfeil) und unstetigen
Ubergiéingen im Bereich der einsetzenden Spulenkernsittigung (ca. 1.5 A und 2.8 A, schwarze Pfeile).
(b)AusschnittsvergroBerung fiir Strome von 0 — 500 mA. Die Kurve ist erkennbar glatt, d.h. die Kurve
ist sowohl in z als auch in I-Richtung stetig und stetig differenzierbar?)

Kap. 3). Dieser Ansatz wurde z.B. fiir die Eichung der 4.5 um Kugeln verwendet (vergl.
Abb. 3.3 auf Seite 52).

Fiir Messungen, bei denen die Sattigung des Spulenkerns bereits eine Rolle spielt, wird
folgender Ansatz verwendet (Produktansatz fiir doppelexponentielle Abhéngigkeit vom
Abstand und quadratische, bzw. lineare Abhéngigkeit vom Strom. Um der zunehmen-
den Spulenkernsédttigung bei hohen Stréomen gerecht zu werden, fiihrt man zwei weitere
lineare Anstiege ein):

Ansatz 2:
F(Ls) = (yo+A1ef® + Ape?) (a+bI) fiir I < Iy
Fl,z) = (yo + Aehie g A2ef2””> (c+dl)fir I > Iy
-(e—l—fI) fir I > I
-(g-i—h[) fir [ > I3

Die Nebenbedingungen werden analog zu Ansatz 1 definiert, zusétzlich wird die
annihernde Ubereinstimmung der Funktionswerte bei Iy und I3 gefordert, nicht jedoch
die stetige Differenzierbarkeit. Die Funktion hat in diesem Bereich also Knicke (vergl.
Abb. A.2(a)). Im Bereich des Ubergangs von quadratischer zu linearer Abhingigkeit
vom Strom sind beide Ans#tze monoton und stetig. In Abbildung A.2(b) ist dieser
Bereich der Eichfunktion fiir die 2.8 pm Kugeln vergroflert abgebildet.

9. Die Stromstérken I; bei denen die optimalen Definitionsgrenzen der anzupassenden
Funktionen liegen, werden in einem weitgehend automatisierten iterativen Verfahren
berechnet. Dazu werden jeweils alle, bis auf eine Definitionsgrenze I, festgehalten. Die-
se Definitionsgrenze wird in groben Schritten verédndert und anschlieSend jeweils eine

!Siehe Anmerkung auf Seite 50
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Kraft [pN]
11079

510-10

600

Abbildung A.3: Voller Datensatz aus mehreren unabhéngigen Eichmessung der 4.5um Kugeln, wie er
fiir die zweidimensionale Kraft-Abstands-Anpassung benutzt wird (schwarze Linien). Der Datensatz
besteht aus ca. 11000 Datenpunkten. Die Grauen Linien stellen eine Projektion der Daten auf die
z-I-Ebene dar.

10.

Anpassung der 2D-Funktion an die auf ein Fiinftel ausgediinnten Messwerte durch-
gefiihrt.? Gespeichert wird jeweils lediglich der Qualitiitsfaktor x? als Funktion von I j.4
Die Definitionsgrenze I; wird nach der Berechnung der kompletten x3-1 j-Abhéngigkeit
auf den Wert gesetzt, bei dem x? minimal ist. AnschlieBend wird eine weitere Definiti-
onsgrenze I}, variiert und iiber die Minimierung von x? optimiert.

Dieser Vorgang wird so oft fiir alle I; wiederholt, bis die Verédnderungen in den Positio-
nen der Definitionsgrenzen beim Optimieren unter die gewéhlten Schrittweiten fallen.
Darauthin wird der Strombereich um die neu gefundenen I; feiner gerastert und der
gesamte Prozess wird wiederholt.

Fallen die Verdnderungen in den Positionen der Definitionsgrenzen beim Optimieren in
den Bereich der Genauigkeit der Strommessung, wird in einem letzten Schritt der oben
beschriebene Vorgang fiir den vollen Satz an Messwerten durchgefiihrt.

Mit den so gefundenen Definitionsgrenzen wird die optimale 2D-Anpassung durch-
gefithrt. Die benutzte Funktion, die Definitionsgrenzen und die Koeffizienten werden
zur spéiteren Benutzung in einem eigenen Datensatz gespeichert, welcher von den im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Krafteichungsroutinen automatisch ausgelesen wer-
den kann.

3Das Ausdiinnen der Daten ist notwendig, da ein einzelne Anpassung der 2D-Funktion an einen vollen
Datensatz mehrere Minuten in Anspruch nimmt.
Def.: X2 = S (F — F;)/w;, mit F; = Datenpunkt, F' = Fitwert, w; = Wichtungswert
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Anhang B

Implementierung der Methode der
nicht negativen kleinsten Quadrate

Um die Methode der nicht negativen kleinsten Quadrate (engl.: nonnegative least square =
NNLS) zu implementieren, wurde ein C++ Quellcode benutzt, welcher von Suvrit Sra im
Internet zur Verfiigung gestellt wird [Souvrit Sra (URL), 2003]. Diese Version basiert auf
einem C Quellkode der mittels des Programms f2¢ aus dem original Fortran 77 Code, den
C. Lawson und R. Hanson 1973 verdffentlicht haben [Lawson und Hanson, 1974], kompiliert
wurde. Der Origianlkode ist frei erhéltlich unter [Lawson and Hanson (URL), 2003]). Der C
Kode ist frei erhéltlich unter [Sandia National Laboratories (URL), 2003].

Der so erhaltene C++4+ Quellcode wird aus dem Auswertungsprogram Igor iiber eine sog.
XOP (von engl.: external operation) aufgerufen.

B.0.1 Funktion und Anwendung der Igor XOP ,MatrixNNLS*

Die XOP ,,MatrixNNLS“ wird von der Kommandozeile des Programms Igor oder aus Funk-
tionen oder Makros in der folgenden Form aufgerufen:

e MatrixNNLS(matrixA,vectorB,vectorX)

Dabei wird das iiber- oder unterbestimmte lineare Gleichungssystem, das durch die M - N-
dimensionale Koeflizientenmatrize matrixA ( (A) = (a;;) miti =1...m,j=1...n ) und dem
M-dimensionalen konstanten Vektor vectorB ( B = (b;) ) repréisentiert wird, mit den kleinsten
quadratischen Abweichungen geldst. Die Losung wird nach der Berechnung im n-dimensio-
nalen Vektor vectorX (X = (x;)) gespeichert. Die Funktion liefert als Riickgabewert die
euklidische Norm des Losungsvektors bei einem Aufruf in der folgenden Form

e NumVar = MatrixNNLS(matrixA,vectorB,vectorX)

Dabei stellt NumVar eine numerische Variable da. Die zweidimensionale Matrize (die sog.
»2D Matrix Wave“) und die Vektoren (sog. ,, Waves“) miissen den gleichen numerischen Typ
haben. Unterstiitzte numerische Igor Typen sind single precision und double precision. Bei
einem unpassenden Typ einer oder mehrerer Waves (z.B. Typ text oder complex) liefert die
XOP eine igorinterne, abfangbare Fehlermeldung, ebenso bei unpassenden Dimensionen der
Waves.
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Detalils

Ist M > N, berechnet MatrixNNLS eine Losung mit kleinster quadratischer Abweichung zu
einem iiberdeterminierten System:

n}}nH(A)X—BH2 mit  x; >0

Ist M < N, berechnet MatrixNNLS die Losung mit der kleinsten Norm der Losungen mit
kleinster quadratischer Abweichung zu einem unterdeterminierten System der Form

(A)X —B mit z; >0

Kommentiertes Anwendungsbeispiel

Folgende Eingabe in die Igor Kommandozeile:

Make /O MatA {{1,4,5},{10,5,1},{4,1,9},{10,12,20}}// Erstellt 3x4 Matrize
Make /O VecB {1,3,4} // Erstellt 3—Vektor
Make/O/N=4 Solution // Erstellt 4—Vektor
MatrixNNLS (MatA, VecB, Solution)

berechnet die Losung zu dem Problem:

T
1 10 4 10
n}%n 4 5 1 12 2 — 3 mit allen z; >0
T
5 1.9 20 3
Ty )

Zusétzlich wird die Lange des Residuumvektors und die Anzahl der nicht negativen Koeffizi-
enten im sog. History-Bereich ausgegeben.

Parameter

Um die XOP MatrixNNLS zu steuern, kénnen folgende globale Variablen vor dem Aufruf der
Funktion angelegt werden:

Variablenname Eing./Ausg. Bedeutung
V_NNLS_QUIET Eingabe Setze = 1 = unterdriickt History-Ausgabe
V_NNLS_NUMNZ Ausgabe Anzahl der nicht neg. Koeffizienten

V_NNLS_ITCOUNT Ausgabe Anzahl der benétigten Iterationen

B.0.2 Kommentiertes Listing MatrictNNLS.c
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Anhang C

Die ATPase-Rate von HMM

Die Zeit 7on, wahrend der ein Myosinkopf an ein Aktinfilament gebunden ist, steigt erst dann
an, wenn die Bindung von ATP der geschwindigkeitsbegrenzende Schritt im chemomechan-
ischen Zyklus geworden ist. Dies geschieht, sobald entweder die ATP-Konzentration aufgrund
der Hdrolyse zu ADP und Phosphat geniigend gesunken oder das Verhéltnis von ADP zu ATP
stark angestiegen ist.! War anfangs kein ADP vorhanden, kann damit die bis zum Beginn
des Sol—Gel—Ubergangs (Tiota1) verbrauchte ATP-Menge nach oben hin abgeschiitzt werden,
indem angenommen wird, dass alles ATP komplett hydrolysiert wird. Nimmt man die ATP-
ase-Aktivitit als konstant an, erhilt man aus der Zeit bis zum Sol-Gel-Ubergang Tioa und
aus der gesamten zugegebenen ATP-Menge [AT P]o, die mittlere ATPase-Rate karpase in der
Probe [Keller, 2003]:

[ATP]o

k =
ATPase [HMM]O Eotal

(C.1)
Dabei ist [M]y die HMM-Konzentration.

Aus den Experimenten ergibt sich fiir eine Aktinkonzentration von ~ 10uM eine ATPase-
Rate von karpase = 0.5 57! in F-Puffer und 6 s~! im Assay-Puffer fiir ein HMM-Molekiil, d.h.
EaTpase = 0.25 s7! bzw. 3 s7! fiir einen HMM-Kopf. Dies ist weit entfernt von der maximalen
ATPase-Rate von 20 s~ fiir HMM?2.

Schon anhand dieser Diskrepanz lisst sich erkennen, dass die Annahme einer gleichmafi-
gen ATPase-Rate mit dem Maximalwert nicht der Realitdt der hier vorgestellten Messungen
entspricht. Der Grund dafiir ist der Einfluss der Diffusion der Motormolekiile und des ATPs
bei Aktinkonzentrationen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.

C.0.2.1 Beeinflussung der ATPase-Rate durch Eigendiffusion der HMM-
Molekiile

Nachdem ein HMM-Motorkopf ATP gebunden hat, trennt es sich vom F-Aktin. Das HMM
Molekiil kann erst nach der Bindung an ein weiteres Aktinfilament die Produkte der ATP-
Hydrolyse freisetzen und somit den chemischen ATPase-Zyklus vollenden. Dies bedeutet, dass

die Diffusion der HMM-Motoren zwischen zwei Bindungsereignissen eine zentrale Rolle im
ATPase-Zyklus spielt.

'Das liegt daran, dass das ADP mit dem ATP um die Bindunsstelle im Myosin konkuriert. Das Gleich-
gewicht liegt zwar weit auf der Seite von ATP aber bei geniigend hohen Konzentrationen von ADP blockiert
dieses die Bindungsstelle immer haufiger. Dieser Fall ist nur dann relevant, wenn zu Beginn des Versuchs
zusétzlich ADP zugegeben wurde, was aber im Rahmen dieser Arbeit nicht der Fall war.

2Die maximale ATPase-Rate wird fiir sehr hohe Aktinkonzentrationen extrapoliert.
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In einer einfachen Abschétzung wird angenommen, dass ein HMM-Molekiil einen hydrody-
namischen Radius von 7 ~ 20 nm hat. In der Losung mit der Viskositit 7 = 1073 Pa-s hat der
Motor nach der Stokesschen Formel fiir ein sphérisches Objekt einen Reibungskoeffizienten
von v = 6mnr. Mit der Einstein-Relation D = y~'kgT ergibt sich die charakteristische Zeit,
die das HMM-Molekiil benotigt, um iiber die Distanz einer Maschenweite £ zu diffundieren
(kp ist der Boltzmannfaktor und 7' die Temperatur):

< 2 > €2y B & mnr

t ~ =
6D 6kpT kT

(C.2)

Fiir eine typische Maschenweite in der GroBlenordnung € ~ 0.6 pum ergibt sich ¢ ~ 0.006 s.

Nach der Diffusion iiber die Distanz £ muss das HMM-Molekiil an ein Aktinfilament
binden. Aktin hat in den hier vorgestellten Experimenten einen Volumenbruchteil kleiner
als 0.001. Wird das Aktinnetzwerk ndherungsweise als kubisches Gitter mit Kantenléinge &
angesehen, wobei dessen Kanten eine Breite von 8 nm (entsprechend der eines Aktinfilaments)
haben, so ergibt sich ein Verhéltnis von durch Aktin bedeckter Oberfléiche zu freier Oberflache
von ¢ ~ 12-0.008 ym - 0.6 pm/(6 - 0.6 pm - 0.6 pm) ~ 1/40. Damit ergibt die Rate, mit der
ein Motor sich vom Filament trennt, diffundiert und wieder auf ein Filament trifft kxontake ~
¢/t ~4.5s7 L

Die Groflenordnung von kgentaks entspricht damit der ATPase-Rate von HMM in einer
Aktinlosung mit Assay-Puffer, ist jedoch viel grofier als in einem System mit F-Puffer. Dies
ist ein Hinweis darauf, dass bei der spezifischen Bindung des HMM an das F-Aktin auch
die elektrostatische Wechselwirkung der zwei Bindungsdoménen eine entscheidende Rolle
spielt. Nachdem ein HMM-Molekiil durch Diffusionsbewegung auf ein Aktinfilament trifft,
konnte die elektrostatische Wechselwirkung (Debye-Abschirmlénge im nm-Bereich) die fir
die spezifische Bindung erforderliche Orientierung der zwei Proteine bewirken.

Um den Einflufl der ATPase-Rate noch genauer untersuchen zu kénnen, wurde von Andrea
Parmeggiani® die Abnahme der ATPase-Rate numerisch abgeschiitzt.

C.0.2.2 Numerische Abschitzung der ATPase-Rate

Die ATP-Konzentration als Funktion der Zeit wurde unter Benutzung folgender vereinfachter
Reaktionskinetik fiir einen HMM-Kopf berechnet:

k‘l k2
ADP +A-M+ ATP = ADP+A+M-ATP — A-M+2ADP +P;
k1

C.3
k3l k_3 (C2)

A-M-ADP + ATP

Dabei ist A Aktin und M ein Myosinkopf. Da der ratenbegrenzende Schritt bei hoher ATP-
Konzentration die Diffusion des Motors zum Aktinfilament und die Bindung daran ist, kann
ko =~ karTpase gendhert werden. Die Reaktionsdynamik wurde mittels Michaelis Menten Ki-
netik berechnet. Da im Laufe der Zeit die ATP-Konzentration (insbesondere im Vergleich
zur ADP-Konzentration) sehr niedrig werden kann, muss auch die Konkurrenz von ATP mit
ADP um die freie ATP-Bindungsdoméne des HMM beachtet werden: Nachdem der Motor

3Hahn Meitner Institut, Berlin
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Abbildung C.1: Theorie zur ATPase-Rate von HMM. Gezeigt sind die theoretisch berechnete
ATP-Konzentration (gestrichelte Linie) und die daraus abgeleitete ATPase-Rate (durchgezogene Li-
nie). Zusiitzlich ist eine Messung hinterlegt (grauer Bereich). Zu erkennen ist, dass im Bereich der
Amplitudenreduktion (Sol-Gel-Ubergang) die ATPase-Rate innerhalb kurzer Zeit auf null sinkt. Bis
zu diesem Zeitpunkt war die ATP-Konzentration nicht Ratenbestimmend. Der Zeitpunkt des Sol-Gel-
Ubergangs markiert das Zeitfenster in dessen Nithe das Phiinomen des aktiven Transports auftritt.
Die Aktinkonzentration betrug 9.5 uM und rag = 13.

infolge des Power Strokes ADP freigesetzt hat, ist ein ATP-Molekiil notig, um die Aktin-
HMM-Bindung zu lésen. Bindet stattdessen wieder ein ADP-Molekiil, so verzégert sich die
ATP-Bindung und die Losung der Aktin-HMM-Bindung.

Sei X(t) und Y(¢t) die Konzentration derjenigen HMM-Molekiile, die zur Zeit ¢
ATP bzw. ADP gebunden haben, dann kénnen noch [M]p — X — Y Motormole-
kiile ein Nukleotid binden. Dies beeinflusst die Reaktionsdynamik, falls die ADP-
Konzentration im Vergleich zur ATP-Konzentration hoch ist. Mit den Raten kj = k3 =
5-10% s'M™! und k1 = 0.4 s, k_3 = 1000 s~! [Howard, 2001] ergibt sich folgendes
System von gekoppelten linearen Differentialgleichungen:

% = (ko1 + k2)X + k1 [M][ATP]
% —  —k_3Y + ks[M][ADP]
d[ﬁp] —  _ky[M][ATP] 4 kX
d[z’?i]?P] —  —k3[M]|[ADP] + k_3Y + kX
% =~k [M][ATP] + (k_1 + ks)X — ks[M][ADP] + k_5Y

Dabei gilt die Einschrinkung
M(t) = [Mjo—X-Y.

Das Ergebnis der numerischen Losung dieses Gleichungssystems ist in Abb. C.1 gezeigt.
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In einer Aktin-HMM-Losung, die zu Beginn kein ADP enthélt, bleibt die ATPase-Rate
bis zu einer ATP-Konzentration von ca. 10-15 uM konstant. Dann sinkt die ATPase-Rate
innerhalb weniger Minuten auf einen Wert um null. Sowohl der Zeitpunkt, bei dem diese
Anderung eintritt, als auch die Dauer der Phase stimmen sehr priizise mit dem experimentell
beobachteten Sol-Gel-Ubergang und damit mit der Phase des aktiven Transports iiberein.
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Abkiirzungsverzeichnis

2D zwei Dimensionen, zweidimensional

3D drei Dimensionen, dreidimensional

Abb. Abbildung

Abs. Absorption

AD Analog/Digital

ADP Adenosin—Diphosphat

ATP Adenosin—Triphosphat

AVI Audio Video Interleaved, Videodatenformat
Bit Binary Digit, Speichereinheit

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD Compact Disc

CPU Central Processing Unit, Prozessor

d.h. das heifit

DVD Digital Versatile Disc

D. Discoideum Dictyostelium discoideum

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid, Ethylendinitrilotetraessigsdure
EDV Elektronische Datenverarbeitung

EELS Elektronen-Verlustspektroskopie

engl. englisch

EM Elektronenmikroskop, elektronenmikroskopisch
F-Aktin filamentoses (polymeres) Aktin

FITC Fluoresceinisothiocyanat

Fl. Fluoreszenz

G-Aktin globulidres (monomeres) Aktin

Gew% Gewichtsprozent

Gluc.Oxid. Glukose Oxidase

HBO® Warenzeichen fiir Quecksilberdampflampen (Osram)
HMM Schweres Meromyosin

Id.-Nr. Identifizierungsnummer

Inc. Incorporated

Kap. Kapitel

LMM Leichtes Meromyosin

MT Magnetic Tweezers

RCM Rotating Crossbridge Modell

S. siehe

SDS sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
S.0. siehe oben

s.u. siehe unten

S. Seite

S1 Subfragment 1; Kopf des Myosinmolekiils
S2 Subfragment 2; HMM ohne beide Kopfe
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S0g.
TEM
TLCK

TRITC
TU

u.a.
URL
vergl.
z.B.

sogenannt

Transfer-Elektronenmikroskop
N(a)-p-Tosyl-L-Lysin Chlorometyl Keton
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Tetramethylrodaminisothiocyanat
Technische Universitét

unter anderem

Universal Ressource Loader

vergleiche

zum Beispiel



Symbolverzeichnis

proportional

ungefahr gleich

hydrodynamischer Filamentdurchmesser, m
ca Aktinkonzentration, mol/L

8 Q2

n dynamische Viskositét, Pa s

f Frequenz, Hz

F,F(t) Kraft, pN

Fy Amplitude der Kraft, pN

(745) Scherungstensor, Pa

G,G(t) Relaxationsmodul, Pa

G, Gy Freie Enthalpie, Freie Standard- Reaktionsenthalpie, J

G* komplexer Modul, Pa

G'(f) frequenzabhéngiger Speichermodul, Pa

G"(f) frequenzabhéngiger Verlustmodul, Pa

1,7 Indizes

J Kriechkomplianz, Pa~!

kATPase ATPase-Rate, s"'HMM-Kopf~!

kp Boltzmannfaktor, J/K

lp Persistenzlinge eines Polymers, ym

L Konturlédnge eines Polymers, pym

m Masse, kg

M molar, mol/L

M, Molekiilmasse, Da, kDa

w=2nf Kreisfrequenz, rad/s

pH negativer dekadischer Logarithmus des Zahlenwerts der Wasserstoffionen-
konzentration [H*] (in mol/L), dimensionslos

p Dichte, g/cm?

TAC Molverhéltnis Aktin zu Vernetzer, mol/mol

r ,duty ratio“, dimensionslos

R, Rxugel Kugelradius, pm

(0ij) (mechanischer) Spannungstensor, Pa

o mechanische Spannung, Pa

oo Amplitude der mechanischen Spannung, Pa

S Konturldngenparameter, dimensionslos

Td terminale Relaxationszeit / Diffusionsrelaxationszeit , s

Te Entanglementzeit, s

Toff Zeit, die ein molekularer Motor im gebundenen Zustand verbringt, s

Ton Zeit, die ein molekularer Motor im ungebundenen Zustand verbringt, s

Tiotal Dauer des ATPase-Zyklus, s

t Zeit, s

TKamera Belichtungszeit der Kamera, s

x, Ax Auslenkung, pm

13 Maschenweite, pm
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