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Zusammenfassung

Mochte man mechanische Eigenschaften wie die Elastizitdt und das geometrische Verhalten
einzelner, an ihren Bindungspartner gebundener Motormolekule bestimmen, kann man sich
ihrer thermischen Fluktuationen bedienen. Die thermischen Fluktuationen von einzelnen
Molekilen oder Molekilkomplexen werden von ihrer Gestalt und mechanischen
Eigenschaften beeinflusst. Dieses Prinzip wird mit dem Photonischen Kraftmikroskop (PFM)
ausgenutzt. Frisch aus Muskelfasern extrahierte Myosinmoleklle oder konventionelles
Kinesin wurden in sehr geringer Dichte auf der Oberflache von sehr kleinen Latexkugeln
adsorbiert. Diese Mikrospharen wurden in einem fokussierten Laserstrahl gefangen und ihre
Positionen in allen drei Raumrichtungen mit dem PFM registriert. Band ein auf einer
Mikrosphare adsorbiertes Motormolekil an seinen auf dem Boden der Versuchskammer
immobilisierten Bindungspartner an, so lie3en sich aus den Verteilungen der Kugelpositionen
die mechanischen Eigenschaften von Myosin- bzw. Kinesinmolekulen bestimmen.

Die Elastizitat und das geometrische Verhalten von einzelnen, an Aktin gebundenen
Myosinmolekilen wurden in Abwesenheit von ATP ermittelt. Die Molekdilsteifheit entlang der
Molekilachse unterschied sich bei Kompression und Extension. Die durchschnittliche axiale
Elastizitat bei Extension wurde mit 0,03 bis 0,04 pN/nm bestimmt. Dies war 10fach héher als
bei Kompression, bei der durchschnittlich Werte von etwa 0,004 pN/nm erhalten wurden. Die
mit dem PFM gemessene Elastizitat einzelner Myosinmolekile war viel geringer als fir die
Elastizitat des Myosinkopfes von Messungen an isolierten Muskelfasern (~ 2 pN/nm) und
anderen Einzelmolekilexperimenten an Myosin Subfragment 1 oder schwerem Meromyosin
erwartet wurde. Jedoch glich sie der Elastizitat, die in Einzelmolekulstudien mit vollstandigem
Myosin auftraten. Dies deutet darauf hin, dass der Ursprung der beobachteten Flexibilitat
auBerhalb des Myosinkopfes lag, wahrscheinlich am Ubergang von Subfragment 2 zum
leichten Meromyosin. Dies wurde von geometrischen Analysen der Anbindung von Myosin
an Aktinfilamente unterstitzt. Innerhalb des Myosinmolekuls wurde Drehen um einen
~90 nm von der Aktinbindungsstelle entfernten Punkt beobachtet. Diese Region, Myosins
Gelenk, wurde schon in friheren, elektronenmikroskopischen Untersuchungen als eine
Biegestelle im Myosinmolekil beschrieben.

Die Elastizitat einzelner, an Mikrotubuli gebundener Kinesinmolekiile anderte sich mit ihren
biochemischen Zustanden. In Abwesenheit von ATP wurde die axiale Steifheit mit
0,04 pN/nm und mit 0,065 pN/nm bei vermutlich ein- bzw. zweikopfigem Anbinden an
Mikrotubuli gemessen. In Gegenwart von ATP oder der ATP-Analoga ATPYS und AMP-PNP
stieg die beobachtete Molekilelastizitdt um mindestens 100 % auf Werte von 0,125 pN/nm,
0,15 pN/nm beziehungsweise 0,134 pN/nm an. Kinesin bog sich um einen Drehpunkt, der
~10 nm von der Mikrotubulibindungsstelle entfernt lag. Etwa in diesem Bereich liegen
Kinesins neck linker (~ 10 nm) und das Gelenk zwischen dem Nackenteil und dem Stiel
(~ 15 nm). Die Flexibilitdt des neck linkers wurde schon friher als unterschiedlich in Ab- oder
Anwesenheit von ATP beschrieben, so dass die hier beobachtete Elastizitat von
Kinesinmolekilen wohl dieser Region zuzuordnen ist.



Abstract

To measure the mechanical properties like elasticity of single motor molecules freshly
extracted full-length muscle myosin or conventional kinesin was adsorbed on the surface of
microspheres at very low density. These microspheres were trapped in a focussed laser
beam and their positions were recorded in all three dimensions with high time resolution
using the Photonic Force Microscope.

After a single myosin molecule adsorbed on a microsphere bound in the absence of ATP to
an actin filament which was immobilized on a glass surface, the stiffness of the tethering
myosin molecule was calculated using the three-dimensional position distribution. The axial
stiffness of a single tethering myosin molecule was found to be asymmetric in respect of
compression or extension. An average axial stiffness away from the actin filament was found
to be 0.03 to 0.04 pN/nm, which is 10 times stiffer than towards the actin filament, which was
found to be only 0.004 pN/nm on average. This elasticity of full-length myosin molecules we
found is much less than the elasticity of the myosin head derived from muscle fiber studies (~
2 pN/nm) and other single molecule studies using myosin subfragment 1 or heavy
meromyosin, but it is identical to other studies using full-length myosin molecules. We
therefore consider the source of this high flexibility to be located outside the myosin head,
most likely at the junction between myosin subfragment 2 and the light meromyosin. This
idea could be supported by geometrical analysis. With full-length myosin molecules bending
occurred at a pivot ~ 90 nm away from the actin binding side. From electron microscopy
studies this region, called themyosin hinge, was previously described as one of the major
bending points of the myosin molecule.

The elasticity of single kinsesin molecules tethered to microtubules was found to be
dependent on the nucleotide state of kinesin. Without ATP an axial stiffness of 0.04 pN/nm or
0.065 pN/nm was observed, presumably related to one-headed and two-headed binding to
the microtubules. In presence of ATP or the ATP analogues ATPYS and AMP-PNP stiffness
increased by at least 100 % to values of 0.125 pN/nm, 0.15 pN/nm and 0.134 pN/nm,
respectively. In addition, bending of kinesin molecules around a pivot point located ~ 10 nm
away fron the microtubule binding side has to be announced. The neck linker of kinesin is
located ~ 10 nm away from the microtubule binding side while the neck-stalk hinge is located
at a distance of 15 nm away from the microtubule binding side. Furthermore, the flexibility of
the neck linker was previously found to be different with and without ATP. We therefore

assume that the neck linker is the origin of the observed molecular elasticity.
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1 Abkurzungsverzeichnis

ADP Adenosin-5"-diphosphat

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-hydrochlorid
AMP-PNP By-Amidoadenosin-5"-phosphat

ATP Adenosin-5"-triphosphat

ATPYS By-Sulfo-Adenosin-5"-triphosphat

Biotin-PEAC5-maleimide 6-{N’-[2-(N-Maleimido)ethyl]-N-piperazinylamido}hexyl-D-
biotinamid-hydrochlorid

BSA Rinderserumalbumin

CrP Kreatinphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

E64 N-[N-(L-3-Trans-carboxiran-2-carbonyl)-L-leucyl]-agmatin
EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigacetat

EGTA Bis-(aminoethyl)-glycolether-N,N,N",N -tetraacetat
F-Aktin filamentdses Aktin

FRET Fluoreszenzresonanzenergietransfer Mikroskopie
g Erdbeschleunigung

G-Aktin globulares Aktin

GSH Glutathion

GTP Guanosin-5"-triphosphat

Hepes 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulphonsaure
HMM schweres Meromyosin

k Boltzmann-Konstante (1,381 * 10 J/K)

kD Kilodalton

kHz Kilohertz

LC leichte Myosinkette

LMM leichtes Meromyosin

MLC leichte Myosinkette

MWCO Molekulargewichtausschlussgrenze

MyHC schwere Myosinkette

PBS phosphate buffered saline

PFM Photonische(s) Kraftmikroskop/Kraftmikroskopie



Abklirzungsverzeichnis

anorganisches Phosphat
Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsaure)
Phenylmethylsulfonylchlorid
Rhodamin-Phalloidin
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Total Internal Reflection Fluorescence Mikroscopy
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Tetramethylrhodamin-B-isothiocyanat



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Motormolekiile

Der intrazellulare Transport, die Trennung der replizierten Chromosomen wahrend
der Zellteilung, das Schlagen von Flagellen und Zilien und die Muskelkontraktion
vielzelliger Lebewesen sind Beispiele fur Bewegungen von und in lebenden
Organismen. Sie basieren auf der zyklischen Interaktion von Motorproteinen wie
Myosin, Kinesin und Dynein mit Strukturproteinen des Zytoskeletts wie Aktin und
Tubulin. Myosin, Kinesin und Dynein sind dabei mit verschiedenen Zugarten
vergleichbar, die auf unterschiedlichen Arten von Schienen, Myosin auf Aktin-
filamenten und Kinesin und Dynein auf Mikrotubuli, fahren. Die Motorproteine
besitzen Enzymcharakter, da sie zur Bereitstellung der flr die Bewegung bendtigten
Energie ATP hydrolysieren. Sie wandeln dessen chemische Energie gekoppelt mit
eigenen Strukturanderungen in mechanische Arbeit und Warme um. Mit Hilfe
verschiedenster Techniken wurde und wird versucht aufzuklaren, wie diese
Strukturanderungen der Motorproteine wahrend ihrer Arbeit aussehen und was ihre
mechanischen Eigenschaften sind.

Verschiedene Familien von Motoren und Filamentsystemen des Zytoskeletts werden
im folgenden kurz vorgestellt und deren Gestalt und Arbeitzyklen kurz beschrieben.

2.2 Das Aktomyosin-System

2.2.1 Myosin

Die Familie der Myosine, der aktin-abhangigen Motormolekile, umfasst inzwischen
mindestens 18 verschiedene Klassen (Hodge und Cope, 2000; Mermall et al., 1998;
Mooseker und Cheney, 1995; Sellers, 2000; Wu et al., 2000) und durch Methoden
wie der DNA-Sequenzierung werden standig neue Vertreter entdeckt. Die
unterschiedlichen Myosinklassen, die teilweise bisher nur in bestimmten Tieren oder
Pflanzen gefunden wurden, kdnnen sich dabei erheblich in Arbeitsweise und Aufbau
wie z.B. der Schwanzregion oder der Anzahl der leichten Ketten unterscheiden
(Mermall et al., 1998; Sellers, 2000; Wu et al., 2000). Allen Myosinen gemeinsam
sind die Fahigkeit zur Aktinbindung und die ATPase-Aktivitat, die von F-Aktin

stimuliert werden kann.
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Myosin Il, das sogenannte konventionelle Myosin, war 1864 das erste Motormolekdl,
das entdeckt wurde. Es ist der Hauptbestandteil der dicken Filamente der
quergestreiften Muskulatur. Beim Myosin Il handelt es sich um ein hexameres
Protein, das aus zwei schweren Ketten (MyHC, myosin heavy chain) und zwei
Paaren unterschiedlicher leichter Ketten (MLC, myosin light chain), jeweils einer
essentiellen und einer regulatorischen, LC1 und LC2, besteht. Die MyHC lassen sich
in einen N-terminalen, langlichrunden Kopf und einen C-terminalen langen,
fadenformigen, o-helikalen Schwanz unterteilen. Zwei dieser MyHC lagern sich mit

dem Schwanz zu einer linksgedrehten Schraube, coiled coil genannt, zusammen und

bilden eine stabchenférmige Struktur mit zwei kugeligen Kopfchen (Abbildung 2.1).

Diese Motordomane genannten globularen Kopfe besitzen die fur die Interaktion mit
den Aktinflamenten wichtigen Bindungsstellen, eine ATP-Bindungsstelle und die
ATPase-Funktion. Dort wird ATP zu ADP und P; gespalten und so die Energie fur die
Muskelarbeit geliefert. Im Nackenbereich der Kdpfe befinden sich auerdem noch
zwei Bindungsstellen, an denen die regulatorische und die essentielle leichte Kette
gebunden sind. Das gesamte Molekul ist etwa 170 bis 180 nm lang (Elliott und Offer,
1978; Walker et al., 1985). Auf das enzymatische Spaltprodukt S-1 (Lowey et al.,
1969), bestehend aus Kopf inklusive leichter Ketten, entfallen davon etwa 19 nm
(Walker et al., 1985). Durch das Aufklaren der Kristallstruktur des Kopfteils des
Myosinmolekuls inklusive der beiden leichten Ketten erhielt man noch detailliertere

Aufschlisse Uber die Struktur des Myosinmolekils (Rayment et al., 1993b). In

PAbbildung 2.1]ist ein Myosin Il Molekil schematisch dargestellt. Ebenfalls angedeutet

sind die Produkte, die durch enzymatische Spaltungen dargestellt werden kdnnen.

FUr das Verstandnis des Funktionsmechanismus des Myosins ist die Kopplung der
ATP-Hydrolyse mit der mechanischer Arbeit entscheidend. Nach der Gleitfilament-
theorie (Huxley und Niedergerke, 1954; Huxley und Hanson, 1954) verklrzen sich
die dicken Myosin- und dinnen Aktinfilamente bei der Muskelkontraktion nicht. Nach
diesem Modell gleiten die Filamente bei der Kontraktion aneinander entlang. Dies soll
durch zyklisches Anheften und Ablosen der als Querbricken fungierenden Myosin-
kopfe an den Aktinfilamenten (Querbrickentheorie) unter ATP-Hydrolyse angetrieben
werden (Huxley, 1957; Huxley und Niedergerke, 1954). Aufgrund von Rdntgen-
beugungsexperimenten an Muskelfasern (Reedy et al., 1965) war eine an die ATP-
Spaltung gekoppelte Konformationsanderung des Myosins postuliert worden (Huxley,

1969), ohne dass die Details genauer bekannt waren.
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Heavy chain

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines Myosin Il Molekils mit regulatorischer leichter Kette
(RLC) und essentieller leichter Kette (ELC). Die enzymatischen Spaltprodukte S-1, S-2, HMM
(schweres Meromyosin) und LMM (leichtes Meromyosin) und die Spaltstellen wurden eingezeichnet
(verandert, aus Voet und Voet, 1995).

Aufbauend auf dem 1957 von A.F. Huxley vorgeschlagenen Modell haben sich
seitdem zahlreiche Arbeiten mit der Erstellung von biochemischen Schemata der
zyklischen ATP-Hydrolyse durch den Aktomyosin-Komplex beschaftigt. Durch
kinetische Untersuchungen von Myosinkdpfen in Losung ergaben sich Schemata, die
in mehreren Schritten das zyklische Anheften, Bewegen und Abdissoziieren eines
Myosinkopfes an und von einem Aktinfilament, die dabei stattfindende Hydrolyse
eines ATP-Molekuls und die Freigabe der Hydrolyseprodukte ADP und P; verbanden
(Lymn und Taylor, 1971). Dieses grundlegende Modell wurde seither um viele
Aspekte wie zum Beispiel weitere Zwischenzustande (Eisenberg und Hill, 1985;
Eisenberg et al., 1980; Geeves, 1991; Geeves et al., 1984; Stein et al., 1979),
Gleichgewichtskonstanten der Teilreaktionen und der Regulation der Aktinfilamente

durch Calcium-lonen erweitert. Ein reduziertes Schema, welches die Regulation der

Aktinfilamente nicht berlicksichtig, ist in [Abbildung 2.2| dargestellt. Der Arbeitszyklus

eines Myosinmolekuls soll im folgenden vom Anbinden an ein Aktinfilament bis hin
zum ATP-abhangigen Ablosen des Myosins in einem fur diese Arbeit relevanten

Rahmen beschrieben werden.
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Abbildung 2.2: Reduziertes kinetisches Schema der Aktomyosin-ATPase (teilweise entnommen und
erweitert nach Brenner und Chalovich, 1999) mit M = Myosin, A = F-Aktin, T = ATP und D = ADP. Die
Ratenkonstanten sind jeweils fur Hin- und Ruckreaktionen an den entsprechenden Pfeilen
angegeben. Die Ratenkonstante der ADP-Abgabe im Schritt AMD zu AM ist fir isotonische und

isometrische Bedingungen gesondert angegeben.

Ein Myosinmolekul hat in seiner Nukleotidbindungstasche ein Molekul ATP

gebunden. Seine Affinitat zu Aktin ist niedrig; es liegt in diesem ATP-Zustand

zunachst Uberwiegend ungebunden vor (,MT“ in |Abbildung 2.2). Das ATP wird von

der ATPase des Myosins zu ADP und Phosphat hydrolysiert. Die Wahrscheinlichkeit
einer schwachen Bindung an Aktin ist fur die Zustande vor oder nach der ATP-
Hydrolyse praktisch gleich. Wenn Myosin an Aktin gebunden ist, kann nach
Isomerisierung zu einem kurzlebigen, weiteren Zwischenzustand (,AMDP{"), in dem
ADP und Phosphat in der Nukleotidbindungstasche enthalten sind, die schnelle
Phosphatabgabe erfolgen. Dadurch geht das Myosinmolekul in eine starkere
Aktinbindung Uber, da seine Aktinaffinitat nun hoch ist. Die Geschwindigkeit der
anschlieRenden ADP-Abgabe ist stark anhangig von der Spannung, unter der die am
Aktin gebundenen Myosinkdpfe stehen. Unter isotonischen Bedingungen, also bei
abnehmender Spannung der Querbricke, geht die Abgabe des ADP schnell
vonstatten. Unter isometrischen Bedingungen, also bei eingeschrankter
Beweglichkeit der Querbricke, bleibt die Spannung erhalten und die ADP-Abgabe
lauft etwa um Faktor 1000 langsamer ab. Im nukleotidfreien Zustand ist der
Myosinkopf fest an das Aktinflament gebunden, seine Affinitat zu Aktin ist am
hochsten. Durch Aufnahme eines Molekuls ATP geht der Myosinkopf wieder in einen
Zustand niedrigerer Aktinaffinitat Gber. Ablésen des Myosins vom Aktinfilament wird
mdglich. Das Myosinmolekdul ist wieder frei und kann erneut durch Anbinden an ein

Aktinfilament seinen ATPase-Zyklus durchlaufen.
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In Gegenwart oder Abwesenheit von ATP unterscheiden sich die geschwindigkeits-
bestimmenden Schritte im ATPase-Zyklus des Myosins. Myosin alleine kann nach
der Hydrolyse des ATP das entstandene Phosphat nur sehr langsam abgeben. Unter
isotonischen Bedingungen ist der Hydrolyseschritt des ATP geschwindigkeits-
bestimmend. Er stellt den langsamsten Schritt, sowohl aktingebunden als auch frei in
Losung, dar und alle anschlieBenden Schritte, insbesondere die ADP-Abgabe, laufen
schneller ab. Durchlauft das Myosin jedoch unter isometrischen Bedingungen seinen
Arbeitszyklus, so andert sich dies. Durch die Spannung, unter der die Querbricke
steht, verlangsamt sich die ADP-Abgabe, die nun geschwindigkeitslimitierend wird.
Bei Mangel an ATP wird die Bindung eines neuen ATP-Molekuls
geschwindigkeitsbestimmend und das Myosinmolekul verbringt den grof3ten Teil
seiner Zeit nukleotidfrei und fest an ein Aktinfilament gebunden im sogenannten
Rigor-Zustand.

Wie schon bei der Beschreibung des ATPase-Zyklus des Myosins erwahnt, kann die
Motordomane des Myosins unterschiedlich stark an das Aktinfilament binden. Zu den
schwach gebundenen Zustanden der Querbricken niedriger Aktinaffinitat gehoren
die, in denen der Myosinkopf ATP oder die ATP-Hydrolyseprodukte ADP und
Phosphat gebunden hat. Enthalt das Myosinmoleklul der Querbricke jedoch ein
ADP-Molekul oder ist nukleotidfrei an Aktin angebunden, so liegen stark gebundene
Zustande hoher Aktinaffinitat vor (Greene und Eisenberg, 1980). Aus diesen
Zustanden schwacher und fester Bindungen des Myosinkopfes an Aktin wurde in
Verbindung mit der Klarung der Kristallstruktur des Myosinkopfes ein Modell
entwickelt, welches die einzelnen Bindungsarten naher zu charakterisieren versucht
(Rayment et al, 1993a). Wahrend der schwachen Bindungszustande des
Myosinkopfes an einem Aktin-flament treten zunachst elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Aminosauren eines Teils des
Myosinkopfes mit negativ geladenen Aminosauren des Aktins auf. Bei einem
Ubergang in eine feste Bindung werden zwischen diesem Teil des Myosins und Aktin
hydrophobe Wechselwirkungen ausgebildet, wodurch das Myosinmolekdl
stereospezifisch bindet und ihm vom Aktinfilament die Laufrichtung vorgegeben wird.
Durch Ausbildung weiterer Wechselwirkungen zwischen dem Myosinkopf und Aktin
wird diese Bindung noch verfestigt. Durch Konformationsanderungen innerhalb des
Myosinkopfes kommt es dabei zur Kraftgenerierung und zu Bewegung relativ zum

Aktinfilament.
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2.2.2 Aktin

Neben den Mikrotubuli und den Intermediarflamenten stellen die Aktin- oder
Mikrofilamente eine der Hauptgruppen der Zytoskelettfilamente dar. Bei den
Aktinfilamenten, auch F- (filamentoses) Aktin genannt, handelt es sich um kabelartige
Filamente mit einem Durchmesser von etwa 6 nm. Sie werden durch Polymerisation
aus globularen Monomeren (G-Aktin) gebildet. Diese Aktin-Monomere besitzen eine
tiefe Mulde, in der ATP oder ADP und ein Mg**-lon gebunden sind. Diese Nukleotide
spielen bei der Kontrolle von Polymerisation und Depolymerisation eine Rolle
(Kabsch et al., 1990). Jedes Aktinmonomer katalysiert die Hydrolyse eines Molekdls
ATP wahrend eines Polymerisations- und Depolymerisationszyklus. Allen Isoformen
des Aktin gemein sind funktionelle Eigenschaften wie die Fahigkeit zur
Selbstassoziation zu Filamenten und die Stimulation der ATPase-Aktivitat des
Myosins.

Die bei weitem am besten untersuchte Isoform ist die der Skelettmuskulatur von
Vertebraten. Die nativen Aktinflamente der Skelettmuskulatur bestehen haupt-
sachlich aus Aktin und den Regulatorproteinen Tropomyosin und Troponin C, | und
T. Bei dem unter physiologischen Bedingungen in Muskeln vorkommenden F-Aktin
handelt es sich um helikale, rechtsgangige Filamente (Moore et al., 1970), die die
Kernstruktur der sogenannten dunnen Filamente der Muskelsarkomere bilden. Die
perlschnurartigen Filamente haben eine Periodizitat von 72 nm, woraus sich eine
Wiederholung gleicher Bereiche alle 36 nm ergibt. Zwei Aktin-Monomere sind dabei
etwa 5.5 nm voneinander entfernt (Squire, 1981). Aktinfilamente sind polar und ihre
beiden Enden sind strukturell unterschiedlich. Die Filamente wachsen am
sogenannten Plus-Ende schneller als am sogenannten Minus-Ende.

Bei in vitro-Experimenten werden jedoch haufig durch Polymerisation von
aufgereinigtem Aktin hergestellte, fluoreszenzmarkierte Aktinfilamente verwendet.
Diese enthalten im Gegensatz zu nativen Aktinfilamenten in Muskelfasern keine
anderen Proteine wie Nebulin oder die Regulatorproteine Tropomyosin und Troponin.
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2.3 Das Kinesin-Mikrotubuli-System

2.3.1 Kinesin

Motorproteine der Kinesinfamilie sind Mikrotubuli-aktivierte ATPasen. Sie bewegen
sich entlang von Mikrotubuli, filamentdsen Strukturen des Zytoskellets, gebildet aus
Protofilamenten, die durch Polymerisation von of3-Tubulin-Heterodimeren entstehen.
Das konventionelle Kinesin wurde urspringlich in Riesenaxonen von Tintenfischen
entdeckt, wo es flr den anterograden Vesikeltransport zustandig ist (Vale, 1987).
Allen Kinesinen gemeinsam ist eine etwa 340 Aminosauren umfassende, N-terminale
Region, die die Kopf- oder Motordomane beinhaltet. Diese enthalt die ATPase-
Aktivitat und die Bindungsstelle fur Mikrotubuli und ist in der Lage, Bewegung zu
produzieren (Stewart et al., 1993; Yang et al., 1990).

Kinesin ist ein 80 bis 100 nm langes Heterotetramer (Amos, 1987; Hirokawa et al.,
1989). Es wird von zwei schweren und zwei leichten Ketten gebildet (Berliner et al.,
1995; Block, 1998). Die schweren Ketten umfassen N-terminal die 10 nm langen
Kopfdomanen, die Uber eine coiled coil, dem Stiel, mit dem C-terminalen, etwa 15 nm
langen Schwanzteil verbunden sind, wo die leichten Ketten gebunden sind (Hirokawa
et al., 1989). Dieser Stiel wird etwa in seiner Mitte von einer prolinreichen Region
unterbrochen und so in die coil 1 (etwa 30 nm lang) und coil 2 (etwa 20 nm lang)
unterteilt (Amos, 1987; Hirokawa et al., 1989; Yang et al., 1989). Auch zwischen dem
die Kopfdomanen verbindenden, 5 nm langen Nackenteil (Kozielski et al., 1997) und
dem Stiel befindet sich ein Gelenk. Die Kopfdomanen sind Uber sogenannte neck

linker mit den Nackenregionen verbunden. In |Abbildung 2.3 ist ein Kinesinmolekiil

schematisch dargestellt.

Im Gegensatz zu Myosin |l ist das konventionelle Kinesin ein prozessives
Motormolekil. Das heildt, es kann Hunderte von 8 nm langen Schritten, entsprechend
der Grofde eines of-Tubulin-Heterodimers, entlang eines Mikrotubulus machen ohne
von diesem abzudissoziieren (Block et al.,, 1990; Howard, 1996; Svoboda et al.,
1993). Vermutlich jeder Schritt ist dabei an die Hydrolyse eines Molekuls ATP
gekoppelt (Coy et al., 1999; Hua et al., 1997; Schnitzer und Block, 1997). Diese
Schritte sollen von Konformationsanderungen innerhalb des an einen Mikrotubulus
gebunden Kinesinkopfes induziert werden. Diese Konformationsanderungen sollen
erfolgen, wahrend ATP am Kinesinkopf gebunden ist (Rice et al., 1999).



Einleitung

heck linker

Stiel
aus coil 1 und coil 2

rd

IR,

| £ | 4
R i
N-terminale !
Motordoménen C-terminale""m

Schwanzdoménen

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines Kinesinmolekils mit N-terminalen Motordoméanen
(gelb), Stiel und C-terminalen Schwanzdomanen (beides grau). Im Kopfbereich ist die Kristallstruktur
des Kinesin-Dimers angedeutet (Kozielski et al., 1997) (verandert, aus Woehlke und Schliwa, 2000)

In Analogie zu den fir das Aktomyosin-System erstellten ATPase-Schemata wurden
auch zahlreiche Modelle flr das Kinesin-Tubulin-System vorgeschlagen. Nachdem
anfanglich haufig nur ein Kopf des Motormolekuls Kinesin bericksichtig wurde (Jiang
und Hackney, 1997; Ma und Taylor, 1997b; Sadhu und Taylor, 1992) gehen viele
Autoren aufgrund des prozessiven Verhaltens dieses Motors mehr und mehr dazu
Uber, auch den zweiten Kopf zu bericksichtigen (Hackney, 1994a; Hackney, 1994b;
Hancock und Howard, 1999; Ma und Taylor, 1997a; Mandelkow und Johnson, 1998;

Moyer et al., 1998). Ein solches Schema relevanter Zwischenzustande, welches

einen halben ATPase-Zyklus des zweikopfigen Kinesins darstellt, ist in jAbbildung 2.4|

entwickelt worden. Es soll im folgenden anhand des natirlichen Arbeitszyklus des
Kinesins, beginnend mit dem Binden des freien Kinesins an einen Mikrotubulus bis
hin zum doppelkopfigen Anbinden bei ATP-Mangel, in Analogie zum Myosin Rigor-
Zustand genannt, beschrieben werden.

Wie schon erwahnt ist eine der Aufgaben des Kinesins der intrazellulare Transport
von Vesikeln in die Peripherie von Nervenzellen. Die zu transportierenden Vesikel
sind dabei an die C-terminale Schwanzdomane gebunden. Im ungebundenen
Zustand enthalten beide Kinesinkopfe jeweils ein ADP-Molekul. Im Gegensatz zu
Myosin ist bei Kinesin der Zustand mit ADP durch geringe Affinitat zum
Bindungpartner gekennzeichnet. Abhangig von der Mikrotubulikonzentration bindet
zunachst ein Kopf an einen Mikrotubulus, was die ADP-Abgabe dieses Kinesinkopfes
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Abbildung 2.4: Reaktionsschema der Kinesin-ATPase (erweitert, nach Mandelkow und Johnson
(1998) und Moyer et al. (1998)) mit M = Mikrotubulus, K = Kinesinkopf, und P; = Phosphat: Bindung
eines Kinesinkopfes an einen Mikrotubulus ist durch M* angedeutet. Der Ubersichtlichkeit wegen sind
die beiden Kinesinkdpfe in unterschiedlichen Farben dargestellt. Die Ratenkonstanten einzelnen
Teilreaktionen sind an den entsprechenden Pfeilen (in schwarz) angegeben, ebenso die sich daraus
ergebenden Lebensdauern (rot) des vorhergehenden Zustands. Der mit beiden Kdpfen an den
Mikrotubulus gebundene, nukleotidfreie ,Rigor‘-Zustand und der ungebundene Zustand sind
gesondert beschriftet.
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sehr beschleunigt (Hackney, 1994a; Hackney, 1994b; Ma und Taylor, 1997a) und
den gesamten ATP-Hydrolysezyklus etwa 10000fach beschleunigt (Hackney, 1994b).
Nach erfolgter ADP-Freisetzung ist nun eine Kopfdomane des Kinesinmolekuls fest
an den Mikrotubulus gebunden, wahrend die andere noch ADP gebunden hat und
nicht an den Mikrotubulus gebunden ist (Hackney, 1994a; Hackney, 1994b). Der
nukleotidfreie, fest gebundene Kopf ist nun wieder in der Lage ATP zu binden. Die
Geschwindigkeit dieser Reaktion lauft in Abhangigkeit von der ATP-Konzentration ab.
Nach diesem Reaktionsschritt ist der Kinesinkopf weiterhin fest an den Mikrotubulus
gebunden, da sich, wie auch der nukleotidfreie Zustand, der ATP-Zustand des
Kinesinkopfes durch eine hohe Affinitat zu Mikrotubuli auszeichnet. Wahrend dieser
Kopf fest an den Mikrotubulus gebunden bleibt, bindet nun auch die zweite
Motordomane an das gleiche Protofilament des Mikrotubulus (Hoenger et al., 2000)
und gibt anschliel3end das von ihr gebundene ADP ab. Das Kinesinmolekdl ist jetzt
uber zwei Kopfe fest an den Tubulus gebunden. Nach Hydrolyse des ATP zu ADP
und Phosphat erniedrigt sich die Tubulin-Affinitat dieses Kinesinkopfes und er 16st
sich von dem Mikrotubulus ab, wahrend der andere Kopf fest gebunden bleibt.
Anschlieliend wird das entstandene Phosphat schnell freigesetzt. Einer der beiden
Kopfe des Kinesinmolekuls hat somit seinen mikrotubuli-stimulierten ATPase-Zyklus
durchlaufen und der Zyklus des gesamten Molekuls wird nun von dem anderen Kopf
vervollstandigt. Ist nicht genug ATP in Nahe vorhanden, so bindet auch der zweite
Kopf nach Freisetzung seines ADP fest an den Mikrotubulus. Das Kinesinmolekiil
befindet sich im Rigor-Zustand.

Wie schon fur Myosin gezeigt andern sich unter verschiedenen Bedingungen die
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte auch im ATPase-Zyklus des Kinesins. In
Abwesenheit von Mikrotubuli kann Kinesin das von ihm gebundene ADP nur sehr
langsam abgeben. Hier ist die ADP-Dissoziation der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt (Hackney, 1994a). Die Anwesenheit von Mikrotubuli beschleunigt die ADP-
Abgabe jedoch erheblich, was somit auch die ATPase Rate des Kinesins etwa 2000
bis 10000fach erhdhen kann (Hackney, 1994b; Johnson und Gilbert, 1995). Bei
ausreichender ATP-Konzentration und in Anwesenheit von Mikrotubuli ist somit nicht
mehr die ADP-Abgabe, sondern ein anderer Schritt geschwindigkeitsbestimmend.
Dabei handelt es sich um das Ablosen des Kinesinkopfes vom Mikrotubulus nach
erfolgter ATP-Hydrolyse (Gilbert et al., 1995). Bei wenig oder keinem ATP in der

Umgebung wird das Kinesinmolekil den grofdten Teil seiner Zeit nukleotidfrei,
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wartend auf ein Molekil ATP verbringen. Dabei ist es entweder mit einem
nukleotidfreien Kopf fest an einen Mikrotubulus gebunden wahrend der andere Kopf
noch ADP enthalt und ungebunden ist, oder aber das Molekull bindet mit beiden

Kdépfen im Rigor-Zustand.

2.3.2 Tubulin

Mikrotubuli sind réhrenférmige Filamente des Zytoskeletts. Sie entstehen durch
seitliches Aneinanderlagern von Protofilamenten, die durch Polymerisation aus of}-
Tubulin-Heterodimeren gebildeten wurden. Mikrotubuli haben einen Aufendurch-
messer von etwa 24 nm und einen Innendurchmesser von etwa 18 nm. Jedes
Tubulin-Monomer besitzt eine flache Mulde, in der GTP oder GDP und ein Mg**-lon
gebunden sind (Nogales et al., 1998). Wie die Aktinfilamente sind auch Mikrotubuli
polar. Wie bei den Aktinfilamenten wird das schnell wachsende Ende Plus- und das
langsam wachsende Ende Minus-Ende genannt.

2.4 Das Photonische Kraftmikroskop (PFM)

2.4.1 Grundlagen

Das Photonische Kraftmikroskop wurde Ende der Neunziger Jahre am European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) in Heidelberg von der Gruppe Zellbiologie und
Zellbiophysik um Heinrich Horber entwickelt. Das in dieser Arbeit verwendete
Photonische Kraftmikroskop stellt eine Weiterentwicklung dar, gebaut von Stephan
Altmann, EMBL, Heidelberg. Mit dem Photonischen Kraftmikroskop koénnen
Oberflachen und Objekte in einem wassrigen Medium schonend von einer Sonde
abgetastet und die bei der Interaktion zwischen Sonde und Probe wirkenden Krafte
gemessen werden. Wahrend die Probe ein auf einer Oberflache immobilisiertes
Objekt oder die Oberflache selbst ist, dient ein sehr kleines, kugelformiges Partikel
als Sonde. Diese Sonde wird in einem fokussierten Laserstrahl, einer sogenannten
optischen Falle, nahe des Fokus gefangen (Ashkin et al., 1986) und kann durch
Bewegen des Brennpunktes manipuliert werden. Das Partikel wird jedoch durch die
optische Falle nicht starr festgehalten, sondern kann nahe des Laserfokus in allen
drei Raumrichtungen diffundieren. Die Brownsche Bewegung der Sonde wird
wahrend ihrer Interaktion mit der Probe verfolgt. Dies geschieht mit einem

Detektionssystem, mit dem die dreidimensionalen Positionen des Partikels
13
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aufgezeichnet werden (Florin et al., 1997; Pralle et al., 1999). Aus den Verteilungen
der Positionen lassen sich im Folgenden die bei der Wechselwirkung zwischen
Sonde und Probe wirkenden Krafte bestimmen. Die Sonde des Photonischen
Kraftmikroskops ist somit in allen drei Raumrichtungen gut und schnell beweglich und
zeigt die entfernungsabhangigen Krafte bei der Interaktionen zwischen Sonde und

Probe an.

2.4.2 Aufbau des Photonischen Kraftmikroskops

Wie schon erwahnt kombiniert das Photonische Kraftmikroskop eine optischen Falle,
in der ein lichtbrechendes Partikel mittels eines fokussierten Laserstrahls nahe des
Fokus gefangen werden kann, mit einem dreidimensionalen Detektionssystem, mit
dem die dreidimensionalen Positionen des gefangenen Partikels aufgezeichnet
werden. Auferdem beinhaltet das PFM noch auf der Total Internal Reflection
Fluorescence Microscopy (TIRFM) basierende Elemente zur Beobachtung
fluoreszenzmarkierter Proben. Im folgenden sollen kurz die diesen Elementen

zugrunde liegenden Theorien erlautert werden.

2.4.2.1 Optische Fallen

Kleine dielektrische Partikel mit Radien zwischen 25 nm und 100 ym lassen sich
durch einen fokussierten Laserstrahl nahe dessen Fokus festhalten und durch
bewegen des Fokus manipulieren (Ashkin et al., 1986). Voraussetzung hierfur ist,
dass das Partikel lichtdurchlassig ist und sein Brechungsindex grofer ist als der des
umgebenen flussigen Mediums. Die Krafte, die in dieser optischen Falle auf das
Partikel einwirken, setzen sich aus dem Impulsubertrag des gebrochenen Lichts auf
das Partikel und der Wechselwirkung der durch das eingestrahlte Licht im Partikel
induzierten Dipole mit dem Gradienten des elektrischen Feldes im Fokus des Lasers
zusammen. Die GroRe der Krafte hangt von der PartikelgroRe, seiner
Polarisierbarkeit, der Differenz der Brechungsindizes und von der Wellenlange des

eingestrahlten Lichts ab.
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2.4.2.2 Detektion der Sondenposition in drei Dimensionen

Bei der dreidimensionalen Bestimmung der Sondenpositionen wird die Tatsache
ausgenutzt, dass ein in einer optischen Falle gefangenes Partikel das durchtretende
Licht streut. Auf eine Ebene projiziert Uberlagert sich dieses in Vorwartsrichtung
gestreute Laserlicht mit dem ungestreuten Licht und es bildet sich ein
Interferenzmuster. Gestreutes und ungestreutes Licht werden durch eine

Kondensorlinse eingefangen und auf eine in der hinteren Brennebene dieser Linse

positionierte Quadrantenphotodiode projiziert (schematisch in |Abbildung 2.5|

dargestellt). Befindet sich das Partikel in Ruhelage auf der optischen Achse der
Laserfalle, so trifft auf jeden Quadranten ein Viertel der Lichtintensitat. Weicht das
Partikel seitlich von seiner Ruhelage ab, so verschiebt sich auch der von ihm

erzeugte Interferenzfleck auf der Photodiode.

a
Objektiv Kondensor \

einfallendes
Laserlicht

Quad rantenN

photodiode

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der dreidimensionalen Positionsdetektion eines mit einem
fokussierten Laserstrahl gefangenen Partikels (modifiziet nach Tischer (2000): Das in
Vorwartsrichtung durch das Partikel gestreute Laserlicht (pinke Wellenfronten) und das ungestreute
Licht, welches nicht durch das Partikel getreten ist (rote Wellenfronten), Gberlagern sich und bilden ein
Interferenzmuster (schwarzer Fleck) auf einer in der hinteren Brennebene einer Kondensorlinse
positionierten Quadrantenphotodiode. Die dadurch entlang der einzelnen Raumachsen entstehenden
Lichtintensitaten lassen sich durch folgende Gleichungen beschreiben: I,=(a+c)-(b+d); l,=(a+b)-(c+d);
I,= a+b+c+d (Pralle et al., 1999).
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Die dabei auf den einzelnen Quadranten auftreffenden Lichtintensitaten lassen sich
durch Bilden von Intensitatsdifferenzen zur seitlichen ein- oder zweidimensionalen
Positionsbestimmung des Partikels benutzen (Allersma et al., 1998; Finer et al.,
1994; Gittes und Schmidt, 1998). Neben den Helligkeitsverteilungen auf den

einzelnen Quadranten der Photodiode lasst sich auch die Gesamtintensitat des

Lichts benutzen (siehe |Abbildung 2.5). Sie spiegelt die axiale oder z-Position des

Partikels wider (Pralle et al, 1999). Die raumliche Auflésung einer solchen
Positionsdetektion liegt im Nanometer-, die zeitliche Auflosung im Mikrosekunden-
bereich (Pralle et al., 1999).

2.4.2.3 Die Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy

Bei der Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy handelt es sich um eine
Art der Fluoreszenzmikroskopie, bei der die Anregung der Fluorophore nur in
unmittelbarer Nahe einer Grenzschicht zweier Medien unterschiedlicher optischer
Dichten erfolgt. Bei der Totalreflexion eines Lichtstrahls an der Grenzschicht eines
optisch dichteren zu einem optisch dinneren Medium ist auch im optisch dinneren
Medium Lichtintensitat vorhanden (Watkins und Robertson, 1977). Als Lichtquelle
dienen ein oder mehrere Laser, deren Strahlen dezentral durch ein Objektiv mit einer
numerischen Appertur (NA) von mindestens 1,33 geflhrt werden. Die dadurch in
einem sehr spitzen Winkel auf die Grenzschicht treffenden Strahlen werden an dieser
total reflektiert und wieder von dem Objektiv eingefangen. Abhangig von der
verwendeten Wellenlange klingt die Lichtintensitat mit zunehmender Entfernung von
der Grenzschicht exponentiell ab. Dieses Feld der schnell abklingenden

Lichtintensitat wird auch als evanescent field bezeichnet.

2.5 Fragestellungen

In einem kontrahierenden Muskel gleiten die Myosin- und Aktinfilamente aneinander
entlang, und seine Muskelfasern verkurzen sich. Wird diese Verkurzung gebremst
oder unterbunden, wird Kraft entwickelt. Es ist weithin akzeptiert, dass die
Kraftentwicklung oder Verkirzung von Muskelfasern von  strukturellen
Veranderungen innerhalb der an Aktin angebundenen Querbricken herrihren. Die
Querbricken mussen also ein Element enthalten, welches elastisch verformt werden

kann und so das Aufbauen von Spannung innerhalb der Querbricke ermoglicht.
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Obwohl viel Uber die Struktur von Myosin und seinem Bindungspartner Aktin durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen und Rontgenkristallographie wie auch
uber die Kinetik wahrend ihrer Interaktion bekannt ist, bleibt der genaue
Mechanismus der Kraftentwicklung auf molekularer Ebene bis heute unbekannt.

Es wird angenommen, dass Myosinmolekile mindestens zwei flexible Regionen,
eine jeweils zwischen den Kopfdomanen (S-1) und dem Schwanzteil und eine
weitere etwa in der Mitte des Schwanzteils am Ende des Subfragments 2 (S-2)
besitzt. Letztere Region wird auch Gelenk oder Scharnier (hinge) genannt. In dem
Modell des Querbrickenzyklus (Huxley und Simmons, 1971; Huxley, 1969) wird
postuliert, dass dieses Gelenk die Bewegung der Myosinkopfe weg von den
Myosinfilamenten und so die Anheftung der Myosinkopfe an Aktinfilamente
ermdglicht. Als mdogliche Lokalisationen des elastischen Elements innerhalb des
Myosinmolekills werden verschiedene Molekilteile diskutiert. Es wurde vorge-
schlagen, dass sich das elastische Element in Myosins Konverterdomane am
Ubergang des globuldren Teils des Myosinkopfes in die o-Helix, dem sogenannten
Hebelarm mit den Bindungsstellen flr die leichten Myosinketten, befindet (Kéhler et
al., 2002). Auch der Hebelarm selbst kommt als elastisches Element in Frage
(Dobbie et al., 1998; Irving et al., 2000; Uyeda et al., 1996). Alternativ wurden noch
Myosins hinge Region am S-2-LMM-Ubergang (Harrington et al., 1990; Highsmith et
al., 1977; Sugi et al., 1992) und die Aktinbindungsstelle (Huxley, 1974) diskutiert.

All diese Studien wurden an Muskelfasern durchgefuhrt. Experimente an Muskel-
fasern liefern ein gut messbares Signal. Messungen der Molekulelastizitat an Muskel-
fasern beinhalten jedoch einige Probleme. Allen voran ist die unbekannte Anzahl von
Myosinmolekilen in einer Muskelfaser zu nennen. Schatzungsweise handelt es sich
dabei um mehr als 10" Myosinmolekiile, die zwar alle gleichzeitig, aber asynchron
arbeiten. So kann es zu Mischpopulationen von Myosinmolekllen verschiedener
Zwischenzustande mit eventuell unterschiedlichen Eigenschaften kommen. Da die
Austrittsstellen von Myosinkopfen aus den Myosinfilamenten der Muskelfasern
Abstande von 14,3 nm aufweisen, die Bindungsstellen auf den Aktinfilamenten sich
aber alle 5,5 nm wiederholen, muss sich die Mehrheit der Myosinmolekule mehr oder
weniger verformen, um an die Aktinfilamente binden zu kdnnen. Das Resultat ist eine
Mischpopulation von Myosinmolekulen unterschiedlicher Verformungsgrade. Auch
beim Anbinden beider Kopfe eines Myosinmolekuls an ein Aktinfilament im

nukleotidfreien Zustand miuissen sich diese elastisch verformen, um Binden zu
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kénnen. Bei der Muskelkontraktion gleiten die Myosin- und Aktinfilamente aneinander
entlang. Dabei interagieren die Myosinmolekule zyklisch mit dem Aktinfilament. Auch
wahrend Myosinkopfe an Aktin gebunden sind bewegen sich die Filamente, und so
kommt es auch dort zu einer sich andernden Verformung der Myosinmolekile. Es hat
sich jedoch auch gezeigt, dass eine gewisse Dehnbarkeit auch in den Aktin- und
Myosinfilamenten selbst lokalisiert ist (Higuchi et al., 1995; Huxley et al., 1994;
Wakabayashi et al., 1994), was direkte Messungen der Myosinsteifheit in Muskel-
fasern zusatzlich erschwert.

Bei Steifheitsmessungen an Muskelfasern werden gleichzeitig viele Myosinkopfe
gedehnt. Daraus wird abgeschatzt, wie hoch die Elastizitat eines einzelnen
Myosinkopfes sein konnte. Aus all den angefihrten Grinden sind solche
Abschatzungen sehr ungenau. Es ist daher notwendig, die Elastizitat von Myosin an
einzelnen Molekilen zu messen und zu versuchen, die Lokalisation des elastischen
Elements innerhalb des Molekuls zu bestimmen.

Bis heute wurden einige Versuche unternommen, die Elastizitat von Myosin
aulBerhalb von Muskelfasern zu messen. Dazu wurden Myosinmoleklle in
synthetische Myosinfilamente inkorporiert (Ishijima et al., 1998; Ishijima et al., 1996;
Tanaka et al., 1998) oder es wurden Myosinfragmente wie HMM oder S-1 verwendet
(Kitamura et al., 1999; Mehta et al., 1997; Molloy et al., 1995; Nishizaka et al., 1995;
Nishizaka et al., 2000; Veigel et al., 1998). All diesen Studien (bis auf Kitamura et al.,
1999) war gemeinsam, dass die Myosinmolekule in irgendeiner Weise auf einer
Glassoberflache immobilisiert wurden und mit an Mikrospharen oder dinnen Nadeln
befestigten Aktinfilamenten interagierten. Die Steifheit der Aktomyosinkomplexe
wurde indirekt von den in einer oder zwei Dimensionen aufgezeichneten Position der
Mikrospharen oder Nadeln bestimmt.

Mochte man das elastische Verhalten einzelner, an ihren Bindungspartner
gebundener Motormolekule im dreidimensionalen Raum und mit ausreichender
Zeitauflosung bestimmen, so kann man sich ihrer thermischen Fluktuationen
bedienen. Die thermischen Fluktuationen von einzelnen Moleklulen oder
Molekulkomplexen werden von ihrer Gestalt und mechanischen Eigenschaften
beeinflusst. In wassriger Losung werden Teilchen standig von den umgebenden
Wassermolekulen kurzzeitig und aus zufalligen Richtungen angesto3en. Dabei
werden Impulse auf das getroffene Teilchen Ubertragen. Das Teilchen diffundiert.

Diese Diffusion wird Brownsche Bewegung genannt. Befindet sich das Teilchen im
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thermischen Gleichgewicht mit einer Umgebung mit positionsabhangigen
Unterschieden in der Energie, E(x), so lassen sich seine Aufenthalts-
wahrscheinlichkeiten an den Orten verschiedener Energie mit einer Boltzmann-
Verteilung beschreiben. Grundsatzlich tendieren Teilchen dazu, ein Niveau mdglichst
niedriger Energie einzunehmen. Getrieben durch die Kollisionen mit den umgebenen
Molekulen jedoch verbringen sie einen Teil ihrer Zeit an anderen Orten mit hoheren
Energieniveaus. Die Wahrscheinlichkeit p;, das Teilchen auf einem Niveau i mit der
Energie E; anzutreffen wird durch die Gleichung

1 Ei . Ei .
= — -— mit Z = -—, Gleichung 2.1
Pt ZeXp[ kT] zl'eXp[ kT] J

k der Boltzmann-Konstante (1,381 * 10? J/K) und T der absoluten Temperatur
beschrieben. Kann man nun messtechnisch die Positionen des Teilchens Uber einen
ausreichend langen Zeitraum erfassen, lasst sich eine Verteilung der
Aufenthaltswahrscheinlichkeiten des Teilchens erstellen. Unter Verwendung von
Boltzmanns Gesetz (Gleichung 2.1) erhalt man aus der Verteilung der
Aufenthaltswahrscheinlichkeiten die zugehdrige Ortsabhangigkeit der Energie-
niveaus, in denen sich das Teilchen wahrend der Messung befand. Ist die
Ortsabhangigkeit der Energieniveaus im wesentlichen durch die mechanischen
Eigenschaften des biologischen Teilchens bestimmt, so konnen aus diesen
Ortsabhangigkeiten die mechanischen Eigenschaften wie Elastizitat oder
geometrisches Verhalten des biologischen Teilchens abgeleitet werden.
Dieses Prinzip lasst sich mit dem Photonischen Kraftmikroskop ausnutzen. Einzelne
Molekule von Motorproteinen werden auf kleinen, lichtbrechenden Mikrospharen
befestigt. Bindet nun ein Motormolekil an seinen auf dem Kammerboden
immobilisierten Bindungspartner, so werden die Fluktuationen der Mikrosphare durch
die elastischen Eigenschaften der Verbindung zum Kammerboden, also dem
Komplex von Motormolekul und Filament, dominiert. Registriert man die Positionen
der Mikrosphare uber einen ausreichend langen Zeitraum, so erhadlt man eine
Verteilung seiner Aufenthaltswahrscheinlichkeiten, aus der man gemafl Gleichung
2.1 das Energieprofil der Verbindung ableiten kann. Unter der Annahme, dass sich
die Verbindung zwischen Mikrosphare und Glassoberflache wie eine elastische
Feder verhalt und dem Hook schen Gesetz

Kraft F =x* x (mit der Federkonstante k und Auslenkung x)  Gleichung 2.2

folgt, kann man von dem aus der Verteilung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
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abgeleiteten Energieprofil Informationen Uber die mechanischen Eigenschaften des
verbindenden Motormolekuls, wie zum Beispiel seine Federkonstante, ableiten.
Diese Zusammenhange zwischen Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilung der

Mikrospharenpositionen, Energieprofii und Federkonstante des verbindenden

Motormolekils soll |Abbildung 2.6| verdeutlichen. Aus der Gestalt der Positions-

verteilung der uber ein Motormolekul befestigten Mikrosphare lasst sich aullerdem
noch die Lange des verbindenden Elements sowie die Lage mdglicher flexibler

Elemente innerhalb des Molekiils bestimmen.

XISE(X)/kBT

P(x)=e
e )

E(x)=E +!/, x*x?

F(x)=x*x
/‘ﬁon X >

Abbildung 2.6: Gleichungen einer Feder mit linearer Elastizitét. Die Kraft F (schwarz) in Abhangigkeit

der Federauslenkung x wird durch das Hook’'sche Gesetz beschrieben. x bezeichnet die
Federkonstante der Feder. Die blaue Parabel zeigt die zu den jeweiligen Positionen gehérende
Energie der Feder. Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Feder an den verschiedenen Positionen

stellt eine Boltzmann Verteilung dar und ist in rot dargestellit.

Neben den mechanischen Eigenschaften von Myosin Il ist es naturlich von

grundsatzlichem Interesse, die Elastizitaten anderer Mechanoenzyme zu bestimmen
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und aufzuklaren, in welchen Molekulteilen deren elastische Elemente lokalisiert sind.
Das Mechanoenzym Kinesin arbeitet nicht wie Myosin Il in Verbanden vieler
Molekule, sondern transportiert als einzelnes, prozessives Molekul Lasten entlang
von Mikrotubuli. Auch fur Kinesin ist noch nicht geklart worden, welcher Molekdlteil
als elastisches Element zur Bewegungs- und Kraftentwicklung verformt wird. Trotz in
den letzten Jahren aufgeklarter Strukturen von Kinesins Motordomane (Kozielski et
al., 1997; Kull et al., 1996) und Tubulin (Nogales et al., 1998) und vielen
Informationen Uber die Kinetik wahrend ihrer Interaktion, wurde der genaue
Mechanismus der Bewegung von Kinesin entlang von Mikrotubuli auf molekularer
Ebene bis heute noch nicht geklart. Schon bei ersten elektronenmikroskopischen
Untersuchungen an Kinesinmolekulen wurde beobachtet, dass sich etwa in der Mitte
des Kinesinstiels eine biegbare Region befindet (Amos, 1987; Hirokawa et al., 1989).
Diesem Gelenk wurde spater eine Funktion bei der Regulation des Kinesinmolekils
zugeschrieben. Durch Bewegen um diese flexible Region soll es moglich sein, dass
der Schwanzteil eines Kinesinmolekuls in Abwesenheit einer gebundenen Last an
die Motordomanen anbindet und ein Fortschreiten des Kinesinmolekils entlang des
Mikrotubulus verhindert (Coy et al., 1999; Cross und Scholey, 1999). Als elastische
Elemente, die zur Kraftentwicklung verformt werden, wurden verschiedene Regionen
des Kinesinmolekils vorgeschlagen. Neben der Motordomane (Hirose et al., 1995)
und dem Nackenteil des Kinesins wurde vor allem in der Verbindung zwischen
diesen beiden Elementen, dem sogenannten neck linker, ein aussichtsreicher
Kandidat fur diese Funktion gefunden (Amos, 2000; Rice et al., 1999; Sosa et al.,
2001). Auch wurden Konformationsanderungen an den Mikrotubuli beobachtet, die
durch das Binden von Kinesinmolekulen induziert wurden (Hoenger et al., 1995). Die
Festigkeit der Bindung von Kinesin an Mikrotubuli kann sich mit dem gebundenen
Nukleotid andern (Higuchi et al., 1997; Kawaguchi und Ishiwata, 2001; Uemura et al.,
2002) und der in Abwesenheit von ATP flexible neck linker zeigte sich nach Bindung

von ATP immobilisiert und in Laufrichtung des Kinesins verlagert (Rice et al., 1999).
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Es stellen sich also folgende Fragen:

1. Lasst sich mit Hilfe des Photonischen Kraftmikroskops die Elastizitat einzelner
Myosin- und Kinesinmolekule bestimmen?

2. Wie grol} ist die Molekulelastizitat von Myosin und Kinesin?

3. Lasst sich die erhaltene Molekulelastizitat des Myosinmolekuls mit an Muskel-
fasern bestimmten Werten vergleichen?

4. Unterscheidet sich die Elastizitdt von verschiedenen biochemischen
Zustanden der Mechanoenzyme? Ist sie abhangig von der Gegenwart und Art
des gebundenen Nukleotids?

5. Lassen die erhaltenen Daten eine Bestimmung des biegbaren Molekul-
elements zu?

6. Welche Molekilregionen bestimmen die Elastizitdt der verschiedenen

Motormolekiile?

Diese Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien
Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Chemikalien von der Firma Sigma

(Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

3.2 Myosinexperimente

3.2.1 Versuchstiere

FuUr die Praparationen von Myosin aus Einzelfasern der Musculi psoas majores von
Kaninchen wurde ein einjahriges weibliches Kaninchen der Rasse ,Deutscher

Widder” mit einem Korpergewicht von etwa zwei Kilogramm verwendet.

3.2.2 Praparation von Myosin

3.2.2.1 Préaparation von Muskelfaserbiindeln

Das durch Genickschlag betaubte Kaninchen wurde durch Ausbluten (Eréffnen der
Arteriae carotes communes) getotet. Nach Entfernen des Bauchfells und Eréffnen
des Bauchraums wurden Teile der Musculi psoas majores entnommen. Hierzu
wurden die Muskeln freiprapariert und Fett- und Bindegewebe entfernt, bevor
Faserblndel von ca. 2-3 mm Durchmesser an den lateralen Randern der Muskeln
entnommen wurden. Die Faserbindel wurden in einer mit Sylgard ausgegossenen
Plexiglaskammer aufgespannt, die mit Skinning Solution A (5 mM KH,PO,, 5 mM Mg-
acetat, 5 mM EGTA, 3 mM Na,ATP, 50 mM Na,CrP, 8 mM NaNj;, 0,01 mM
Leupeptin, 0,001 mg/ml Aprotinin, 0,01 mM Antipain, 0,01 mM E 64, 0,01 mM
Pepstatin, 1 mM AEBSF, 10 mM Glutathion, 5 mM DTT, pH 7,0 bei 5°C, 0,5% Triton
X-100) (Kraft et al., 1995a; Kraft et al., 1995b) aufgeflllt wurde, und fir 30 Minuten
bis zu einer Stunde bei 4°C gehautet. Hierbei wurden die Zellmembranen des
Faserbundels durch das Triton X-100 permeabilisiert. Nach AbgieRen der Losung
wurde einmal mit Skinning Solution gespult und nun fur jeweils 30 Minuten bis zu
einer Stunde bei 4°C mit Skinning Solution (56 mM KH.PO., 5 mM Mg-acetat, 5 mM
EGTA, 3 mM NaATP, 50 mM Na,CrP, 8 mM NaN3, 0,01 mM Leupeptin, 0,001 mg/ml
Aprotinin, 0,01 mM Antipain, 0,01 mM E 64, 0,01 mM Pepstatin, 1 mM AEBSF,
10 mM Glutathion, 5 mM DTT, pH 7,0 bei 5°C) mit ansteigenden
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Sucrosekonzentrationen (0,5 M; 1,0 M; 1,5 M) und abschlie®end flr zwei Stunden
bei einer Sucrosekonzentration von 2,0 M in der verschlossenen Kammer inkubiert.
Anschliefend wurden die Faserblindel in 15-20 mm lange Stucke geschnitten, in

flissigem Propan eingefroren und in flissigem Stickstoff gelagert.

3.2.2.2 Préparation von Myosin aus einzelnen Muskelfasern

Ein wie unter eingefrorenes Faserbindel wurde in etwa 10 ml Skinning
Solution auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurde das Bulndel in einer mit Sylgard
ausgegossenen Plexiglaskammer unter Skinning Solution an beiden Enden fixiert
und Einzelfasern mit einer feinen Pinzette in Langsrichtung herausgezogen (Yu und
Brenner, 1989). Einzelne Muskelfasern wurden auf einer ausgezogenen und
zugeschmolzenen Glaskapillare aufgespult und in einem Volumen von 5 pl Myosin-
Extraktionspuffer (500 mM NaCl, 10 mM Hepes, 5 mM MgCl,, 2 mM MgATP, 30 mM
DTT) pro Faser 30 Minuten auf Eis extrahiert. Dann wurden die Glaskapillaren mit
den Faserresten aus dem Extraktionspuffer entfernt und die Lésungen entweder im
in vitro Motilitdtsassay eingesetzt oder mit Latexbeads inkubiert, welche fir PFM-

Experimente benutzt wurden.

3.2.3 Praparation von Aktinfilamenten

3.2.3.1 Préaparation von G-Aktin

Die Praparation von G-Aktin wurde modifiziert auf der Grundlage einer Literatur-
vorgabe (Pardee und Spudich, 1982) durchgefuhrt. Etwa 300 g Ruckenmuskulatur
wurden einem Kaninchen enthommen und sofort auf Eis gelegt. Anschlielend wurde
das Muskelgewebe mit einem vorgekuhlten Fleischwolf zerkleinert und Myosin
12 min unter mehrmaligem Umrthren mit einem Glasstab in einem 3fachen Volumen
Extraktionslosung A (500 mM KCI, 100 mM K;HPO4, 10 mM PMSF) extrahiert. Das
Pellet aus einer Zentrifugation (8000 rpm, 4°C, in einer Kontron Centrion Kuhl-
zentrifuge mit Rotor A6.9) wurde zweimal je 10 Minuten in einem gleichen Volumen
wie bei der vorherigen Extraktion in Extraktionslésung B (500 mM KCI, 130 mM
KHCO3) extrahiert. Zwischen den beiden Extraktionen wurde 15 Minuten (4000 rpm,
4°C, in einer Kontron Centrion Kuhlzentrifuge mit Rotor A6.9) zentrifugiert. An das
Aufnehmen des Pellets in einem Liter destilliertem Wasser und Einstellen des pH-
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Wertes auf 8,6 schloss sich eine erneute Zentrifugation (4000 rpm, 4°C, in einer
Kontron Centrion Kuhlzentrifuge mit Rotor A6.9) an. Das daraus resultierende Pellet
wurde drei- bis viermal mit destilliertem Wasser gewaschen, bis es gerade zu quellen
begann, und nun viermal in etwa 4°C kaltem Aceton aufgenommen, ca. 15 Minuten
stehen lassen und in einem doppelt gelegten Mulltuch ausdrickt. Das Aktin-Aceton-
Pulver wurde in einer Petrischale ausgebreitet und Uber Nacht unter dem Abzug
getrocknet, am nachsten Tag gewogen und bei -20°C eingefroren. 9 g des Aktin-
Aceton-Pulvers wurden in 180 ml Extraktionslésung C (2 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,2
mM NaATP, 0,2 mM CaCl,, 0,005 % NaNs, 0,5 mM DTT) auf Eis 30 Minuten unter
Rihren extrahiert. Der Uberstand der anschlieRenden 20 miniitigen Zentrifugation in
einer Kontron Centricon Kuhlzentrifuge mit Rotor A8.24 bei 4°C und 20000 rpm
wurde uber Glaswolle filtriert und sein Volumen bestimmt. Durch Zugabe von festem
KCI, MgCly- und Na,ATP-Lésungen zum Uberstand wurden zur Polymerisation des
G-Aktins zu Filamenten Konzentrationen von 50 mM KCI, 2 mM MgCl; und 1 mM
Na,ATP eingestellt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde festes
KCI bis zu einer Endkonzentration von 600 mM zugegeben und unter gelegentlichem
Ruhren 30 Minuten inkubiert. Das entstandene F-Aktin wurde in der anschlieRenden,
eine Stunde dauernden Zentrifugation bei 4°C mit 45000 rpm in einer Kontron
Centricon Ultrazentrifuge mit Rotor TFT 70.38 als Pellet abgetrennt und nun in 27 ml
Extraktionslosung C mit Hilfe eines vorgekihlten Dounce-Homogenisators
resuspendiert. Es folgte eine Dialyse Uber Nacht gegen einen Liter Extraktionslésung
C, die noch zweimal, ebenfalls Uber Nacht, wiederholt wurde. Am insgesamt 6. Tag
der Praparation wurde bei 4°C mit 45000 rpm in einer Kontron Centricon
Ultrazentrifuge mit Rotor TFT 70.38 fur eine Stunde zentrifugiert und das vollstandig
depolymerisierte Aktin im Uberstand erhalten. Nach Bestimmung der Protein-
konzentration wurde die Lésung tropfenweise in flissigen Stickstoff gegeben und
anschlieend bei -80°C gelagert.

3.2.3.2 Biotinylierung von G-Aktin

Wie beschrieben (Ishijima et al, 1998) wurde das in Extraktionslésung C
eingefrorene G-Aktin zunachst in Aktin-Polymerisationspuffer (100 mM KCI, 10 mM
Hepes, pH 7,0) mit 0,8 mg/ml Aktin polymerisiert und dabei zur Entfernung des in der
Extraktionslosung C vorhandenen DTT uber Nacht bei 4 °C gegen Aktin-
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Polymerisationspuffer dialysiert (Dialyseschlauche mit MWCO 12 kD, Sigma). 1 mg
Biotin-PEACS5-maleimide (Dojindo, Gerbu, Gaiberg, Deutschland) wurden in 150 pl
DMSO geldst und bei 25 °C mit der nun Aktinfilamente enthaltenen Losung gemischt
und far 60 Minuten bei 25 °C inkubiert. Nach einer anschlieRenden Zentrifugation in
einer Kontron Centricon Ultrazentrifuge mit Rotor TFT 70.38 bei 38000 rpm flr eine
Stunde bei 4 °C wurden die Filamente durch Resuspendieren in Aktin-
Polymerisationspuffer gewaschen und nochmals fur eine Stunde unter den gleichen
Bedingungen wie vorher zentrifugiert. Nun wurden die Aktinfilamente wieder in
Extraktionslésung C (ohne NaN3) zum Depolymerisieren aufgenommen und gegen
diesen Puffer uber Nacht bei 4 °C dialysiert (Dialyseschlauche mit MWCO 12 kD,
Sigma). Am nachsten Tag wurden die nicht depolymerisierten Aktinfilamente durch
eine Zentrifugation 32000 rpm fur 70 Minuten bei 4 °C abgetrennt und das
biotinylierte G-Aktin aus dem Uberstand in Aliquots in fliissigen Stickstoff eingefroren
und bei -80 °C gelagert.

3.2.3.3 Darstellung von Aktinfilamenten

Orientiert an gangiger Literatur (Harada et al., 1987) wurden zur Polymerisation von
G-Aktin zu Aktinfilamenten 2,5 yM G-Aktin zu einer Losung von 100 mM KCI, 10 mM
Hepes, pH 7,0 (Aktin-Polymerisationspuffer) und 5 yM TRITC-Phalloidin (Rh-Ph)
zugegeben. Polymerisation fand uber Nacht bei 4 °C statt. Ebenso erfolgte die
Polymerisation von biotinyliertem Aktin zu fluoreszenzmarkierten Filamenten. Zur
Darstellung von nicht markierten Aktinfilamenten wurden ebenfalls die oben
beschrieben Lésungen zusammengegeben, jedoch wurden anstelle der 5 uM TRITC-

Phalloidin nur 5 yM Phalloidin zugesetzt.

3.2.4 Der Myosin- in vitro Motilitatsassay

Grundformen des in vitro Motilitdtsassays wurden von der Literatur (Kron et al., 1991;
Thedinga et al., 1999) Ubernommen und modifiziert. Fur die DurchfUhrung der in vitro
Motilitatsassays wurden Durchflusskammern mit Kammervolumina von etwa 5
verwendet. Auf einen gereinigten, der Lange nach geviertelten Standardobjekttrager
wurden in einem Abstand von etwa 5 mm zwei Streifen doppelseitiges Klebeband
parallel aufgeklebt, auf die ein gereinigtes Standarddeckglas gedruckt wurde. Diese

Durchflusskammer wurde frisch mit 6 pl Assaypuffer AB/BSA (25 mM Imidazol, pH
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7,4, 25 mM NaCl, 4 mM MgCl;, 1 mM EGTA, 10 mM DTT, 10 mg/ml D-Glukose,
10 U/ml Glukoseoxidase, 800 U/ml Katalase, 1 mg/ml BSA) und 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert, wodurch die Glasoberflachen mit BSA beschichtet wurden. Nun
wurden 3 pl Myosinldsung eingespult. Nach einer Inkubationsdauer von 30
Sekunden wurde das nicht an die Oberflache gebundene Probenmaterial mit 10 pl
Assaypuffer AB/BSA ausgespult. AnschlieRend wurden 0,3 pl einer 1+9-Verdlinnung
einer LOosung von unmarkierten Aktinflamenten in Assaypuffer AB (25 mM Imidazol,
pH 7,4, 25 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 10 mM DTT, 10 mg/ml D-Glukose,
10 U/ml Glukoseoxidase, 800 U/ml Katalase) eingespult. Nach 30 Sekunden wurde
nochmals mit 10 pl Assaypuffer AB/BSA gespult und 0,3 pl 1+9-Verdlinnung von
fluoreszenzmarkierten Aktinfilamenten in Assaypuffer AB in die Kammer eingebracht.
Nach nochmaligem Spulen mit Puffer AB/BSA wurde der Assay mit 10 ul Assaypuffer
AB/BSA/ATP (25 mM Imidazol, pH 7,4, 25 mM NaCl, 4 mM MgCl,;, 1 mM EGTA,
10 mM DTT, 10 mg/ml D-Glukose, 10 U/ml Glukoseoxidase, 800 U/ml Katalase,
1 mg/ml BSA, 2 mM MgATP) gestartet und untersucht.

Das Gleiten von sowohl biotinylierten als auch von unbiotinylierten TRITC-Phalloidin
markierten Aktinfilamenten wurde mit einem Total Internal Reflection Fluorescence
Microscope (TIRFM) (Axelrod, 1989) mit einem Olimmersionsobjektiv (PlanApo,
100x, NA 1.40, Olympus, Japan) beobachtet. Das von den Aktinfilamenten emittierte
Licht wurde Uber ein System bestehend aus einem Bildverstarker (VS4-1845, Video
Scope), einer Hamamatsu |CCD-Kamera C 2400-87, einem Kontrollgerat
Hamamatsu Il Controller und einem Hamamatsu Argus-10 Image Prozessor Bild-
verarbeitungssystem einem Panasonic S-VHS-Videorecorder AG-7355-E zugefuhrt
und aufgenommen. Zur Messung der Gleitgeschwindigkeiten von Aktinfilamenten
wurden auf dem Videomonitor die Spitzen der Aktinfilamente manuell an
unterschiedlichen Positionen wahrend ihrer Wanderung markiert. Die Zeitdifferenzen
und die dazugehdrigen Wegstrecken wurden von dem Programm Mark-V (Sheetz et
al., 1986) aufgenommen und spater durch ein Verrechnungsprogramm (geschrieben

von E. Meyhdfer) in Geschwindigkeiten umgerechnet.

3.2.5 PFM - Versuche mit Myosin

Die Myosin-Versuche mit dem Photonic Force Microscope wurden in einer

Durchflusskammer mit einem Kammervolumen von etwa 10 pl durchgefuhrt. Die
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verwendeten Deckglaser (der Breite nach halbierte Glaser der Firma VWR Scientific,
22x60 mm) wurden vor dem Gebrauch in einer 2 %igen HeIImanex®II-L('jsung
(Hellma, Mullheim, Deutschland) im Ultraschallbad gereinigt und nach zweimaligem
Spulen mit doppelt destilliertem Wasser Uber Nacht bei 70 °C getrocknet. Die Ober-
flachen der Durchflusskammer wurden mit dem Biotinbindungsprotein Neutravidin
durch Einspulen einer Losung von 1 mg/ml Neutravidin (Molecular Probes Europe,
Leiden, Niederlande) in Assaypuffer AB 5 Minuten bei Raumtemperatur beschichtet.
Anschlieliend wurde das in Losung verbliebene Neutravidin mit 30 ul Assaypuffer AB
ausgespult. Nun wurden 10fach in Assaypuffer AB verdlinnte fluoreszenzmarkierte
biotinylierte Aktinfilamente in die Kammer injiziert und auf den Oberflachen innerhalb
von 30 Sekunden immobilisiert. Durch Spulen und Inkubation mit Assaypuffer
AB/BSA flur 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden dann die Kammeroberflachen mit
BSA gegen nicht-spezifische Adhasionen blockiert.

Als Sonden flr die Messungen mit dem Photonic Force Microscope wurden
homogen gefarbte, rot fluoreszierende (580/605) Latexbeads (FluoSpheres,
Molecular Probes Europe, Leiden, Niederlande) mit einem Durchmesser von 500 nm
benutzt. Die carboxylat-modifizierten Latexbeads wurden vor Gebrauch fur
15 Minuten bei 1-2 °C durch 20faches Verdunnen in Assaypuffer AB/BSA mit BSA
beschichtet und so gegen nicht-spezifische Adhasionen blockiert. Diese mit BSA
beschichteten beads wurden zu Kontrollmessungen oder zur weiteren Beschichtung
mit Myosinmolekllen verwendet. Dazu wurden 99 ul der beads bei 1-2 °C fur
15 Minuten mit 1 pl einer 100fach in Myosin-Extraktionspuffer verdinnten Losung
von frisch extrahiertem Skelettmuskelmyosin (~0.1 nM Myosin und 0.1 % beads)
inkubiert. Bei den Experimenten wurden die beads ublicherweise 100fach in dem
jeweiligen Puffer verdinnt.

Einzelne Latexbeads wurden wahrend der Experimente in einer optischen Falle mit
einem Super-low-noise Laser einer Wellenlange von 1064 nm (CrystaLaser, Reno,
USA) nahe der unteren Kammeroberflache gefangen. Nach einer anschlielRenden
Kalibration der Detektorantwort etwa 2 um oberhalb der Kammeroberflache zur
genauen Bestimmung der x-, y- und z-Positionen der gefangenen beads wurde die
Sonde durch Bewegen der Probenkammer mittels eines piezoelektrischen Tisches
(Queensgate, Torquay, England) oberhalb eines Aktinfilaments positioniert.

Die Positionen und Ausrichtungen der Aktinflamente wurden mit einem in das PFM

integrierten Total Internal Reflection Fluorescence Microscope (TIRFM) (Axelrod,

28



Material und Methoden

1989) mit einem Olimmersionsobjektiv (PlanApo, 100x, NA 1.40, Olympus, Japan)
bestimmt. Dabei wurden die Fluophore von einem frequenzgedoppelten Nd:YAG-
Laser (Laser2000, Wessling, Deutschland) mit einer Wellenlange von 532 nm
angeregt. Das von den Aktinfilamenten emittierte Licht wurde Uber eine Orca ER
ICCD-Kamera (Hamamatsu, Japan) mit zugehoriger framegrabber-Karte mit einem
Computer aufgenommen. Es wurden fur die Versuche Aktinfilamente ausgewahlt, die
keine Instabilitat bezuglich der Anheftung an die Glasoberflache zeigten und die zur
besseren Auswertung der Ergebnisse eine moglichst ideale Ausrichtung entlang der
x- oder y-Achse zeigten. Nun wurde der Fokus der optischen Falle Uber Bewegen
des Objektivs durch einen Piezopositionierer (Pl-foc, Physikinstrumente, Karlsruhe,
Deutschland) naher an die Kammeroberflache gebracht, um ein Anbinden des an der
Sondenoberflache gebundenen Motormolekils an das Aktinfilament zu ermdglichen.
Die Positionen des Latexbeads wurden dabei mit einer Zeitauflésung von 100 kHz
beobachtet. Nach erfolgtem Anbinden der Sonde an das Aktinfilament wurden
mehrfach die Position der optischen Falle relativ zur Oberflache um 100 nm langs
und quer zum Aktinfilament durch Verschieben der Probenkammer verandert und die

Sondenpositionen registriert.

3.3 Kinesinexperimente

3.3.1 Kinesin

Die zweikopfigen Kinesinmolekule wurden freundlicherweise von Jonathon Howard
(Department of Physiology and Biophysics, University of Washington, jetzt Max
Planck Institut fir molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden) zur Verfugung
gestellt. Das Gen fur die vollstandige schwere Kinesinkette von Drosophila
melanogaster (Yang et al., 1989) mit C-terminalem Histidin-tag wurde in ein pET5-
Plasmid (Novagen, Madison, USA) eingebracht und in Escherichia coli BL21 (DE3)
(Novagen, Madison, USA) exprimiert (Hancock und Howard, 1998). Nach Lysieren
der Zellen erfolgte eine Aufreinigung der Produkte Uber eine 40 ml Nickel-
Nitrilotriessigsaure-Agarosesaule (Quiagen, Santa Clarita, USA). Die Reinheit der
Kinesinmolekule wurde durch eine anschlieBende Succrose-Dichtegradienten-
Zentrifugation weiter erhoht, bevor die Molekile in flussigem Stickstoff eingefroren

und bei —80 °C gelagert wurden.

29



Material und Methoden

3.3.2 Darstellung von polaritatsmarkierten, biotinylierten Mikrotubuli

250 pg Tubulin (Rinderhirntubulin, ProduktNr. T238, Cytoskeleton) wurden in 25 pl
Puffer MBO (80 mM PIPES, 2 mM MgCl,, 1 mM EGTA, pH 6,8) gelost. 60 pg
biotinyliertes Rinderhirntubulin (T333, Cytoskeleton) und 60 pug rhodaminmarkiertes
Rinderhirntubulin (T331, Cytoskeleton) wurden in jeweils 10 yl aufgenommen. Alle
Puffer wurden vor Gebrauch mit einem Filter der PorengréBe 0,1 pm (Millex®-Filter,
Millipore) gefiltert. Anschlieend wurden die drei Tubulin-Lésungen separat flr
35 Minuten in einer Beckman-Tischultrazentrifuge mit Rotor TLA100 bei 4 °C mit
70000 rpm zentrifugiert, um groRere Tubulin-Aggregate und Verunreinigungen
abzuzentrifugieren. Um sehr stark fluoreszierende Polymerisationskeime der Mikro-
tubuli, sogenannte seeds, zu erhalten, wurden nun zu 8 pl der L6ésung des rhodamin-
markierten Rinderhirntubulins 4 pl des Puffers MBO-GTP (80 mM PIPES, 2 mM
MgClz, 1 mM EGTA, 4 mM GTP, pH 6,8) zugegeben und fur 2 Minuten bei 37 °C
inkubiert, wodurch die Polymerisation gestartet wurde. Nach diesen 2 Minuten
wurden dann 23 ul Tubulinlésung, 9 pl biotinyliertes Tubulin und 25 ul Puffer MBO-
GTP hinzugegeben. Die Polymerisation zu langeren Mikrotubuli fand 30 Minuten bei
37 °C statt und wurde durch Zugabe von 70 pl einer warmen 25 pM Taxol-L6sung
(aus einer 10 mM Taxol-stock-Losung in DMSO) in Puffer MBO gestoppt. Durch die
Polymerisation ausgehend von den stark fluoreszenzmarkierten seeds wurden die
Mikrotubuli polarisationsmarkiert. Die seeds finden sich am langsam wachsenden
Ende der Mikrotubuli, dem Minus-Ende, wieder, wahrend das Plus-Ende schwacher
markiert bleibt.

3.3.3 Der Kinesin- in vitro Motilitatsassay

Grundformen des in vitro Motilitdtsassays wurden von der Literatur (Woehlke et al.,
1997) Ubernommen und modifiziert. Fur die Durchfihrung der Kinesin- in vitro
Motilitatsassays wurden Durchflusskammern mit Kammervolumina von etwa 10 ul
verwendet. Die Kammern wurden so wie fur Myosin- in vitro Motilitatsassays
hergestellt und die verwendeten Deckglaser (der Breite nach halbierte Glaser der
Firma VWR Scientific, 22x60 mm) wurden vor dem Gebrauch in einer 2 %igen
Hellmanex®ll-Lésung (Hellma, Miillheim, Deutschland) im Ultraschallbad gereinigt
und nach zweimaligem Spulen mit doppelt destilliertem Wasser Uber Nacht bei 70 °C
getrocknet. Die Durchflusskammer wurde frisch mit 10 pl Puffer MB1 (80 mM PIPES,
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2 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 50 mM KCI, 10 mM DTT, 10 mg/ml D-Glukose, 10 U/ml
Glukoseoxidase, 800 U/ml Katalase, 1 mg/ml Casein, pH 6,8) und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, wodurch die Glasoberflachen mit Casein beschichtet
wurden. Nun wurden 10 pul einer 1 nM Kinesinlésung in Puffer MB1 eingespult. Nach
einer Inkubationsdauer von etwa 5 Minuten wurde das nicht an die Oberflache
adsorbierte Kinesin mit 30 pl Puffer MB1 ausgespult. Anschliel3end wurde eine 1+9-
Verdunnung von fluoreszenzmarkierten, biotinylierten Mikrotubuli in Puffer MB1 mit
20 yM Taxol in die Kammer eingebracht. Nach nochmaligem Spulen mit 30 ul Puffer
MB1 mit 20 uM Taxol wurde der Assay mit 10 yl MB1 mit 20 yM Taxol und 1 mM
MgATP gestartet und untersucht.

Das Gleiten von fluoreszenzmarkierten biotinylierten Mikrotubuli wurde mit einem
Total Internal Reflection Fluorescence Microscope (TIRFM) (Axelrod, 1989) mit
einem Olimmersionsobjektiv (PlanApo, 100x, NA 1.40, Olympus, Japan) beobachtet.
Dabei wurden die Fluophore von einem frequenzgedoppelten Nd:YAG-Laser
(Laser2000, Wessling, Deutschland) mit einer Wellenlange von 532 nm angeregt.
Das von den Mikrotubuli emittierte Licht wurde Uber eine Orca ER ICCD-Kamera
(Hamamatsu, Japan) mit zugehoriger framegrabber-Karte mit einem Computer

aufgenommen und deren Gleitgeschwindigkeiten bestimmit.

3.3.4 PFM - Versuche mit Kinesin

Die Kinesin-Versuche mit dem Photonic Force Microscope wurden in Durchfluss-
kammern mit Kammervolumina von etwa 10 ul durchgefihrt. Die Oberflachen der
Durchflusskammern wurden durch Einspllen einer Lésung von 0,1 mg/ml
Neutravidin (Molecular Probes Europe, Leiden, Niederlande) in Puffer MBO 5 Minuten
bei Raumtemperatur mit Neutravidin beschichtet. Nach Spalen mit 30 uyl Puffer MBO
wurden nun in Puffer MBO mit 20 uM Taxol 10fach verdinnte fluoreszenzmarkierte
biotinylierte Mikrotubuli in die Kammer eingespult und auf den Oberflachen innerhalb
von 30 Sekunden immobilisiert. Durch Spulen und Inkubation mit Puffer MB1 far
5 Minuten bei Raumtemperatur wurden dann die Kammeroberflachen mit Casein
gegen nicht-spezifische Adhasionen blockiert.

Als Sonden fur die Messungen mit dem Photonic Force Microscope wurden
homogen gefarbte, rot fluoreszierende (580/605) Latexbeads (FluoSpheres,

Molecular Probes Europe, Leiden, Niederlande) mit einem Durchmesser von 500 nm
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benutzt. Die carboxylat-modifizierten Latexbeads wurden vor Gebrauch fur
15 Minuten durch 20faches Verdinnen in Puffer MBO mit 1 mg/ml Casein bei 1-2 °C
mit Casein beschichtet und so gegen nicht-spezifische Adhasionen blockiert. Diese
beads wurden zu Kontrollmessungen oder zur weiteren Beschichtung mit Kinesin-
molekulen verwendet. Dazu wurden 20 pl der mit Casein beschichteten Mikro-
spharen bei 1-2 °C fur 15 Minuten mit einer in Puffer MB1 verdunnten Kinesinlésung
(~0.005 nM Kinesin und 0.1 % beads) und 1 pl 1M KCI inkubiert. Bei den Experi-
menten wurden die beads ublicherweise 100fach in dem jeweiligen Puffer verdinnt.

Einzelne Latexbeads wurden wahrend der Experimente in einer optischen Falle mit
einem Super-low-noise Laser einer Wellenlange von 1064 nm (CrystaLaser, Reno,
USA) nahe der unteren Kammeroberflache gefangen. Nach einer anschlieRenden
Kalibration der Detektorantwort etwa 2 um oberhalb der Kammeroberflache zur
genauen Bestimmung der x-, y- und z-Positionen der gefangenen beads wurde die
Sonde durch Bewegen der Probenkammer mittels eines piezoelektrischen Tisches
(Queensgate, Torquay, England) oberhalb eines einzelnen Mikrotubulus positioniert,
dessen Position und Ausrichtung durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt wurde.
Nun wurde der Fokus der optischen Falle Uber Bewegen des Objektivs durch einen
Piezopositionierer (Pl-foc, Physikinstrumente, Karlsruhe, Deutschland) naher an die
Kammeroberflache gebracht, um ein Anbinden des an der Sondenoberflache
gebundenen Kinesinmolekils an den Mikrotubulus zu ermdéglichen. Die Positionen
des Latexbeads wurden dabei mit einer Zeitauflosung von 100 kHz beobachtet. Nach
erfolgtem Anbinden der Sonde an den Mikrotubulus wurde mehrfach die Position der
optischen Falle relativ zur Oberflache um 100 nm langs und quer zum Mikrotubulus
durch Verschieben der Probenkammer verandert und die Sondenpositionen

registriert.

3.4 Datenaufnahme und -analyse

Das von der in der optischen Falle gefangenen Mikrosphare erzeugte Interferenz-
muster wurde auf eine InGaAs-Quadranten Photo Diode (Hamamatsu, Japan)
projiziert, und die von den Lichtintensitaten in den verschienenen Quadranten
resultierenden Differenzstrome wurden Uber eine Datenaquisitionskarte (PCI-6110E,
Nationalinstruments, Minchen, Deutschland) mit einem Computer aufgenommen.

Kalibration der Positionssignale und deren Analyse wurde mit einem auf der
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Auswertesoftware Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, USA) basierenden System,

modifiziert von Stephan Altmann, EMBL Heidelberg, durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Experimente mit Myosinmolekiilen

Die einzelnen Myosinextrakte wurden jeweils unmittelbar nach der Muskelfaser-
extraktion mittels des in vitro Motilitdtsassays auf unversehrte Myosinfunktion
getestet, bevor diese Myosinldsungen mit BSA beschichteten Latexbeads inkubiert

und mit dem Photonic Force Microscope untersucht wurden. Ein Beispiel eines

solchen in vitro Motilitatsassays ist in [Abbildung 4.1| gezeigt. Fluoreszenzmarkierte,

biotinylierte Aktinfilamente wurden von frisch extrahierten Myosinmolekulen, die auf
dem BSA beschichteten Kammerboden adsorbiert waren, in Pfeilrichtung von Bild zu
Bild bewegt. In zwei Fallen ist die jeweils zwischen den Einzelbildern ungefahr

zuruckgelegte Strecke durch weilde Punkte angedeutet.

Abbildung 4.1: Beispiel eines Aktin-Gleitassays zur Kontrolle eines Myosinextrakts vor der Inkubation

mit BSA vorbeschichteten Latexmikrospharen, aufgenommen mit dem im PFM integrierten TIRFM.
Rhodaminmarkierte, biotinylierte Aktinflamente wurden von frisch aus Muskelfasern extrahierten
Myosinmolekiilen (in Pfeilrichtung) bewegt. In zwei Fallen ist die jeweils zwischen den Einzelbildern

ungefahr zuriickgelegte Strecke durch weilte Punkte angedeutet.

4.1.1 Elastizitat einzelner, in Abwesenheit von ATP an Aktinfilamente gebundener

Myosinmolekule

Pbbildung 4.2| zeigt eine Aufnahme eines fluoreszenzmarkierten Latexbeads (gelb)

mit einem Durchmesser von 500 nm, auf dessen mit BSA beschichteter Oberflache
Myosin in sehr geringer Dichte adsorbiert war. Rhodamin-Phalloidin markierte,
biotinylierte Aktinfilamente (rot) wurden auf dem mit Neutravidin beschichteten Boden

der Versuchskammer vereinzelt immobilisiert. In Abwesenheit von ATP kam es zum
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Anheften eines einzelnen Myosinmolekuls an ein Aktinfilament, in dessen Nahe das

Latexbead mittels der optischen Pinzette des PFM gebracht wurde.

Abbildung 4.2: Bild eines fluoreszenzmarkierten Latexbeads (gelb) mit einem Durchmesser von 500
nm, auf dessen mit BSA beschichteter Oberflache Myosin in sehr geringer Dichte adsorbiert war: Das
Latexbead war in Abwesenheit von ATP fest an ein Rhodamin-Phalloidin markiertes, biotinyliertes
Aktinfilament (rot), welches auf dem mit Neutravidin beschichteten Kammerboden immobilisiert war,
angebunden. Die horizontalen und vertikalen Achsen des Bildes entsprechen in den folgenden Daten

der x- beziehungsweise y-Achse.

Wie ebenfalls aus [Abbildung 4.2| zu ersehen ist, wurden fiir die anschlieRenden

Experimente mit dem Photonischen Kraftmikroskop nur solche Aktinfilamente
ausgewahlt, die entlang der horizontalen beziehungsweise der vertikalen Achse,
entsprechend der x- und der y-Achsen in den aufgenommenen Daten, ausgerichtet
waren. Es wurden auch nur Praparationen Myosin tragender Latexbeads fur die
Experimente mit dem PFM verwendet, von denen maximal die Halfte von zwanzig
beads in Abwesenheit von ATP an Aktinfilamente anbanden. Diese Auswahl der
Latexbeadpraparationen sollte die Wahrscheinlichkeit erhdhen, dass pro bead die
Anzahl von adsorbierten Myosinmolekilen im Mittel kleiner als eins war und somit
Messungen an einzelnen Myosinmolekulen erst mdglich wurden. Dies soll in der
Diskussion ausfuhrlicher beschrieben werden.

Vor dem Anbinden eines Myosinmolekuls auf der Beadoberflache an ein
Aktinfilament auf dem Kammerboden verteilten sich die Positionen des in der sehr
schwachen Laserfalle gefangenen Latexbeads im dreidimensionalen Raum in der

Form einer aufrecht stehenden Zigarre. Diese Gestalt wurde durch die thermischen
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Fluktuationen des Latexbeads im Potential der Laserfalle vorgegeben und gilt
gleichermal3en fur Partikel mit und ohne Myosinmolekule auf der Oberflache. Ein

Beispiel einer solchen dreidimensionalen Positionsverteilung ist auf der linken Seite

der |Abbildung 4.3 gezeigt. Dort ist eine Darstellung dieser zigarrenférmigen

dreidimensionalen Positionsverteilung als (graue) Oberflache von Positionen gleicher
Wahrscheinlichkeit zu sehen. Auf der rechten Seite der Abbildung ist eine
farbkodierte Darstellung eines Schnittes entlang der x-/z-Achse durch die der
dreidimensionalen Positionsverteilung entsprechenden Energielandschaft gezeigt.
Orte hoher Aufenthaltswahrscheinlichkeit sind hier blau, Orte héherer Energie und

entsprechend niedriger Aufenthaltswahrscheinlichkeit rot dargestellt.
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Abbildung 4.3: Darstellung der dreidimensionalen Positionsverteilung einer etwa 3 uym oberhalb des
Kammerbodens in einer schwachen Laserfalle gefangenen Mikrosphare: Auf der linken Seite der
Abbildung wurden Positionen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit als (graue) Oberflache
dargestellt. Die rechte Seite zeigt einen farbkodierten Schnitt durch die der dreidimensionalen
Positionsverteilung entsprechenden Energielandschaft entlang der x-/z-Achse. Orte hoher Energie

sind rot, Orte niedriger Energie blau dargestellt.

Rohdaten von mit dem Photonischen Kraftmikroskop registrierten Positionssignalen

eines Latexbeads mit einem Myosinmolekul auf seiner Oberflache sind in Abbildung
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4.4 A gezeigt. Die Spannungssignale der Positionsdetektion sind fir alle drei Raum-
achsen dargestellt. Zusatzlich wurde auch noch die relative Hohe (z-Position) des
Fokus der Laserfalle aufgezeichnet. Wahrend der ersten 20 Sekunden diffundierte
das Latexbead ungebunden innerhalb des Potentials der Laserfalle umher und
beschrieb die schon erwahnte zigarrenférmige Gestalt. Nach etwa 12 Sekunden
wurde das bead im Fokus der optischen Falle entlang der z-Achse naher an den
Boden der Versuchskammer bewegt. Vorher wurde das gefangene Partikel direkt
oberhalb eines auf dem Kammerboden immobilisierten Aktinfilaments positioniert.
Wie anhand der geringen Verkleinerung der Spannungssignale in z-Kanal zu sehen
ist, beruhrte die gefangene Mikrosphare nach etwa 20 Sekunden leicht den
Untergrund, ohne jedoch an das dort befindliche Aktinfilament zu binden. Der Fokus

der optischen Falle wurde nun, wie aus dem vierten Kanal in [Abbildung 4.4| A

ersichtlicht ist, noch etwas naher an den Kammerboden gebracht. Nach insgesamt
32 Sekunden kam es zu einer drastischen Reduktion der Fluktuationen des z-
Signals. Sowohl das x- als auch y-Signal waren davon nicht betroffen. Angemerkt sei
hierbei, dass zum Zeitpunkt der Reduktion der Fluktuationen die z-Position des
Fallenfokus nicht mehr verandert wurde. Die Verminderung der Fluktuationen des z-

Signals reprasentiert das Anbinden des Myosin tragenden Latexbeads in ATP-freier

Lésung an das Aktinfilament auf dem Kammerboden und wurde in |Abbildung 4.4|B

noch einmal vergroRert dargestellt. Die Zeitskala wurde gegeniiber |Abbildung 4.4 A

verandert. Zusatzlich wurden noch die Federkonstanten der Fluktuationen des in der
Laserfalle gefangenen Latexbeads entlang der z-Achse innerhalb von Zeitfenstern
von jeweils 250 Millisekunden durch rote Kreuze angegeben. lhre vertikalen Balken
stellen 95 %-Wahrscheinlichkeitsintervalle der effektiven Federkonstanten dar. Mit
der Reduktion des thermischen Rauschens der z-Position kam es zu einem
signifikanten Anstieg der Elastizitat, in diesem Fall um etwa Faktor vier von Werten
um 0,003 pN/nm auf Werte von durchschnittlich etwa 0,014 pN/nm. Weder bei den x-
noch bei den y-Steifheiten kam es zu solch starken Anderungen durch das Anbinden
des Latexbeads an das Aktinfilament. Die groReren Fehler bei den z-Steifigkeiten
nach Anbinden des beads in Vergleich zum ungebundenen Zustand resultieren aus
einer Asymmetrie der Steifigkeit der Verbindung zwischen Latexbead und Oberflache
entlang der z-Achse. Diese Asymmetrie ist auRerdem der Grund dafur, dass die in

diesem Beispiel angegebenen durchschnittlichen Steifigkeitswerte nach Anbinden

[ 1]
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des beads zu niedrig kalkuliert wurden, und sie soll zu einem spateren Zeitpunkt

naher beschrieben werden.
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Abbildung 4.4: Rohdaten von mit dem Photonischen Kraftmikroskop aufgenommenen
Positionssignalen eines Latexbeads mit einem Myosinmolekil auf seiner Oberflache bei der
Anndherung an ein Aktinfilament auf dem Kammerboden. A: Spannungssignale der Positionsdetektion
fur alle drei Raumachsen (Kanale 1 bis 3) und die relative Hohe (z-Position) des Fokus der Laserfalle
(Kanal 4). Nach etwa 20 Sekunden wurde das Latexbead leicht gegen das Aktinfilament gedriickt.
Ungefahr 11 Sekunden spater kam es zum Anbinden. B: VergréRerte Darstellung des z-Signals
wahrend des Anbindens. Die Fluktuationen der Mikrosphare entlang der z-Achse (blau) und die
Steifheiten entlang der z-Achse innerhalb von 250 Millisekunden langen Zeitfenstern (rote Kreuze)
sind gegen die Zeit aufgetragen. Die vertikalen Balken der Steifheiten stellen 95 %-
Wahrscheinlichkeitsintervalle der effektiven Federkonstanten dar. Die Zeitskala wurde gegeniber A

verandert.
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Als das Latexbead uUber ein Myosinmolekul auf seiner Oberflache an ein auf dem
Kammerboden immobilisiertes Aktinflament anband, wurde seine thermische
Fluktuation im Vergleich zu seinen Fluktuationen in der schwachen Laserfalle stark
eingeschrankt.

Abbildung 4.5: Turkisfarbene Wolken mit Oberflachen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines in
Abwesenheit von ATP Uber ein Myosinmolekil an Aktin gebundenen Latexbeads an vier
beziehungsweise funf verschiedenen Positionen sowohl entlang (A) als auch quer zum Aktinfilament
(B). Das Aktinfilament war entlang der x-Achse auf dem Boden der Versuchskammer immobilisiert.
Dies entspricht der rosa eingefarbten x/z-Ebene. Bei der griinen Ebene handelt es sich um die quer
zum Aktinfilament verlaufende y/z-Ebene. Die x/y-Ebene ist in blau dargestellt. Zum GréRenvergleich
wurde die Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilung eines ungebundenen Latexbeads jeweils als
schwarze Ellipsen angedeutet.

39



Ergebnisse

Die Positionen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit bildeten nun die Gestalt eines
Schirms, da die Bewegung des beads in axialer Richtung starker eingeschrankt war
als entlang der x- oder y-Achse. Die Elastizitat der Verbindung zwischen Mikrosphare
und Aktinfilament wurde anhand der dreidimensionalen Aufenthaltswahrscheinlich-

keitsverteilung des beads ermittelt, nachdem es an das Aktinfilament gebunden

hatte. |Abbildung 4.4| zeigt ein Beispiel eines an Aktin gebundenen Latexbeads als

turkisfarbene Oberflachen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeiten. Dreidimen-
sionale Positionsverteilungen des an Aktin gebundenen beads an vier bzw. funf
verschiedenen Positionen sowohl entlang (A) als auch quer zum Aktinfilament (B)
sind als einzelne Wolken dargestellt. Die einzelnen Positionen wurden wie unter
beschrieben durch Verschieben der Probenkammer um 100 nm entlang der x-

beziehungsweise der y-Achse relativ zur Position des Latexbeads in der optischen

Falle erhalten. Wie aus|Abbildung 4.2/ hervorging war das Aktinfilament entlang der x-

Achse ausgerichtet. Dies entspricht in der Darstellung von [Abbildung 4.5| der rosa

eingefarbten x/z-Ebene. Bei der grinen Ebene handelt es sich um die quer zum
Aktinfilament verlaufende y/z-Ebene. Die x/y-Ebene ist in blau dargestellt. Zum
Grolenvergleich zu den vor allem entlang der z-Achse stark eingeschrankten
Positionsverteilungen des Uber ein Myosinmolekul an das Aktinflament gebundenen
Latexbeads wurden die Positionsverteilungen einer ungebundenen Mikrosphare in
der optischen Falle schematisch als Ellipsen angedeutet.

Aus diesen dreidimensionalen Positionsverteilungen des an Aktin gebundenen
Latexbeads an den einzelnen Positionen relativ zum Aktinfilament lassen sich nun
sowohl die Elastizitat entlang der einzelnen Raumachsen als auch die Lange des
Verbindungselements zwischen Mikrosphare und Aktinfilament, also vermutlich des

Myosinmolekils, ermitteln. Hierzu wurden zweidimensionale Schnitte entlang der in

Abbildung 4.5 rosa, grin und blau dargestellten Raumebenen durch die

dreidimensionalen  Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen  angefertigt. Ein

Beispiel solcher farbkodierten, zweidimensionalen Schnitte entlang allen drei

Raumebenen durch die in |Abbildung 4.5 B vorgestellten dreidimensionalen

Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen ist in [Abbildung 4.6|gezeigt. Wie schon in
Abbildung 4.3 sind Orte hoher Aufenthaltswahrscheinlichkeit blau, Orte hoéherer
Energie und entsprechend niedriger Aufenthaltswahrscheinlichkeit rot dargestellt.
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Abbildung 4.6: Farbkodierte, zweidimensionale Schnitte entlang der drei Raumebenen durch die in
B vorgestellten dreidimensionalen Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen eines in
Abwesenheit von ATP uUber ein Myosinmolekdl an ein Aktinfilament gebundenen Latexbeads. Orte
hoher Aufenthaltswahrscheinlichkeit und entsprechend niedriger Energie sind blau, Orte hdoherer

Energie und niedriger Aufenthaltswahrscheinlichkeit rot dargestellt.

Diese zweidimensionalen Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen lief3en sich nun
noch weiter auf die gewlnschte Raumachse reduzieren. Durch eindimensionale
Schnitte entlang der gewlnschten Richtung durch die gezeigten zweidimensionalen
Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen des in Abwesenheit von ATP Uber ein
Myosinmolekil an ein Aktinfilament gebundenen Latexbeads erhielt man die
eindimensionale Potentiallandschaft, in der sich die Mikrosphare befand. Anhand
dieser Potentiallandschaft lieR sich die Elastizitat der Verbindung zwischen Latex-

bead und dem Aktinflament auf dem Kammerboden entlang der entsprechenden

Achse errechnen. |Abbildung 4.7| A zeigt ein schon aus JAbbildung 4.6 (rechts oben)

bekanntes Beispiel einer zweidimensionalen Energielandschaft. Entlang der ein-

gezeichneten schwarzen Linie durch das Zentrum der zweidimensionalen Verteilung

verlief das in Abbildung 4.7|B dargestellte eindimensionale Potential. Diese schwarze

Linie verlief in axialer Richtung entlang der z-Achse. Die Kammeroberflache befand
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sich in JAbbildung 4.7| A unten, in [Abbildung 4.7|B demnach links. Wie aus |Abbildung
B ersichtlich ist, war das elastische Verhalten der Verbindung zwischen Aktin-

filament und Latexbead hin zum Aktinfilament und von diesem weg, also bei
Extension und Kompression, nicht identisch. Es liel} sich keine einzelne Feder-
konstante ausreichend genau an den gesamten Verlauf des Potentials anfitten. Aus
dem asymmetrischen, eindimensionalen Potential ergaben sich zwei verschiedene
Federkonstanten in axialer Richtung fur das verbindende Myosinmolekul, eine fur die

Kompression, also hin zum Aktinfilament, und eine fur die Extension weg von der

Kammeroberflache. Aus dem in |Abbildung 4.7| gezeigten Beispiel wurden Werte von

0,05 pN/nm (+/- 0,005 pN/nm) fur Bewegungen des Latexbeads weg vom
Aktinfilament und 0,0022 pN/nm (+/- 0,0002 pN/nm) far die Kompression des
Myosinmolekils errechnet. Dieses asymmetrische Verhalten der Molekulsteifheit des
Myosins bei Kompression und Extension wurde sowohl fur Beispiele gefunden, in
denen das Latexbead quer zum Aktinfilament als auch langs dazu bewegt wurde.
Signifikante Unterschiede in den Molekulelastizitaten bei Bewegung der Mikrosphare

langs und quer zum Aktinfilament wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 4.7 A: Farbkodierte, zweidimensionale Darstellung einer Energielandschaft fir ein in
Abwesenheit von ATP (ber ein Myosinmolekiil an ein Aktinflament gebundenen Latexbead (siehe
auch oben rechts): Entlang der schwarzen Linie durch das Zentrum der
Energielandschaft verlauft das in B gezeigte Potential. An dieses Potential wurden zwei
Federkonstanten fiur die Kompression und Extension der Verbindung zwischen Latexbead und
Aktinfilament erhalten. Das Aktinfilament befand sich in der linken Abbildung ,unten®, in der rechten
Abbildung ,links*.
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Das Minimum des in |Abbildung 4.7|B gezeigten Potentials, also der Ruheposition des

Latexbeads, liegt bei einer HOhe von etwa 120 nm, was eine erste Abschatzung der
Verbindungslange zwischen bead und Kammeroberflaiche zulasst. Eine
ausfuhrlichere Bestimmung der Verbindungslange zwischen Latexbead und dem
Kammerboden bzw. immobilisierten Aktinfilament unter Berlcksichtigung einer
kompletten Messreihe soll im Abschnitt 4.1.3 erfolgen.

Durchschnittlich wurde die axiale Elastizitat von Myosinmolekuilen bei Extension weg
vom Aktinfilament, an das sie gebunden waren, mit 0,03 bis 0,04 pN/nm bestimmt.

Eine Verteilung der in verschiedenen Messungen (n = 63) gefundenen Molekul-

steifheit bei Extension ist in |Abbildung 4.8 dargestellt. In etwa 50 % der untersuchten

Falle wurden Werte von 0,03 bis 0,04 pN/nm gefunden. Selten wurden auch mit
0,01 pN/nm niedrigere oder mit bis zu 0,1 pN/nm grélRere axiale Steifheiten
beobachtet.

30 -
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relative Haufigkeit (%)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
axiale Steifheit weg vom Aktinfilament (pN/nm)

Abbildung 4.8: Verteilung der axialen Federkonstanten (n = 63) von Myosinmolekulen bei Extension:
Die Molekilelastizititen wurden aus den dreidimensionalen Wahrscheinlichkeitsverteilungen von
Myosin tragenden Latexbeads nach deren Anbinden an Aktinfilamente in Abwesenheit von ATP
erhalten.

In {Abbildung 4.7/ B wurde schon ein Beispiel der Myosinsteifheit bei Kompression,

also bei Beadbewegung hin zum Aktinfilament, vorgestellt. Dort wurde die

Myosinelastizitat bei Kompression mit 0,0022 pN/nm bestimmt. Im Durchschnitt lag
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die Federkonstante von Myosinmolekllen bei Kompression bei 0,004 pN/nm. Ein
Myosinmolekul verhalt sich demnach etwa um Faktor 10 steifer bei Extension als bei

Kompression.

4.1.2 Kontrollexperimente

Es bestand die Mdglichkeit, dass durch das Biotinylieren der Aktinmonomere der
Filamente das Anheften von Myosin an Aktin gestort oder gar unterbunden wurde
oder sich die Gleitgeschwindigkeit der Aktinflamente auf Myosinmolekulen
veranderte. Deshalb wurden in vitro Motilitatsassays (siehe [3.2.4) sowohl mit
biotinylierten als auch mit unbiotinylierten Aktinfilamenten auf Myosinmolekilen der
gleichen Muskelfaserextraktion durchgefuihrt. Bei 19 °C wurden fluoreszenz-
markierte, biotinylierte Aktinfilamente durchschnittlich mit einer Geschwindigkeit von
2,78 ym/sec (SD +/- 0,61 pm/sec) und fluoreszenzmarkierte, nicht biotinylierte
Aktinfilamente durchschnittlich mit 2,77 ym/sec (SD +/- 0,58 um/sec) bewegt.

Um sicher zu stellen, dass das Binden von Latexbeads mit einzelnen Myosin-
molekllen auf der Oberflache an Aktinfilamente auch wirklich durch Interaktion der
Myosinmolekile mit den Aktinflamenten auf dem Kammerboden zustande kam,
wurde das ATP-abhangige Ablésen von zuvor gebundenen Latexbeads durch
Zugabe von ATP-haltigen Puffer (AB/BSA/ATP) beobachtet. Innerhalb einer Minute
nach Einspulen des ATP-haltigen Puffers loste sich der Grofteil der an Aktin-
filamenten gebundenen Latexbeads von diesen wieder ab, wahrend einige wenige
Latexbeads, zumeist nicht augenscheinlich an Aktinfilamenten gebunden, auf dem
Kammerboden gebunden blieben.

Es wurde reproduzierbar kein Anbinden von myosinfreien, BSA beschichteten
Latexbeads beobachtet, weder auf dem mit Neutravidin und BSA beschichteten
Kammerboden noch auf immobilisierten Aktinflamenten. Ein Beispiel eines
myosinfreien, BSA beschichteten Latexbeads, welches gegen den mit Neutravidin
und BSA beschichteten Kammerboden gedrickt wurde ohne zu binden, ist in
Abbildung 4.9 dargestelit.
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Abbildung 4.9: Zweidimensionaler, farbkodierter Schnitt entlang der x/z-Ebene durch die
dreidimensionale Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines mit BSA beschichteten Latexbeads mit 500 nm
Durchmesser, welches gegen eine mit Neutravidin und mit BSA beschichteten Glassoberflache
gedrickt wurde (links). Die sich aus der linken Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilung ergebene

Potentiallandschaft entlang der z-Achse ist rechts dargestellit.

Bei Verwendung von Latexbeads mit Myosinmolekulen in sehr geringer Dichte auf
ihrer Oberflache konnte in etwa neun von zehn Fallen kein Anbinden an eine mit
Neutravidin und BSA beschichteten Kammeroberflache beobachtet werden. Selten
wurde ein Anbinden dieser Latexbeads an die Kammeroberflache beobachtet, auch
in Gegenwart von ATP. Eine solche Bindung eines Myosin tragenden Latexbeads an

die Kammeroberflache ist in|Abbildung 4.10 dargestellt.

Energie (kT)
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Abbildung 4.10: Verteilung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten entlang der y/z-Ebene (links) und
daraus resultierende Positions-Energie-Beziehung mit errechneter Federkonstante (rechts) nach
Anbinden eines Latexbeads mit Myosinmolekilen in sehr geringer Dichte auf seiner Oberflache an

eine mit Neutravidin und BSA beschichtete Kammeroberflache.
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Die Fluktuationen des gebundenen beads entlang der z-Achse waren auf Werte von
etwa 10 nm beschrankt. Aus der Verteilung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten des
beads ergab sich eine mittlere Federkonstante der Verbindung zwischen bead und
Oberflache von etwa 0,4 pN/nm. Dies war etwa eine GroRenordnung steifer als fur
die Verbindung zwischen Myosin tragenden beads und Aktinfilamenten gefunden
wurde. Auch wurde hier nicht das bei der Verbindung zwischen Myosin tragenden
beads und Aktinflamenten gefundene asymmetrische Verhalten der erhaltenen

Federkonstanten in Bezug auf Kompression und Extension beobachtet.

4.1.3 Bestimmung der Verbindungslange zwischen Myosin tragenden Mikrospharen
und dem Boden der Probenkammer

Um die effektive Lange der Verbindung zwischen Latexbead und dem Boden der
Versuchskammer sowie die Lokalisation eines eventuell vorhandenen Drehpunktes
innerhalb dieser Verbindung zu bestimmen, wurde die Position der Laserfalle mit
dem darin gefangenen Latexbead relativ zu dem Aktinflament, an das die
Mikrosphare Uber ein Myosinmolekual gebunden war, verandert. Von der
Startposition, dem Ort des ersten Anbindens des Myosinmolekuls an Aktin,
ausgehend wurde das bead mehrfach um 100 nm relativ sowohl langs als auch quer
zur Achse des Aktinfilaments durch Verschieben der Versuchskammer bewegt. An
jedem dieser Orte wurden die Fluktuationen der Mikrospharenpositionen
dreidimensional mit Hilfe des Photonischen Kraftmikroskops aufgenommen.

Beispiele solcher dreidimensionalen Positionsmessungen eines Uber ein

Myosinmolekil an Aktin gebundenen Latexbeads wurden schon in Abbildung 4.5|als

turkisfarbene  Oberflachen  gleicher  Aufenthaltswahrscheinlichkeit  gezeigt.
Ausgehend von diesem Beispiel wurden anhand eines zweidimensionalen Schnittes
entlang der griinen y/z-Ebene durch die dreidimensionalen Positionsverteilungen bei

Bewegung des Latexbeads quer zur Achse des Aktinfilaments (vorgestellt in

Pbbildung 4.6/ unten) die Lange der bead-Oberflachen-Verbindung und die Lage des

enthaltenen Drehpunktes bestimmt. Dabei wurde ein einfaches Modell einer starren
Verbindung zwischen Mikrosphare und Kammeroberflache mit einem Gelenk und
einem dehnbaren Element angenommen. Zum besseren Verstandnis wurde das
Vorgehen in [Abbildung 4.11| skizziert.
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Wie schon gezeigt verteilten sich die Positionen eines Uber ein Myosinmolekll an
Aktin gebundenen Latexbeads schirmformig, da seine Fluktuationen entlang der
Verbindung zwischen bead und Oberflache wesentlich starker eingeschrankt waren
als in anderen Richtungen. Auch die einzelnen Positionsverteilungen an den

verschiedenen Laserfallenpositionen zusammengenommen bildeten einen Schirm.

Dies ist aus |Abbildung 4.5| und den daraus entstandenen zweidimensionalen
Schnitten in [Abbildung 4.6| und |Abbildung 4.11| ersichtlich. Die AuRenflachen der

Positionsverteilungen lieRen sich wie in |Abbildung 4.11| skizziert von einem

Kreisbogen einfassen. Das Zentrum dieses Kreises markiert den Punkt, um den sich
die Verbindung zwischen Latexbead und Oberflache drehte. Die in Abbildung 4.11]

eingezeichneten gestrichelten Radien verlaufen durch die Zentren der einzelnen

Positionsverteilungen und verbinden den Kreisbogen mit dem vermutlichen
Drehpunkt. Es sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass es sich bei
den mit dem PFM gemessenen Positionen um die der Latexbeadmittelpunkte
handelte. Aus diesem Grund wurden um die Schnittpunkte der ganz linken und
rechten gestrichelten Radien mit dem Kreisbogen die Umrisse zweier Mikrospharen
mit Durchmessern von 500 nm eingezeichnet.

Die zweidimensionale Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilung auf der rechten Seite

in |Abbildung 4.11| zeigte an ihrer Unterseite eine Abflachung. Dort beriihrte die

Mikrosphare offensichlich die Kammeroberflache, was in einer zusatzlichen
Beschrankung der Beadfluktuationen resultierte. Die unterste Stelle dieser
Positionsverteilung befand sich demnach 250 nm oberhalb der Kammeroberflache,
was dem Radius des verwendeten Latexbeads von 500 nm Durchmesser entspricht.
Dies soll durch den schwarzen Doppelpfeil verdeutlicht werden. Nun konnten die
Abstande des gemeinsamen Drehpunktes der funf einzelnen Positionsverteilungen
zur Oberflache der Versuchskammer als auch zur Oberflache des Latexbeads
(Abstand Kreisbogen-Drehpunkt minus Radius der verwendeten Mikrosphare)

bestimmt werden. Diese Abstidnde wurden als rote Doppelpfeile in |Abbildung 4.11|

eingezeichnet. In dem hier verwendeten Beispiel wurde die Lange der gesamten
Verbindung zwischen Kammeroberflache und Latexbead bei maximaler Extension
mit etwa 163 nm bestimmt. In diesen 163 nm war ein etwa 46 nm langes Element der
Verbindung enthalten, welches sich um einen etwa 117 nm von der Kammer-
oberflache entfernten Drehpunkt bewegen konnte. In der Ruhelage der Verbindung,

dem Minimum innerhalb der jeweiligen Energielandschaft der Beadpositionen, war
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diese Verbindung etwa 30 nm kirzer als bei maximaler Extension, was den

rotierbaren Anteil in seiner Ruheposition auf etwa 16 nm verkuirzte.

250nm
4

Kammeroberflache

Abbildung 4.11: Bestimmung der Lange der Verbindung zwischen Kammeroberflache und
Mikrosphare und der Lage des vermutlich darin enthaltenen Drehpunkts innerhalb des verbindenden
Myosinmolekils: Es wurden die schon in [Abbildung 4.6 vorgestellten zweidimensionalen
Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen einer Uber ein Myosinmolekdl an ein Aktinfilament
gebundenen Mikrosphare an fiinf verschieden Positionen quer zu dem Aktinfilament verwendet. Die
absolute Hohe Uber der Kammeroberfliche wurde von dem unteren Rand der ganz rechts
dargestellten Verteilung bestimmt, wo das Latexbead schon den Boden der Versuchskammer
beriihrte, was seine Positionsfluktuationen zusatzlich einschrankte. Dieser Punkt befand sich 250 nm
oberhalb des Kammerbodens (schwarzer Doppelpfeil), da beads von 500 nm Durchmesser (schwarze
Kreise) verwendet wurden. Die HOhe des erhaltenen Drehpunktes oberhalb der Kammeroberflache
und die Lange rotierbaren Teils der bead-Boden-Verbindung wurden durch rote Doppelpfeile

dargestellt.

Im Mittel wurden die Gesamtverbindungslange zwischen Latexbead und Kammer-
oberflache bei maximaler Streckung der Verbindung mit etwa 159 nm (+/- 4 nm), in
Ruhelage des Molekils mit 129 nm, und die Lange des maximal gestreckten

rotierbaren Teils der Verbindung mit etwa 50 nm (+/- 4 nm), in der Ruhelage etwa
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20 nm, graphisch bestimmt. Der Drehpunkt innerhalb dieser Verbindung lagt etwa
109 nm (+/- 8 nm) oberhalb der Oberflache. Es zeigte sich jedoch, dass der Einfluss
der optischen Falle nicht an allen Fallenpositionen gleich war. Dadurch fanden sich
die Mikrospharenfluktuationen an den &auflieren Fallenpositionen bei niedrigeren

Hohen wieder, wahrend die inneren Fluktuationswolke kaum betroffen waren. Einen

kleinen Eindruck davon gibt die ganz linke Positionsverteilung in jAbbildung 4.11} Der

Schnitt durch diese Verteilungswolke, wie auch durch die ganz rechte, schien starker
gekippt gewesen zu sein als die Verteilungen in der Mitte. Als Folge davon lagen die
Aulenkanten nicht vollstandig an dem zur Auswertung benutzten Halbkreis an, was
zum Benutzen eines zu kleinen Halbkreis verleitete. Dadurch lag der Uber den
Kreismittelpunkt bestimmte Drehpunkt innerhalb des verbindenden Molekuls zu weit
oberhalb der Kammeroberflache. Bei zusatzlich von Stephan Altmann, EMBL
Heidelberg, durchgefihrten Computersimulationen zeigte sich, dass bei rein
geometrischer Bestimmung der Verbindungslange zwischen Latexbead und
Glasoberflache die Hohe des Drehpunktes innerhalb des Myosinmolekuls und somit
die Lage des unteren Molekllteils systematisch um etwa 20 nm Uberschatzt und die
Lange des rotierbaren Teils des Moleklls um diesen Betrag unterschatzt wurde. Bei
diesen Computersimulationen wurde ebenfalls mit dem hier vorgestellten, einfachen
Modell mit einem Gelenk gearbeitet, und es wurde zusatzlich noch das nicht lineare
Verhalten der Laserfalle berlcksichtigt. Dadurch reduzierte sich die Hohe des
Drehpunktes auf etwa 89 nm. Die Lange des maximal gestreckten rotierbaren Teils

des Myosinmolekuls vergroRerte sich auf 70, im entspannten Zustand auf 40 nm.

4.1.4 Elastizitat von Myosinmolekullen in Anwesenheit von ATP

Wenn Latexbeads mit hoher konzentrierten Myosinextrakten als fur Einzelmolekul-
messungen verwendet inkubiert wurden, konnte in Gegenwart von ATP gerichtete

Bewegung dieser Mikrospharen mit vermutlich hoher Motormolekuldichte auf ihrer

Oberflache entlang von Aktinfilamenten beobachtet werden. |Abbildung 4.12] zeigt

eins von drei beobachteten Beispielen fur die Bewegung eines mit viel Myosin
beschichteten Latexbeads entlang eines Aktinfilaments in Gegenwart von 100 yM

ATP. Das Aktinfilament war wiederum entlang der x-Achse ausgerichtet.
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Abbildung 4.12: Bewegung eines mit viel Myosin beschichteten Latexbeads entlang eines parallel zur
x-Achse verlaufenden, immobilisierten Aktinfilaments in Gegenwart von 100 yM ATP. Die relativen
Positionssignale entlang der x-Achse sind in blau, entlang der y-Achse in grin und entlang der z-

Achse in rot gegen die Zeit aufgetragen.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, kam es zu einer Reduktion der Fluktuationen der
Beadposition entlang der z-Achse (rote Signale) gleichzeitig oder direkt bevor sich
die Position entlang der x-Achse zu andern begann. Die Signale der y-Positionen
zeigten nur kleine Anderungen.

In dem Zeitintervall zwischen 2,25 und 2,55 Sekunden anderten sich die Positionen
der Mikrosphare nicht. Die Positionssignale dieses Intervalls wurden zur Bestimmung

der Federkonstanten der Verbindung zwischen Aktinfilament und Latexbead benutzt.

Dies ist in Abbildung 4.13| dargestellt. Aufgrund des kurzen Zeitintervalls war die

Anzahl der Datenpunkte niedrig und die Darstellung der zweidimensionalen
Potentiallandschaft entsprechend grob gerastert. Die Analyse der Verbindungs-

steifheit ergab einen Wert von etwa 0,04 pN/nm.
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Abbildung 4.13: Verteilung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten entlang der x/z-Ebene (links) und
daraus resultierende Positions-Energie-Beziehung mit errechneter Federkonstante (rechts) wahrend
einer Pause bei der Bewegung eines Latexbeads mit Myosinmolekilen in hoher Dichte auf seiner

Oberflache entlang eines Aktinfilaments in Gegenwart von 100 uM ATP.

4.2 Experimente mit einzelnen Kinesinmolekiilen

Wie schon bei den Experimenten mit Myosinmolekllen beschrieben, wurden vor den
eigentlichen Versuchen mit dem Photonischen Kraftmikroskop die einzelnen Aliquots
der Kinesinpraparation mittels eines Mikrotubuligleitassays auf unversehrte Funktion

getestet, bevor sie mit Casein beschichteten Latexbeads inkubiert wurden. Ein

Beispiel eines solchen Gleitassays ist in|Abbildung 4.14] gezeigt.

t=12 sec

Abbildung 4.14: Beispiel eines Gleitassays zur Kontrolle der Kinesinpraparation vor der Inkubation mit

Casein beschichteten Latexmikrospheren, aufgenommen mit dem im PFM integrierten TIRFM. TRITC
(polaritats)markierte, biotinylierte Mikrotubuli werden von Kinesinmolekilen, die auf dem
Kammerboden adsorbiert sind, (in Pfeilrichtung wie teilweise angedeutet) bewegt. In der mittleren und
rechten Abbildung werden Mikrotubuli in Richtung ihrer heller markierten Minus-Enden (seed) in

Pfeilrichtung transportiert.
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Fluoreszenzmarkierte, biotinylierte Mikrotubuli wurden von Kinesinmolekulen, die auf
dem mit Casein beschichteten Kammerboden adsorbiert waren, in Gegenwart von
2 mM ATP in Pfeilrichtung von Bild zu Bild bewegt. Neben der unversehrten Funktion

der verwendeten Kinesinmolekiile zeigt |Abbildung 4.14|noch die Bewegungsrichtung

der verwendeten Motormolekile. Wie aus der Abbildung zu erkennen ist, wurden
zwei bei t = 6 sec mit Pfeilen markierten Mikrotubuli mit ihren heller markierten,
langsamer wachsenden Minus-Enden voran bewegt. Der diesen seeds nachfolgende
Teil der Mikrotubuli war langer als der den seeds vorauslaufende. Die am
Kammerboden adsorbierten Kinesinmolekule sind demnach wie auch native
konventionelle Kinesinmolekule Plus-Ende gerichtet.

Bei der Verwendung von caseinbeschichteten Latexbeads mit einem Durchmesser
von 500 nm ohne Kinesinmolekile auf der Oberflache wurde kein Anbinden an
Mikrotubuli oder den mit Neutravidin und Casein beschichteten Kammerboden

beobachtet.
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Abbildung 4.15: Darstellung der dreidimensionalen Positionsverteilung einer in einer schwachen
Laserfalle gefangenen Mikrosphare, die auf der Unterseite gegen den Boden der Versuchskammer
gedrickt wird. Auf der linken Seite der Abbildung wurden Positionen gleicher
Aufenthaltswahrscheinlichkeit als (graue) Oberflache dargestellt. Die rechte Seite zeigt einen
farbkodierten Schnitt durch die der dreidimensionalen Positionsverteilung entsprechenden

Energielandschaft entlang der x-/z-Achse.
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Bevor die in der optischen Falle gefangenen Mikrospharen den Boden oder einen
Mikrotubulus berihrten, verteilten sich die Positionen des in der sehr schwachen
Laserfalle gefangenen Latexbeads im dreidimensionalen Raum in Form einer
aufrecht stehenden Zigarre. Wurde die Laserfalle nun ndher an den Kammerboden

herangefahren, so wurde diese zigarrenférmige Verteilung an ihrer Unterseite durch

die Glasoberflache eingeschrankt. Ein Beispiel hierfiir verdeutlicht|Abbildung 4.15.

4.2.1 Elastizitat einzelner, in Abwesenheit von ATP an Mikrotubuli gebundener

Kinesinmolekdule

In Abwesenheit von ATP und der Verwendung von Latexbeads mit Kinesinmolekilen
in geringer Dichte auf der Oberflache banden die Mikrospharen an auf dem
Kammerboden befestigte Mikrotubuli. Als das Latexbead Uber ein Kinesinmolekul an
einen Mikrotubulus anband, wurden seine thermische Fluktuationen im Vergleich zu
den Fluktuationen in der schwachen Laserfalle stark eingeschrankt. Die Positionen
gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit bildeten nun die Gestalt eines Schirms, da die

Bewegung des beads in axialer Richtung starker eingeschrankt war als entlang der x-

oder y-Achse. |Abbildung 4.16| zeigt ein Beispiel solcher dreidimensionalen

Aufenthaltswahrscheinlichkeiten eines gebundenen Latexbeads als turkisfarbene
Oberflachen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeiten. Dreidimensionale Positions-
verteilungen des gebundenen beads an jeweils drei verschiedenen Orten sowohl
entlang als auch quer zum Mikrotubulus sind als einzelne Wolken dargestellt. Der
Mikrotubulus war entlang der x-Achse ausgerichtet. Die einzelnen Positionen wurden
wie unter beschrieben durch Verschieben der Probenkammer relativ zur
Position der optischen Falle um 100 nm entlang der x- beziehungsweise der y-Achse
erhalten. Zum GrolRenvergleich wurde aul3erdem die GroRe der Positionsverteilung
eines ungebundenen Latexbeads als Ellipse angedeutet.

Ein zweidimensionaler Schnitt entlang der rosa eingefarbten x/z-Ebene durch die

dreidimensionalen Positionsverteilungen aus |Abbildung 4.16| wurde zur weiteren

Analyse der Steifheit der Verbindung zwischen Mikrosphare und Mikrotubulus
verwendet. Entlang der eingezeichneten schwarzen Linie durch die mittlere Position
im linken Teil der |Abbildung 4.17| ergab sich die im rechten Teil der Abbildung

dargestellte Potentiallandschaft.
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Abbildung 4.16: Tirkisfarbene Wolken mit Oberflachen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines in
Abwesenheit von ATP Uber ein Kinesinmolekll an einen Mikrotubulus gebundenen Latexbeads an
jeweils drei verschiedenen Positionen sowohl entlang als auch quer zum Mikrotubulus. Der
Mikrotubulus war entlang der x-Achse auf dem Boden der Versuchskammer immobilisiert. Dies
entsprach der rosa eingefarbten x/z-Ebene. Zum Vergleich wurde die Grofle der Aufenthalts-

wahrscheinlichkeit eines ungebundenen Latexbeads als Ausschnitt einer schwarzen Ellipse

angedeutet.
Energie (KT)
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 Federkonstante weg von der Oberfliche

L l ! '- 0+ 0,0454 +/- 0,0068 pN/inm
100 I
€ P
£ . 2 -
; «“ @ BN
< ’ S
=t _6_

-200 -100 0 20 40 60 80

relative x-Position (nm) relative axiale Position {(nm)

Abbildung 4.17: Farbkodierte, zweidimensionale Darstellung einer Energielandschaft fur ein in
Abwesenheit von ATP Uber ein Kinesinmolekil an einen Mikrotubulus gebundenen Latexbead (links).
Entlang der schwarzen Linie durch das Zentrum der mittleren Positionsverteilung verlief das
Rotationszentrum und das rechts gezeigte Potential. Anhand dieses Potentials wurde eine
Federkonstanten fir die Extension der Verbindung zwischen Latexbead und Mikrotubulus von
0,0454 pN/nm berechnet. Der Mikrotubulus befand sich in der linken Abbildung ,unten®, in der rechten
Abbildung ,links*.
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Es wurde eine Verbindungssteifheit von 0,0454 pN/nm (+/- 0,0068 pN/nm) fur die
Extension, der Bewegungen des Latexbeads weg vom Mikrotubulus, ermittelt. Ein
ausgepragtes asymmetrisches Verhalten der Molekulsteifigkeit des Kinesins bei
Kompression und Extension wurde im Gegensatz zu den Experimenten mit
Myosinmolekulen nicht beobachtet. In anderen Experimenten wurden Steifheitswerte
zwischen 0,04 und 0,075 pN/nm gemessen.

Die Verteilung der erhaltenen axialen Verbindungselastizitaten zwischen den Kinesin

tragenden Latexbeads (n = 10) und den Mikrotubuli auf dem Boden der Versuchs-

kammer wurde in |Abbildung 4.18|fiir die Extension der Verbindungen dargestellt. Es

zeigte sich, dass Elastizitaten von etwa 0,04 pN/nm und 0,06 bis 0,065 pN/nm
haufiger beobachtet wurden. Weichere Verbindungen als 0,04 pN/nm wurden in

Abwesenheit von ATP nicht gemessen.
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Abbildung 4.18: Verteilung der axialen Federkonstanten von Kinesinmolekilen bei Extension: Die
Molekulelastizitaten wurden aus den dreidimensionalen Wahrscheinlichkeitsverteilungen von Kinesin
tragenden Latexbeads (n = 10) nach deren Anbinden in Abwesenheit von ATP an auf dem Boden

immobilisierte Mikrotubuli erhalten.

Ein Hinweis auf das Auftreten unterschiedlicher Steifheiten verschiedener Molekile
wurde bei der Analyse des zeitlichen Verlaufs der axialen Elastizitat vor und nach
dem augenscheinlichen Anbinden des Kinesins an Mikrotubuli erhalten.
B.19] zeigt eine solche Registrierung. Ein Kinesin tragendes Latexbead band nach

55



Ergebnisse

etwa einer Sekunde an ein auf dem Kammerboden immobilisierten Mikrotubulus an,
um nach zwischenzeitlichem Ablosen erneut zu binden. Die dabei auftretenden
axialen Federkonstanten wurden innerhalb der angegebenen vier Zeitrdume
analysiert. Die Zeitspannen mit starken Partikelfluktuationen wurden unter ,1¢
zusammengefasst. Die Elastizitat des Zeitraums direkt nach augenscheinlicher
Reduktion der Fluktuationen wurde mit ,2“ bezeichnet. Nach erneutem Anbinden der
Mikrosphare an den Mikrotubulus wurden die Federkonstanten der Verbindung direkt

nach dem Anbinden (,3) und etwa vier Sekunden spéater (,4“) bestimmt.
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Abbildung 4.19: Positionsdaten eines Kinesin tragenden Latexbeads wahrend des Anbindens an
einen Mikrotubulus in Abwesenheit von ATP. Die axialen Elastizitdten wahrend der Zeitrdume 1 bis 4
wurden mit 0,00128 pN/nm (+/- 0,00024 pN/nm), 0,0408 pN/nm (+/- 0,0069 pN/nm), 0,0405 pN/nm
(+/- 0,0078 pN/nm) beziehungsweise 0,0666 pN/nm (+/- 0,0112 pN/nm) bestimmt.

Die Analyse der Federkonstanten wahrend der mit ,1“ bezeichneten Zeitraume ergab
eine axiale Elastizitat von 0,00128 pN/nm (+/- 0,00024 pN/nm) und lag im Bereich
der Steifheit der Laserfalle. Beim ersten kurzen sichtbaren Anbinden des beads an
den Mikrotubulus (,2“) wurde eine Federkonstante von 0,0408 pN/nm (+/-

0,0069 pN/nm), direkt nach dem zweiten sichtbaren Anbinden (,3) von
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0,0405 pN/nm (+/- 0,0078 pN/nm) berechnet. Innerhalb der ersten zwei Sekunden
nach dem zweiten sichtbaren Anbinden des Latexbeads anderte sich die Position
des Partikels entlang der z-Achse. Etwa vier Sekunden nach dem zweiten Anbinden
(,4“) wurde mit 0,0666 pN/nm (+/- 0,0112 pN/nm) eine hdhere Verbindungssteifigkeit

gemessen.

4.2.2 Bestimmung der Verbindungslange zwischen Kinesin tragenden Mikrospharen

und dem Boden der Probenkammer

Die Analyse der Verbindungslangen zwischen Kinesin tragenden Mikrospharen und
dem Boden der Probenkammern erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie es schon bei
den Myosinexperimenten beschrieben wurde. In einem weiteren Experiment lagen
auch im Falle von Kinesinmolekulen als Verbindungselement zwischen Latexbead
und Oberflache die einzelnen schirmformigen Aufenthaltsortverteilungen der

gebundenen Mikrosphare an vier verschiedenen Positionen quer zu einem

Mikrotubulus mit ihren AuRenflachen auf einer Kreisbahn. Dies ist in Abbildung 4.20|

dargestellt. Sowohl an der rechten als auch an der linken Position der Laserfalle
relativ. zum Anbindungspunkt erkennt man, dass dort die Wahrscheinlich-
keitsverteilungen der Aufenthaltsorte des Latexbeads an ihrer Unterseite entlang
einer geraden Linie eingeschrankt waren. Bei Verwendung von Latexbeads mit
Radien von 250 nm und der Annahme, dass diese Einschrankungen vom Kontakt mit
der Kammeroberflache herrahrten, ergab sich somit fur den niedrigsten Punkt der
Verteilungen eine absolute Héhe von 250 nm Gber dem Boden der Versuchskammer.
Fuir die geometrische Analyse der Verbindung zwischen Mikrosphare und
Kammeroberflache wurde ein einfaches Modell einer starren Verbindung mit einem
Gelenk und einem dehnbaren Element angenommen. Aus den absoluten Hohen der
Verteilungswolken konnten nun die Verbindungslangen bei maximaler Dehnung und
in Ruhe, die Lage des Drehpunktes innerhalb dieser Verbindung und die Lange des
rotierbaren Anteils bestimmt werden. In dem dargestellten Beispiel wurden eine
Gesamtlange der Verbindung zwischen Kammerboden und Latexbead von 90 nm
und eine Lange des maximal gestreckten rotierbaren Teils der Verbindung von 37 nm
erhalten. Dieser rotierbare Teil war in seiner entspannten Ruhelage um etwa 15 nm
kirzer und drehte sich um einen 53 nm oberhalb der Kammeroberflache befindlichen
Punkt.
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Abbildung 4.20: Bestimmung der Verbindungslange zwischen Kammeroberflache und Mikrosphare
sowie der Lage des vermutlich darin enthaltenen Drehpunktes innerhalb des verbindenden
Kinesinmolekiils. Die Analyse erfolgte anhand eines zweidimensionalen Schnittes durch die
Positionsverteilungen eines an einen Mikrotubulus gebundenen beads an vier verschiedenen Orten
quer zum Mikrotubulus. Die absolute Hohe tber der Kammeroberflache wurde von dem unteren Rand
der ganz rechts dargestellten Verteilung bestimmt, wo das Latexbead schon den Boden der
Versuchskammer berthrte, was seine Positionsfluktuationen zusatzlich einschrankte. Dieser Punkt
befand sich 250 nm oberhalb des Kammerbodens (schwarzer Doppelpfeil), da beads von 500 nm
Durchmesser (schwarze Kreise) verwendet wurden. Die Hohe des erhaltenen Drehpunktes oberhalb
der Kammeroberflache und die Lange rotierbaren Teils der bead-Boden-Verbindung wurden durch
rote Doppelpfeile dargestellt.

Wie schon bei den Experimenten mit Myosinmolekulen beschrieben, war der Einfluss
der optischen Falle nicht an allen Fallenpositionen gleich. Auch hier wurde die HOhe
des Drehpunktes innerhalb des Kinesinmolekuls und somit die Lage des unteren
Molekulteils systematisch um etwa 20 nm Uberschatzt und die Lange des rotierbaren
Teils des Moleklls um diesen Betrag unterschatzt. Dadurch ergaben sich im Mittel
eine Gesamtverbindungslange zwischen Kinesin tragenden Latexbeads und der
Kammeroberflache von etwa 86 nm (+/- 3 nm) bei maximaler Streckung, in
Ruhelage 71 nm, und eine Lange des maximal gestreckten rotierbaren Teils der
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Verbindung von etwa 56 nm (+/- 1 nm), in entspannter Ruhelage von 40 nm. Der
Drehpunkt innerhalb dieser Verbindung lagt etwa 30 nm (+/- 2 nm) oberhalb der

Glassoberflache.

4. 2.3 Elastizitat einzelner Kinesinmolekiile in Anwesenheit von ATP

Fluoreszenzmarkierte Mikrospharen mit Kinesinmolekilen in sehr geringer Dichte auf
ihrer Oberflache konnten in Gegenwart von ATP dabei beobachtet werden, wie sie

mehrere Mikrometer lange Strecken auf Mikrotubuli zurlicklegten, ohne von diesen

abzudissoziieren. Abbildung 4.21| zeigt ein solches ,laufendes‘ Latexbead. Diese

Mikrosphare lief in Gegenwart von 2 mM ATP in Pfeilrichtung entlang eines auf dem
Kammerboden immobilisierten, fluoreszenzmarkierten Mikrotubulus auf eine weitere
Mikrosphare zu, die am Ende des Mikrotubulus fest gebunden war. Nach Erreichen
dieser fest gebundenen Mikrosphare nach etwa 9 Sekunden hielt das laufende bead

kurz inne und |6ste sich dann von dem Mikrotubulus ab.

t=10,2 sec t=10,3 sec

Abbildung 4.21: Bewegung einer fluoreszenzmarkierte Mikrosphare mit Kinesinmolekilen in sehr
geringer Dichte auf ihrer Oberflache in Pfeilrichtung entlang eines fluoreszenzmarkierten Mikrotubulus
in Gegenwart von 2 mM ATP. Am Ende des Mikrotubulus war ein weiteres bead gebunden. Nach

Erreichen des gebundenen Latexbeads I6ste sich die laufende Mikrosphare von dem Mikrotubulus ab.
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Die Geschwindigkeiten der von Kinesinmolekilen transportierten Latexbeads entlang
von Mikrotubuli wurden bei verschiedenen ATP-Konzentrationen bestimmt. Bei einer
ATP-Konzentration von 2 mM wurden die Mikrospharen mit einer Geschwindigkeit
von 600 nm/sec bewegt. Bei ATP-Konzentrationen von 2 yM und 1 yM wurden

Geschwindigkeiten von 36 nm/sec beziehungsweise von 12 nm/sec beobachtet.

Bei einer ATP-Konzentration von 1 uM wurde die in [Abbildung 4.22| dargestellte

Registrierung erhalten. Im Bildeinsatz oben links ist eine fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme eines hell gelben Latexbeads auf seinem Weg entlang des hier rot
dargestellten Mikrotubulus gezeigt. Der Mikrotubulus war, wie auf diesem Bild zu
sehen ist, entlang der x-Achse ausgerichtet. Die Positionssignale wurden fur die x-,
y- und z-Achse getrennt dargestellt. Wahrend sich die y- und z-Positionen nicht
systematisch veranderten, ist bei den rot gezeichneten x-Positionen eine von
verschieden langen Pausen unterbrochene, gerichtete Bewegung entlang des
Mikrotubulus zu sehen. Die Mikrosphare war dabei im Mittel etwa 12 nm/sec schnell.
Auch sind einige male Schritte von 8 nm Lange zu beobachten, z.B. vor und nach

der langeren Bewegungspause zwischen 4 bis 7 Sekunden.
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Abbildung 4.22: Dreidimensionale Positionsdaten wahrend der Bewegung eines Latexbeads mit
Kinesinmolekilen in sehr geringer Dichte auf seiner Oberflache auf einem entlang der x-Achse
ausgerichteten Mikrotubulus (siehe Fluoreszenzaufnahme im Bildeinsatz) in Gegenwart von 1 uM
ATP.
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Haufig wurde beobachtet, dass ein Kinesin tragendes Latexbead nicht sofort nach
dem Anbinden an einen Mikrotubulus seine Position veranderte. Es blieb zuerst

einige Sekunden an einer Stelle gebunden, bevor es sich gerichtet auf dem

Mikrotubulus bewegte. Ein Beispiel hierfiir veranschaulicht|Abbildung 4.23
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Abbildung 4.23: Dreidimensionale Positionsdaten wahrend der Bewegung eines Latexbeads mit
Kinesinmolekilen in sehr geringer Dichte auf seiner Oberflache auf einem entlang der x-Achse
ausgerichteten Mikrotubulus (siehe Fluoreszenzaufnahme im Bildeinsatz) in Gegenwart von 1 uM
ATP. Innerhalb der Zeitrdume 1 und 2 wurde die axiale Elastizitadt der bead-Oberflachen-Verbindung
mit 0,065 pN/nm (+/- 0,005 pN/nm) beziehungsweise 0,125 pN/nm (+/- 0,021 pN/nm) bestimmt.

Um zu prufen, ob sich die axiale Elastizitat der Verbindung zwischen bead und
Oberflache vor dem Loslaufen der Mikrosphare und wahrend der gerichteten
Bewegung unterschieden, wurden die axialen Steifheiten wahrend der Zeitrdume 1

und 2 in |Abbildung 4.23| bestimmt. Vor dem Loslaufen des beads wurde die

Verbindungssteifheit mit 0,065 pN/nm (+/- 0,005 pN/nm) und wahrend der Bewegung
entlang des Mikrotubulus mit 0,125 pN/nm (+/- 0,021 pN/nm) bestimmt. Das Kinesin
bewegte die Mikrosphare dabei im Mittel mit einer Geschwindigkeit von 11 nm/sec.
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4.2.4 Elastizitat einzelner Kinesinmolekile in Gegenwart des ATP-Analogons
ATPYS

Kinesin hat in Gegenwart von ATP eine hohe Affinitat zu Mikrotubuli. Wie unter 4.2.3]
gezeigt wurde, bewegte sich das Motormolekul gerichtet entlang von Mikrotubuli und
seine Elastizitat war wahrend der Bewegung groRer als die Elastizitat wahrend
Bindung an Mikrotubuli im ATP-freien Zustand. Um die mechanischen Eigenschaften
von Kinesinmolekdlen in ihrem ATP-gebundenen Zustand naher zu untersuchen,
sollten die ATP-Analoga ATPYS und AMP-PNP verwendet werden. Wahrend der
Experimente mit Kinesin zeigte sich, dass Kinesin in der Lage war, ATPyS zu spalten
und sich unter dessen Hydrolyse entlang von Mikrotubuli zu bewegen. Die Ge-
schwindigkeit dieser Bewegung war deutlich langsamer als bei Verwendung von ATP
und innerhalb des gemessenen Bereichs von der verwendeten ATPyS-Konzentration
weitgehend unabhangig. Die Latexbeads wurden von Kinesin in Gegenwart von
2 mM mit 16 nm/sec und bei 100 yM ATPYS mit 14 nm/sec transportiert.
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Abbildung 4.24: Dreidimensionale Positionsdaten wahrend der Bewegung eines Latexbeads mit
Kinesinmolekilen in sehr geringer Dichte auf seiner Oberflache auf einem entlang der x-Achse
ausgerichteten Mikrotubulus (siehe Fluoreszenzaufnahme im Bildeinsatz) in Gegenwart von 100 uM
ATPyS.
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Die in |Abbildung 4.24] dargestellte Registrierung wurde bei einer ATPyS-

Konzentration von 100 uM erhalten. Der Mikrotubulus war, wie auf der eingesetzten
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme zu sehen ist, entlang der x-Achse aus-
gerichtet. Die rot gezeichneten Signale der x-Position des beads zeigten eine
kontinuierliche, gerichtete Bewegung entlang des Mikrotubulus an. Die Mikrosphare
war dabei im Mittel etwa 14 nm/sec schnell. Einige male anderte sich die x-Position
der Mikrosphare sehr sprunghaft (z.B. nach etwa 5 und 9,5 Sekunden). Zur gleichen
Zeit kam es auch zu Veranderungen der y-Positionen.

Wie schon bei den Messungen in Gegenwart von ATP beobachtet wurde, anderte
sich die axiale Elastizitdt der Verbindung zwischen Latexbead und Kammer-

oberflache auch in Gegenwart von ATPYS.
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Abbildung 4.25: Dreidimensionale Positionsdaten (blau) und die axialen Elastizitdten innerhalb von
500 msec langen Zeitfenstern (rote Kreuze) wahrend der Bewegung eines Latexbeads mit
Kinesinmolekilen in sehr geringer Dichte auf seiner Oberflache auf einem entlang der x-Achse
verlaufenden Mikrotubulus in Gegenwart von 2 mM ATPyS. Die Zahlenwerte der axialen

Verbindungselastizitat wurden rot in pN/nm angegeben.
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Nach dem Anbinden eines Latexbeads an einen Mikrotubulus in Gegenwart von
2 mM ATPYyS wurde die Elastizitat der Verbindung innerhalb von 500 Millisekunden
langen Zeitfenstern mit etwa 0,1 pN/nm gemessen. Bei einsetzender Bewegung der
Mikrosphare entlang des Mikrotubulus stieg sie auf Werte von etwa 0,15 pN/nm an
(siehe [Abbildung 4.25).

Bei der Bewegung von Kinesin tragenden Latexbeads auf Mikrotubuli konnten in

Gegenwart von ATPyS einige male einzelne Schritte von 8 und 4 nm Lange
beobachtet werden. Einige Beispiele von 4 nm langen Schritten sind in
nach etwa 6 Sekunden zu sehen. In dem gezeigten Beispiel wurde die Starke
der Laserfalle gegenuber den vorher gezeigten Registrierungen um etwa Faktor drei
erhdoht, was sich positiv auf die Aufldsung einzelner Schritte auswirkte. Die
Mikrosphare wurde durch das Kinesin mit einer Geschwindigkeit von durchschnittlich

10 nm/sec bewegt.
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Abbildung 4.26: x-Positionen eines Kinesin tragenden Latexbeads wahrend seiner Bewegung auf

einem entlang der x-Achse ausgerichteten Mikrotubulus in Gegenwart von 100 yM ATPYS.

4.2.5 Elastizitat einzelner Kinesinmolekile in Anwesenheit des ATP-Analogons
AMP-PNP

Da das von Myosin praktisch nicht hydrolysierbare ATP-Analogon ATPYS von
Kinesinmolekulen scheinbar langsam hydrolysiert werden konnte, wurde mit
AMP-PNP ein weiteres ATP-Analogon benutzt. AMP-PNP wird bei der Aufreinigung

von Kinesin aus biologischem Material dazu benutzt, Kinesinmolekile fest an
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Mikrotubuli zu heften, um sie dann mit diesen bei anschlieRender Zentrifugation zu
pelletieren.
In Anwesenheit von 2 mM AMP-PNP banden die Kinesin tragenden Latexbeads fest

an auf dem Kammerboden immobilisierte Mikrotubuli an, ohne sich auf diesen zu

bewegen oder sich von diesen abzuldsen. In JAbbildung 4.27|sind die Aufenthaltsorte

einer solchen uber ein Kinesinmolekul an einen Mikrotubulus fest gebundenen
Mikrosphare an vier verschiedenen Positionen quer zum Mikrotubulus dargestellt. Bei
der ganz rechten, im Vergleich kleineren Verteilungswolke, war die gebundene
Mikrosphare vermutlich durch das schon maximal gestreckte Kinesinmolekul seitlich
aus der Laserfalle gezogen worden, so dass die dort erhaltenen Positionsdaten nicht

zur Analyse geeignet waren.

Z-axis / nm

y-axis/nm

Abbildung 4.27: Turkisfarbene Wolken von Oberflachen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines
in Gegenwart von 2 mM AMP-PNP (ber ein Kinesinmolekiil an einen Mikrotubulus gebundenen
Latexbeads an vier verschiedenen Positionen quer zu diesem Mikrotubulus. Der Mikrotubulus war
entlang der x-Achse auf dem Boden der Versuchskammer immobilisiert. Dies entsprach der rosa
eingefarbten  x/z-Ebene.  Zum  Vergleich wurde die GroRe der entsprechenden
Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines ungebundenen Latexbeads als Ausschnitt einer schwarzen
Ellipse angedeutet. Bei der ganz rechten Verteilungswolke war die gebundene Mikrosphare vermutlich

durch das schon maximal gestreckte Kinesinmolekil seitlich aus der Laserfalle gezogen worden.

Zum GroRenvergleich der erhaltenen Positionsverteilungen des in Anwesenheit von
AMP-PNP uber ein Kinesinmolekul an den Mikrotubulus gebundenen Latexbeads

wurde wiederum die GrofRe der Positionsverteilung einer ungebundenen Mikrosphare
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in der optischen Falle schematisch als Ellipse angedeutet. Aus den
Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen des gebundenen beads wurde Uber die
daraus resultierenden Potentiallandschaft die Federkonstante der Verbindung

zwischen Latexbead und Kammeroberflache ermittelt.
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Abbildung 4.28: Farbkodierte, zweidimensionale Darstellung einer Energielandschaft eines in
Anwesenheit von 2 mM AMP-PNP dber ein Kinesinmoleklil an einen Mikrotubulus gebundenen
Latexbeads (links). Entlang der schwarzen Linie durch das Rotationszentrum der zweiten
Wahrscheinlichkeitsverteilung von links verlduft das rechts gezeigte Potential. Anhand dieses
Potentials wurde eine Federkonstanten flr die Extension der Verbindung zwischen Latexbead und
Mikrotubulus von 0,146 pN/nm (+/- 0,022 pN/nm) berechnet. Der Mikrotubulus befand sich in der
linken Abbildung ,unten®, in der rechten Abbildung ,links®.

Aus dem in |Abbildung 4.28 dargestellten Beispiel, das aus der vorher gezeigten

dreidimensionalen Positionsverteilung erhalten wurde, wurde eine Elastizitat der
Verbindung fur die Extension weg vom Mikrotubulus von 0,146 pN/nm (+/-
0,022 pN/nm) berechnet.

Durchschnittlich wurde eine Verbindungselastizitat zwischen Kinesin tragenden
Latexbeads und Mikrotubuli auf der Kammeroberflache in Gegenwart von 2 mM
AMP-PNP von 0,134 pN/nm (+/- 0,01 pN/nm) beobachtet.
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5 Diskussion

Fur die Entwicklung von Kraft oder Bewegung durch Motormolektle wie Myosin oder
Kinesin ist eine elastische Verformbarkeit innerhalb der an Aktinflamente oder
Mikrotubuli gebundenen Querbricken notig. Die Querbricken muissen also ein
Element enthalten, welches elastisch verformt werden kann und so den Aufbau von
Spannung innerhalb der Querbricke ermdglicht, die sich dann in Kraft oder
Bewegung bemerkbar macht. Obwohl viel Uber die Struktur von Myosin und Kinesin
sowie Aktin und Tubulin durch elektronenmikroskopische Untersuchungen und
Roéntgenkristallographie wie auch Uber die Kinetik wahrend ihrer Interaktion bekannt
ist, konnte die Frage, welche Molekllteile die elastischen Elemente beherbergen,
nicht eindeutig geklart werden.

In dieser Arbeit sollten mechanische Eigenschaften wie die Elastizitat einzelner
Molekule der Mechanoenzyme Myosin Il und konventionellem Kinesin untersucht
werden. Dies geschah mit Hilfe des Photonischen Kraftmikroskops, indem
Mikrospharen Uber einzelne Motormolekile an den jeweiligen auf dem
Kammerboden immobilisierten  Bindungspartner gebunden  wurden. Die
mechanischen Eigenschaften des verbindenden Motormolekils beeinflussten die
thermische Fluktuationen der in einer Laserfalle gefangenen Mikrosphare. So liel3
sich durch Aufzeichnung der thermischen Bewegung der Mikrospharen auf die
Elastizitdt und andere mechanische Eigenschaften des verbindenden Molekuls

rickschlielRen.

5.1 Experimente mit Myosinmolekilen

Die Molekiilelastizitdt einzelner, funktionsfdhiger Myosinmolekiile wurde bei
Extension mit 0,03 bis 0,04 pN/nm bestimmt

Die mit dem PFM aufgezeichneten Positionen von Mikrospharen in einer optischen
Falle bildeten die dreidimensionale Form einer hochkant stehenden Zigarre. Auf der
Oberflache der Mikrospharen befanden sich Myosinmolekdule in sehr geringer Dichte.
Die Myosinmolekile wurden frisch aus einzelnen, chemisch gehauteten
Skelettmuskelfasern extrahiert, verdinnt und mit BSA vorbeschichteten Latexbeads
inkubiert. Die Funktion der extrahierten Myosinmolekile wurde vor der Inkubation
mittels eines Aktingleitassays Uberpruft, um die Prasenz von unversehrten
Motormolekulen auf der Beadoberflache zu gewahrleisten. Wurden die Mikrospharen
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mit Hilfe der optischen Falle in raumliche Nahe von auf dem Boden der
Versuchskammer immobilisierten Aktinfilamenten gebracht, so konnten die Myosin-
molekule in Abwesenheit von ATP fest an Aktin binden.

Die Verbindung zwischen Latexbead und dem Kammerboden wurde durch die
Interaktion eines Myosinmoleklls mit einem auf dem Boden der Versuchskammer
immobilisierten Aktinfilament hergestellt. Die aus biotinylierten Aktinmonomeren
polymerisierten, fluoreszenzmarkierten  Aktinflamente waren durch diese
Modifikationen nicht in ihrer Funktion beeintrachtigt. Dies konnte durch vergleichende
Messungen der Aktingleitgeschwindigkeit von fluoreszenzmarkierten biotinylierten
und nicht biotinylierten Aktinfilamenten sicher gestellt werden. Durch die
Fluoreszenzmarkierung mit Rhodamin-Phalloidin kam es ebenfalls nicht zu einer
Beeintrachtigung der Funktion der Aktinflamente in Bezug auf ihre Gleit-
geschwindigkeit (Yanagida et al., 1984). Durch das Anbinden an den Untergrund
bestand die Moglichkeit einer funktionellen Veranderung der Aktinfilamente. Jedoch
konnte die Bewegung von mit viel Myosin beschichteten Mikrospharen auf diesen
Aktinfilamenten in einem sogenannten Perlenassay (Sheetz und Spudich, 1983;
Spudich et al., 1985) in Gegenwart von 100 uM ATP beobachtetet werden. Dies
zeigte sowohl die Anwesenheit von mehreren nicht-prozessiven Motormolekuilen auf
den Mikrospharen als auch die nicht gestorte Funktion von Myosinmolekulen und
Aktinfilamenten. Ein weiterhin bestehender Unterschied zu Bedingungen im Muskel
war die Abwesenheit von Aktin assoziierten Proteinen wie Tropomyosin und dem
Troponin-Komplex und der dadurch bedingte Wegfall der Regulation der starken
Anbindung von Myosin an Aktin durch Kalzium-lonen. Die Prasenz eines einzelnen
Aktinfilaments und seine Ausrichtung wurde durch die im Photonic Force Microscope
integrierte Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy festgestellt. Fur das
Zustandekommen der Verbindung durch Myosin sprechen mehrere Dinge. In
Abwesenheit von Myosinmolekulen auf den Latexbeads kam es nicht zum Anbinden
an auf dem Kammerboden befestigten Aktinfilamenten. Auflierdem konnten in
Abwesenheit von ATP an einen mit Aktinfilamenten beschichteten Kammerboden
gebundene Myosin tragende Latexbeads durch Zugabe von ATP wieder abgelost
werden.

Fir die Interpretation der wahrend der Bindung eines Latexbeads an Aktin
erhaltenen Daten war es wichtig, dass nur ein einzelnes Myosinmolekll die

Mikrosphare mit dem Aktinfilament auf dem Kammerboden verband. Um sicher zu
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gehen, dass die Verbindung zwischen Latexbead und Aktinfilament auf dem
Anbinden eines einzelnen Myosinmolekuls beruhte, wurden nur solche
Beadpraparationen mit Myosin auf der Oberflache fur Experimente verwendet, bei
denen hochstens die Halfte von zwanzig zufallig selektierten Mikrospharen der gut
gemischten Praparation in Abwesenheit von ATP innerhalb von einer halben Minute
an ein Aktinfilament banden. Hierbei handelte es sich um eine auf das Motormolekul
Myosin adaptierte Methode einer ursprunglich fur Kinesinmoleklle entwickelten
Statistik von Steven Block (Block et al, 1990). Kam es bei hochsten 50 % der
Mikrospharen zum Anbinden an Aktin, so waren im Mittel weniger als ein einzelnes
(£ 0,67) Myosinmolekul auf der Oberflache jedes Latexbeads adsorbiert. Als Resultat
wurde in Anwesenheit von ATP kein Anbinden von Latexbeads mit Myosinmolekuilen
in sehr geringer Dichte auf der Oberflache an Aktin beobachtet, wahrend es bei
héheren Myosindichten zu gerichteter Bewegung der Latexbeads entlang der
Aktinfilamente kam. Dies deutet auf das Zusammenspiel und enge raumliche Nahe
von mehreren nicht-prozessiven Myosinmolekulen im letzteren Fall hin. Eine weitere
Kontrolle der Anzahl der an der Verbindung zwischen Latexbead und Aktinfilament
beteiligten Myosinmolekule stellte die geometrische Analyse dieser Verbindung dar.
Auf eine Verbindung durch mehrere Myosinmoleklle hatte eine starke Ein-
schrankung der Beweglichkeit des Latexbeads entlang der Achse des vereinzelten
Aktinfilaments hindeuten kénnen. Das bead ware Uber mehrere Verbindungs-
elemente an mehreren Stellen des Aktinfilaments ,aufgespannt”® gewesen. Die
Positionsfluktuationen einer an mehreren Stellen entlang eines Aktinfilaments
gebundenen Mikrosphare waren wie das Wackeln eines Geodreiecks entlang seiner
unteren Kante stark eingeschrankt gewesen, wahrend sie quer zum Aktinfilament
diesen Effekt nicht in einem solchen Malde gezeigt hatten. Dies wurden jedoch bei
den analysierten Messdaten nicht beobachtet, was auf einzelne Molekule hindeutete.
Durch die geometrische Analyse der Verbindungen zwischen Latexbeads und
Oberflache lieRen sich zusatzlich zur Kontrolle der Latexbead-Praparationen vor den
Experimenten so auch nach den Messungen Abschatzungen dariber machen, ob sie
durch einzelne Molekule zustande kamen.

Nachdem ein einzelnes Myosinmolekul auf der Oberflache eines Latexbeads an ein
am Boden der Versuchskammer befestigtes Aktinfilament in Abwesenheit von ATP
anband, wurden die thermischen Fluktuationen der Mikrosphare stark eingeschrankt.

Die Positionen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit bildeten die dreidimensionale
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Form eines Schirms, da die Bewegungen des beads entlang der Achse des
verbindenden Myosinmolekuls starker eingeschrankt wurden als in anderen
Richtungen. Die Elastizitat von Myosinmolekulen entlang ihrer Achse war nicht linear.
Bei Extension der Myosinmolekile, also Bewegung der Mikrosphare weg vom
Anbindungspunkt am Aktinfilament, wurde eine Molekulsteifheit von durchschnittlich
0,03 bis 0,04 pN/nm ermittelt, wahrend die Elastizitat bei Kompression, der
Bewegung hin zum Aktinfilament, im Mittel mit 0,004 pN/nm um eine Zehnerpotenz
kleiner war. Eine Abhangigkeit der Elastizitat bei Kompression und Extension von der
Ausrichtung des Aktinfilaments konnte nicht festgestellt werden. Sowohl bei Dehnung
quer als auch langs zum Aktinflament wurden vergleichbare Werte fur die
Molekulsteifheiten gefunden.

Bei der Anheftung des Latexbeads bestanden die Maoglichkeiten, dass das
verbindende Myosinmolekll nur mit einem oder mit beiden Kopfen an Aktin
gebunden war. In Muskelfasern sollen in Abwesenheit von Nukleotid im Rigor-
Zustand alle Myosinkopfe an Aktin gebunden sein (Lovell et al., 1981). Auch in vitro
wurde schon ein solches doppelkdpfiges Anbinden von Myosin an ein Aktinfilament
beobachtet (Griffiths et al., 2002). Es ist also anzunehmen, dass auch bei den
Experimenten mit dem PFM die Anbindung des Myosinmolekuls an Aktin in
Abwesenheit von ATP mit beiden Kopfen stattfand. Dabei waren entweder beide
Képfe im nukleotidfreien Zustand gebunden oder ein Kopf war ohne Nukleotid
gebunden, wahrend der zweite noch ADP gebunden hatte, da er durch das
doppelkopfige Anbinden unter Spannung stand, was die ADP-Abgabe sehr
verlangsamte. Alternativ konnte sich initial ATP oder ADP und Phosphat im zweiten
Kopf befunden haben. Aufgrund der Nahe zum Aktinfilament und der daraus
resultierenden schnellen Phosphat-Abgabe ware diese vorubergehend einkdpfige

Bindung in eine doppelkopfige Bindung Ubergegangen.

Die beobachtete Molekiilelastizitat war aulBerhalb des Myosinkopfes, wahrscheinlich
im S-2-LMM Gelenk, lokalisiert

Die hier erhaltenen Werte fur die Elastizitat von Myosinmolekilen waren wesentlich
niedriger als die vor allem von Experimenten an isolierten Muskelfasern erwartete
Steifheit des Myosinkopfes. Fur lange Zeit wurde fur den Myosinkopf eine Elastizitat
von etwa 0,25 pN/nm angenommen (Huxley und Simmons, 1971). Wie schon in den

Achtziger Jahren von Eisenberg und Mitarbeitern vorgeschlagen wurde (Eisenberg et
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al., 1980), wurden die erwarteten Werte in jungerer Vergangenheit nach oben auf
Werte von etwa 2 pN/nm korrigiert (Huxley und Tideswell, 1996). Diese neueren, von
Computersimulationen erhaltenen Einschatzungen beruhten auf verbesserten Einzel-
faserexperimenten und in vifro Messungen an einzelnen Myosinmolekulen.
Aulerdem wurde berlcksichtigt, dass etwa die Halfte der insgesamt gemessenen
Dehnbarkeit von Muskelfasern in den Aktin- und Myosinfilamenten selbst lokalisiert
sein soll (Higuchi et al., 1995; Huxley et al., 1994; Kojima et al., 1994; Wakabayashi
et al., 1994).

In vitro Messungen von individuellen mechanischen Ereignissen an einzelnen
Myosinmolekilen oder enzymatischen Spaltprodukten lieferten verschiedene
Ergebnisse bezuglich der Molekulelastizitat. Bei diesen Messungen wurde sich
verschiedener Techniken bedient. Bei der sogenannten Drei-bead Geometrie (Finer
et al., 1994) wurde ein Aktinfilament zwischen zwei in optischen Fallen gefangenen
Mikrospharen aufgespannt und in die Nahe eines Myosinmoleklls oder eines
Spaltprodukts (S-1 oder HMM) gebracht. Dieses Myosinfragment war auf einer
vorher auf dem Kammerboden immobilisierten dritten Glaskugel adsorbiert. Anstelle
des Myosinspaltprodukts auf einer dritten Glaskugel wurden auch in synthetische
Myosinfilamente inkorporierte ein- oder zweikopfige Myosinmolekile verwendet
(Ishijima et al., 1998; Ishijima et al., 1996; Tanaka et al., 1998). Bei anderen
Messaufbauten wurde ein Aktinfilament zwischen einer Mikrosphare, die in einer
Laserfalle gefangen war, und in geringer Dichte auf einer Glasoberflache
adsorbierten HMM- oder S-1 Molekulen aufgespannt und durch Manipulieren der
Mikrosphare von diesen weggezogen (Nishizaka et al., 1995; Nishizaka et al., 2000).
Andere Messungen wurden zwischen auf einer Glasoberflache immobilisierten,
biotinylierten Aktinfilamenten und S-1 Moleklilen auf einer kristallinen Spitze
durchgefuhrt (Kitamura et al., 1999). Unabhangig vom verwendeten Messaufbau
wurde die Elastizitat von Myosinmolekilen mit 0,03 bis 0,06 pN/nm (Ishijima et al.,
1998; Ishijima et al., 1996; Tanaka et al, 1998) und die von enzymatischen
Spaltprodukten wie S-1 oder HMM mit 0,5 bis 1,5 pN/nm bestimmt (Kitamura et al.,
1999; Mehta et al., 1997; Molloy et al., 1995; Nishizaka et al., 1995; Veigel et al.,
1998). Die in dieser Arbeit erhaltene Elastizitat von vollstandigen Myosinmolekulen
lag mit Werten von 0,03 bis 0,04 pN/nm im Bereich der Werte, die in anderen Studien
bei der Verwendung von in synthetische Myosinfilamenten inkorporierten zwei- oder

einkopfigen, aber sonst vollstandigen Myosinmolektlen beschrieben wurden (Ishijima
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et al., 1998; Ishijima et al., 1996; Tanaka et al., 1998). Wurden Myosinfragmente
verwendet, so fiel die erhaltene Molekulelastizitat viel hoher aus. Die Unterschiede
bezuglich der gefundenen Myosinsteifheit scheinen also von der Art der verwendeten
Molekule her zu rihren. In den Experimenten, die eine hdhere Steifheit des Myosin-
moleklls ergaben, wurden kurze Myosinfragmente verwendet, in denen das S-2
Fragment und/oder der LMM Teil des Myosins fehlten (Kitamura et al., 1999; Mehta
et al., 1997; Molloy et al., 1995; Nishizaka et al., 1995; Nishizaka et al., 2000; Veigel
et al., 1998). Mit der An- oder Abwesenheit dieser Molekulteile anderte sich also die
Elastizitat. Dies deutet darauf hin, dass innerhalb oder zwischen diesen Molekul-
regionen der Ursprung zusatzlicher Flexibilitat lag und dass in dieser Arbeit nicht die
Elastizitat der Myosinkopfdomane bestimmt wurde sondern von anderen, weicheren
Elementen aulRerhalb des Myosinkopfes.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass hier die Elastizitat eines Molekulteils aulRerhalb des
Myosinkopfes ermittelt wurde, zeigte sich bei der Analyse der Verbindungslange
zwischen beobachteter Mikrosphare und Kammerboden. Es wurde ein Drehpunkt
innerhalb des verbindenden Myosinmoleklls gefunden, der sich etwa 89 nm
oberhalb der Kammeroberflache befand. Da die Kopfdomanen des Myosinmoleklils
nur etwa 19 nm Lange messen (Elliott und Offer, 1978) und an Aktinfilamente mit
einem Durchmesser von etwa 6 nm gebunden sind, in der Summe also etwa 27 nm,
lag der beobachtete flexible Teil des Myosin aul3erhalb der Kopfdomane.

Welcher Teil des Myosinmolekuls kam also als strukturelle Ursache der gemessenen
Elastizitat in Frage? Myosinmolekule haben eine Lange von etwa 180 nm (Elliott und
Offer, 1978) und kdnnen durch Proteasen in drei Fragmente verdaut werden: das S-1
Fragment oder Kopfdomane, das S-2 Fragment und das leichte Meromyosin (LMM).
S-1 und S-2 bilden zusammen das schwere Meromyosin (HMM), wahrend der
sogenannte Myosinschwanzteil aus S-2 und LMM besteht. Es ist allgemein
akzeptiert, dass Myosinmolekule mindestens zwei flexible Regionen beinhalten, eine
zwischen dem S-1 Fragment und dem Schwanzteil und eine andere, als hinge
bezeichnete, nahe der Mitte des Schwanzes am Ende des S-2 Fragments. Es wurde
postuliert (Huxley und Simmons, 1971; Huxley, 1969), dass diese hinge Region
wahrend des Querbrickenzyklus des Myosins (Huxley, 1957; Huxley und
Niedergerke, 1954) die Bewegung der Myosinkopfe weg vom Ruckgrat der dicken
Filamente erlaubt und dadurch das Anbinden von Myosin an Aktinfilamente erst

ermdglicht wird. In elektronenmikroskopischen Studien wurden zwei Biegepunkte
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innerhalb des Myosinmolekuls, einer etwa 44 nm (Elliott und Offer, 1978; Walker et
al., 1985) und ein anderer etwa 78 nm (Takahashi, 1978; Walker et al., 1985) vom
Ubergang der Kopfdomane in den Schwanzteil entfernt, beschrieben. Unter
Einbeziehung der 19 nm fur den Myosinkopf ergeben sich Abstidnde von 62
beziehungsweise 95 nm vom Anbindungspunkt an das Aktinfilament (vergleiche
Abbildung 5.1)).

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung eines verbindenden Myosinmolekils (rot und blau) zwischen

einer rosa Mikrosphare und einem roten Aktinfilament auf dem Boden der Versuchskammer.

Bei Messungen von Lichtbrechung und optischer Drehung zeigte sich bei
Temperaturen zwischen 20 und 40 °C Bewegung im Gelenk zwischen S-2 und LMM
Teil des Myosins, wahrend es bei niedrigeren Temperaturen steif blieb (Rodgers und
Harrington, 1987). In Gegenwart von gegen Myosins S-2 Teil gerichteten Antikdrpern
wurde eine Reduktion der Muskelfasersteifheit beobachtet, wahrend hingegen die
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Kraft-Steifheit Beziehung und die ATPase Aktivitat unverandert blieben (Sugi et al.,
1992). Dies deutet darauf hin, dass, wenn Antikorper an das S-2 Fragment des
Myosins angebunden waren und so die Flexibilitat dieses Elements reduziert wurde,
die Kopfe dieser Myosinmolekile noch ATP hydrolysierten, aber weder zur
Kraftentwicklung noch zur Fasersteifheit beitrugen. Eine gewisse Beweglichkeit
dieser Region des Myosinmolekuls scheint also fur die Kraftgenerierung im Muskel
wichtig zu sein.

Durch eine geometrische Auswertung lie® sich abschatzen, welche Teile der
Myosinmoleklle die Verbindung zwischen Latexbead und Oberflache der
Versuchskammer herstellten und welche Molekulregionen dabei die flexibelsten
waren. Bei der Bestimmung der Verbindungslange wurde eine Gesamtlange von
etwa 129 nm erhalten. Dieser Wert, der jedoch auch noch die Dicke des
Aktinfilaments enthielt, erscheint angesichts der mit etwa 180 nm bestimmten Lange
des Myosinmolekuls (Elliott und Offer, 1978) sinnvoll. Die beobachtete
Verbindungslange war groRer als die Summe aus den S-1 und S-2 Fragmenten
(95 nm), jedoch kleiner als die gesamte Molekullange. Es scheint also nur ein Teil
des LMM Fragments an der Anheftung der Myosinmolekile an die Latexbeads
beteiligt gewesen zu sein. Obwohl der LMM Teil des Myosins als steifer Zylinder
beschrieben wurde (Highsmith et al., 1977), zeigte sich, dass die distalen etwa 20 nm
signifikant anders waren und oft eine hakenformige Struktur bildeten (Walker et al.,
1985). Diese Anderung der Konformation innerhalb des LMM Fragments erfordert
zumindest eine geringe Flexibilitat sowohl innerhalb der distalen 20 nm als auch
zwischen diesen und dem Rest des LMM Teils. Angesichts der mit 129 nm
bestimmten Gesamtlange der Verbindung zwischen bead und Oberflache schien
jedoch ein groRerer Teil des LMM Fragments als die letzten 20 nm an der
Mikrosphare adsorbiert gewesen zu sein.

Der rotierbare Teil des Myosinmolekuls war im entspannten Molekul im Mittel 40 nm
lang und konnte auf maximal 70 nm gedehnt werden. Wie schon erwahnt,
beinhalteten die 89 nm zwischen Drehpunkt innerhalb des Myosinmolektls und dem
Boden der Versuchskammer sowohl Myosin- als auch Nicht-Myosin-Komponenten.
Als einer dieser Anteile, die nicht von Myosinmolekul herrthrten, ist vor allem das
Aktinfilament mit etwa 6 nm zu nennen, an das das Myosinmolekul angebunden war.
Das Aktinfilament war Uber Biotin an etwa 5 nm groRe Neutravidinmolekile

gebunden. Die GroRe der Neutravidinmolekile ging jedoch nicht in die

74



Diskussion

Verbindungslange mit ein, da eine dunne Schicht von Neutravidinmolekilen den
ganzen Kammerboden bedeckte. Der von den Myosinmolekilen resultierende Ab-
stand des Drehpunktes von dem Anbindungspunkt am Aktinfilament betrugt also
etwa 83 nm. Dieser Wert erhdhte sich jedoch noch etwas, da zu diesen 83 nm noch
die Schichtdicke von BSA auf den Mikrospharen hinzu addiert werden musste. Die
Beschichtung von Kammerboden und Latexbead resultierte in einem groReren
Abstand zwischen Beadzentrum und Glassoberflache als mit dem reinen Beadradius
angenommen wurde. Damit lag der Drehpunkt etwa im Bereich des Myosingelenks

zwischen S-2 Fragment und dem LMM Teil des Myosin. Dieses ist etwa 95 nm von

der Aktinbindungsstelle entfernt (siehe |Abbildung 5.1). Es ist also sehr

wahrscheinlich, dass es sich bei dem mit dem Photonischen Kraftmikroskop
gefundenen Drehpunkt innerhalb des Myosinmoleklls um die schon mit anderen
Methoden beobachtete hinge Region des Myosins handelte. Dies bedeutet fur die
gemessene Elastizitat von Myosinmolekulen, dass sie von Strukturen au3erhalb des
Myosinkopfes herruhrten. Hierfir kommen Teile des S-2 Fragments, die hinge
Region und der proximale Teil des leichten Meromyosins in Frage. Da von
Messungen an Muskelfasern wesentlich hohere Werte fur den Elastizitat des
Myosinkopfes erwartet werden als die, die hier erhaltenen wurden, muss sich die
Region, die bei den hier vorgestellten Experimenten Ursache einer groReren
Flexibilitdt war, im Muskelfaserverband steifer als hier beobachtet verhalten. Es
konnte zum Beispiel sein, dass dieses Element normalerweise im Muskel in das
Ruckgrat der Myosinfilamente inkorporiert und so stabilisiert ist, wahrend es bei den
Experimenten mit dem PFM an einzelnen Myosinmolekulen frei zuganglich war. Eine
weitere Madoglichkeit, gerade im Hinblick auf das asymmetrische Verhalten der
Myosinelastizitat, ware, dass dieser Molekdlteil in Muskelfasern schon vorgedehnt ist.
Bei weiterer Extension wurde sich das Element sehr steif verhalten. Dies zeigten die
in dieser Arbeit erhaltenen Elastizitatskurven des Myosin bei starker Dehnung

(Abbildung 4.7). Kompression oder die Rickkehr in die entspannte Lage wéren

hingegen einfacher. Ein weiterer Unterschied zu den Bedingungen bei vielen
Muskelfaserexperimenten war die Temperatur. Wahrend die PFM-Experimente bei
Raumtemperatur durchgefuhrt wurden, laufen Steifheitsmessungen an Muskelfasern
im allgemeinen bei etwa 5 bis maximal 20 °C ab. Die Beweglichkeit des S-2-LMM
Ubergangs wurde jedoch als temperaturabhéngig beschrieben (Rodgers und

Harrington, 1987; Ueno und Harrington, 1984). Bei 5 bis maximal 20 °C kdnnte sich
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die hinge Region wesentlich steifer verhalten als bei Raumtemperatur, da die
Beweglichkeit erst ab einer Temperatur von mindestens 20 °C beobachtet werden
konnte (Rodgers und Harrington, 1987). Angesichts des in dieser Arbeit erhaltenen
Wertes fur die Elastizitat einzelner, isolierter Myosinmolekile und der Lokalisation
der flexiblen Region innerhalb des Molekils sprechen einige Dinge dagegen, dass
die hier beobachtete Elastizitat ihren Ursprung in in anderen Studien
vorgeschlagenen Molekulteilen hat. Es wurden Elemente wie die Aktinbindungsstelle
(Huxley, 1974), Myosins converter Domane (Kohler et al., 2002) oder die daran
angeschlossene Helix mit den Bindungsstellen fur die leichten Ketten, der Hebelarm
(Dobbie et al., 1998; Irving et al., 2000; Uyeda et al., 1996) diskutiert. Hingegen
spricht vieles fiir die Ubergangsstelle zwischen Myosins S-2 Fragment und leichtem
Meromyosin (Sugi et al., 1992) als strukturelles Gegenstick der in dieser Arbeit

vorgestellten Flexibilitat.

Ablésen der Myosinmolekiile von Aktin oder der Aktinfilamente vom Kammerboden
fand nicht statt

Sowohl das Abldsen der Aktinflamente vom Boden der Versuchskammer als auch
das Abreilen der Myosinmolekile von den Latexbeads oder von den
Aktinfilamenten, an die sie gebunden waren, wirden erhebliche Probleme fur die
Bestimmung der mechanischen Eigenschaften der verbindenden Myosinmolekile
darstellen. Jedoch wurden die daftr nétigen Krafte mit der sehr schwachen Laserfalle
des Photonischen Kraftmikroskops wahrend der Experimente bei weitem nicht
erreicht. Wie beschrieben waren die biotinylierten Aktinfilamente Uber auf der
Glassoberflache adsorbierte Neutravidinmolekile am Kammerboden befestigt. Mit
einem Atomischen Kraftmikroskop (AFM) wurden die Abrisskrafte von Biotin-Avidin
Paaren mit 160 pN pro Paar bestimmt (Florin et al., 1994). Die Bindung zwischen
Biotin und Streptavidin war mit 260 pN pro Molekulpaar noch fester (Moy et al.,
1994). Es ist anzunehmen, dass die Bindungsstarke zwischen Biotin und Neutravidin
ahnlich fest ist. AulRerdem waren bei der Befestigung der Aktinfilamente viele Biotin-
Neutravidin Paare beteiligt. Die Krafte, die fur ein Abldsen eines Myosinkopfes von
einem Aktinfilament in Abwesenheit von ATP naétig sind, wurden mit etwa 9 pN (+/-
4 pN) bestimmt (Nishizaka et al., 1995). All diese Werte sind vergleichsweise grof
gegen die Elastizitaten, die in dieser Arbeit gemessen wurden, was gegen ein

Abloésen der einzelnen Molekille voneinander wahrend der Messungen spricht. Die

76



Diskussion

erhaltene Steifheit stellt demnach die Elastizitat von Teilen einzelner Myosinmolekile

dar.

Vergleich mit friiheren Ergebnissen: Gemeinsamkeiten und mégliche Unterschiede
Wie schon dargestellt, scheint das strukturelle Gegenstick der hier bestimmten
Myosinelastizitat auRerhalb des Myosinkopfes lokalisiert gewesen zu sein. Als
wahrscheinlichstes Element fur den beobachteten Drehpunkt innerhalb des
Myosinmolekuls stellte sich die S-2-LMM hinge dar, die beobachtete Dehnung im
rotierbaren Teil des Myosins konnte ebenfalls aus diesem Gelenk oder dem
anschlieenden LMM Fragment hervorgegangen sein. Die mit 0,03 bis 0,04 pN/nm
erhaltenen Werte fur die Elastizitat einzelner, vollstandiger Myosinmolekulle waren
jedoch sehr gering im Vergleich zu Werten, die von Muskelfasermessungen erwartet
oder bei Einzelmolekllexperimenten mit den Myosinfragmenten S-1 und HMM
erhalten wurden. Beim Vergleich mit den letzteren wurde schon die An- oder
Abwesenheit des S-2-LMM Gelenks und des LMM Teils diskutiert. Diese Molekdulteile
waren allerdings bei Messungen an Myosinmolekilen im Muskelfaserverband
prasent. Beim Vergleich mit den von Muskelfaserexperimenten erwarteten Werten
von etwa 2 pN/nm wurde schon auf die Moglichkeiten hingewiesen, dass diese
Molekulteile in der Muskelfaser in das Ruckgrat der Myosinfilamente inkorporiert und
so stabilisiert sein kdonnten, wahrend sie bei den Experimenten mit dem PFM an
einzelnen Myosinmolekulen zuganglich waren. Auch die Mdglichkeit, dass diese
Teile des Myosins in der Muskelfaser durch standigen Zug ,versteift” sein konnten,
wurde angesprochen. Jedoch wurde bei Messungen an in synthetische
Myosinfilamente inkorporierten, vollstandigen Myosinmolekilen eine mit den hier
vorgestellten Werten vergleichbare Elastizitat bestimmt (Ishijima et al., 1998; Ishijima
et al., 1996; Tanaka et al, 1998). Das konnte auf eine nur unvollstandige
Rekonstitution der synthetischen Myosinfilamente hindeuten, aus der eine
verminderte Stabilisierung der Myosinmolekule resultierte.

Obwohl vieles auf das Gelenk zwischen S-2 und dem LMM Teil als Region der
groflten Flexibilitat hindeutet, mul} von einigen anderen Experimenten her auch das
Gelenk zwischen S-1 und dem S-2 als nicht vollig starr angenommen werden. Diese
Stelle scheint in der in vitro Motilitdt zumindest soweit rotierbar zu sein, dass
Aktinfilamente auf nativen und synthetischen Myosinfilamenten auch entgegen der

~physiologischen® Laufrichtung weg vom Zentrum transportiert werden konnten (Han
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und Sellers, 1998; Scholz, 1998; Sellers und Kachar, 1990; Yamada und Takahashi,
1992; Yamada und Wakabayashi, 1993; Yamada et al., 1997). Auch bei der
Verwendung von in eine Richtung ausgerichteten HMM Molekulen im in vitro
Motilitatsassay wurde Gleiten von Aktinfilamenten in beide Richtungen beobachtet
(Toyoshima et al., 1989), und es wird angenommen, dass die Rotationssteifheit von
HMM niedrig ist (Nishizaka et al., 2000).

Bei der Analyse der Verbindungslange zwischen Myosin tragenden Latexbeads und
Aktinfilamenten kénnten sich zusatzlich zu der Drehung um den ermittelten Punkt
noch andere Bewegungen ereignet haben. Eine Mdglichkeit ware, dass an dem Tell,
mit dem das Myosinmolekul an der Mikrosphare adsorbiert war, Drehung oder
partielles Ablosen stattfand. Da das Myosinmolekul wohl mit einem Iangeren Teil als
den distalen 20 nm an das Latexbead adsorbiert war, ist davon auszugehen, dass
auch anderen Teile der starren coiled coil des LMM mit an der Anheftung beteiligt
waren. Nach elektronenmikroskopischen Beobachtungen befinden sich in diesem
69 nm langen Abschnitt des LMM zwischen S2-LMM hinge und den distalen 20 nm
keine weiteren Gelenkpunkte im Myosinmolekil. Wenn diese Region also teilweise

an das bead adsorbiert war, ist es unwahrscheinlich, dass sie, wie in der

Modellzeichnung in |[Abbildung 5.1| angedeutet wurde, entlang der Achse des

rotierbaren Teils der Verbindung zwischen Latexbead und Untergrund ausgerichtet
war. Wahrscheinlicher ist hingegen, dass sich dieser teilweise an die Mikrosphare
angebundene Teil des Moleklls eher wie eine Blattfeder als wie eine Spiralfeder
verhielt. Dies konnte das teilweise von dem benutzen, einfachen Modell
abweichende Verhalten erklaren und resultierte aulerdem in einer leicht
unterschatzten Lange dieses rotierenden Teils der bead-Oberflachen-Verbindung.
Das blattfeder-artige Verhalten des teilweise an die Mikrosphare adsorbierten
Molekdulteils konnte sich auch durch Rotation der Latexbeads verstarkend auf das
nicht lineare Verhalten der gemessenen Verbindungselastizitat ausgewirkt haben
(Dupuis et al., 1997).

Als Versuchsmaterial wurden native Myosinmolekile verwendet, die frisch aus
einzelnen, chemisch gehauteten Skelettmuskelfasern extrahiert wurden. Diese Art
der Myosinisolierung stellte eine etablierte und sehr schnelle Methode dar, und die
dabei gewonnenen Myosinmolekulle lieRen sich einfach und schnell mit dem
bekannten und gewohnten System des in vitro Motilitatsassays auf unversehrte

Funktion Uberprufen. Alternative Versuche, chemisch modifiziertes schweres
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Meromyosin Uber Biotin an mit Neutravidin beschichtete Latexbeads zu binden und
fur die Experimente zu verwenden, waren nicht von Erfolg gekront. Grunde hierfar
konnten Denaturierung des HMM wahrend des Biotinylierens oder Mehrfach-
Biotinylierung gewesen sein. Auch konnten die Aktinfilamente bei der Anbindung von
HMM an die Latexbeads Uber ein Biotin-Neutravidin System nicht durch die gleichen
Molekile auf dem Boden der Versuchskammer immobilisiert werden. Die
Verwendung eines alternativen Anbindens der Aktinfilamente an eine zuvor
silanisierte Glassoberflache resultierte in einem gehauften, unspezifischen Anbinden
der Mikrosphare an die zusatzlich mit BSA beschichtete Kammeroberflache.

Anfanglich wurden statt einzelner Aktinfilamente etwa 100 nm dicke Bundel von
Aktinfilamenten verwendet, um so eine funktionelle Veranderung des Aktins durch
das Anbinden an den Untergrund zu verhindern. Eine solche Veranderung hatte
vermutlich nicht die Aktinflamente auf der dem Kammerboden abgewandten Seite
betroffen. Jedoch zeigte sich bei der Verwendung von Aktinfilamentbundeln, dass die
Geometrie der Verbindung zwischen Latexbead und Aktinfilamentbindel nach dem
Anbinden von der Gestalt des Blindels vorgegeben wurde, was falschlicherweise als
Effekt der verbindenden Myosinmolekile interpretiert wurde (Tischer, 2000). Haufig
wurden auch sehr steife Bindungen an die Aktinfilamentblndel beobachtet, was
jedoch wohl von Mikrospharen herruhrte, die sich in einem Netzwerk von
Aktinfilamenten eines durch Ldsungswechsel ,aufgeweichten“ Bundels verfangen
hatten und so im Aktinfilamentbundel immobilisiert waren. Dies wurde als sehr feste
Bindung von Myosin an Aktin fehlinterpretiert. Durch Verwendung von einzelnen
Aktinfilamenten, die Uber Biotin auf einer mit Neutravidin beschichteten

Glassoberflache immobilisiert wurden, liel3en sich diese Probleme verhindern.

5.2 Experimente mit einzelnen Kinesinmolekiilen

Mikrosphédren banden (ber einzelne, funktionstiichtige Kinesinmolekiile an
immobilisierte Mikrotubuli an

Wie auch bei den Experimenten mit einzelnen Myosinmolekilen bildeten die
Positionsverteilungen von in einer Laserfalle gefangenen Mikrospharen mit
vereinzelten Kinesinmolekulen auf der Oberflache vor ihrem Anbinden an Mikrotubuli
die Gestalt einer hochkant stehenden Zigarre. Die auf den Latexbeads adsorbierten
Kinesinmolekule waren funktionstichtig, und ihre Fahigkeit, sich entlang von

Mikrotubuli zu bewegen, wurde vorab mit einem Mikrotubuli Gleitassay uUberpruft.
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Wurden die Mikrospharen mit Hilfe der optischen Falle in raumliche Nahe von auf
dem Boden der Versuchskammer immobilisierten Mikrotubuli gebracht, so banden
die Kinesinmolekule in Abwesenheit von ATP fest an diese an. Durch das
Immobilisieren der Mikrotubuli auf dem Untergrund kam es nicht zu einer
funktionellen Beeintrachtigung der Mikrotubuli. In Gegenwart von ATP bewegten sich
die Mikrospharen auf diesen Mikrotubuli, wie es schon friher bei Latexbeads mit
einzelnen Kinesinmolekuilen auf der Oberflache beobachtet wurde (Block et al., 1990;
Higuchi et al.,, 1997; Svoboda et al., 1993). Dies zeigte sowohl die Anwesenheit
prozessiver Motormolekulle auf den Mikrospharen als auch die normale Funktion von
Kinesinmolekulen und Mikrotubuli. Die Geschwindigkeiten der von Kinesinmolekulen
transportierten Latexbeads entlang von Mikrotubuli wurden bei verschiedenen ATP-
Konzentrationen bestimmt. Bei einer ATP-Konzentration von 2 mM wurden die
Mikrospharen mit einer Geschwindigkeit von 600 nm/sec bewegt. Bei ATP-
Konzentrationen von 2 yM und 1 pM wurden Geschwindigkeiten von 36 nm/sec,
beziehungsweise von 12 nm/sec erhalten. Diese Werte lagen im Bereich von
friheren Messungen der Kinesingeschwindigkeit (Higuchi et al., 1997). Die Prasenz
eines einzelnen Mikrotubulus und seine Ausrichtung wurde durch die im Photonic
Force Microscope integrierte Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy
gesichert. War kein Kinesin auf den Latexbeads adsorbiert, so wurde auch kein
Anbinden der beads an Mikrotubuli beobachtet. Dies spricht daflr, dass die
Anbindung der Mikrospharen durch Kinesinmoleklle zustande kam. Zweifelsfrei
wurde das noch durch die beobachteten gerichteten Bewegungen der Latexbeads in
Anwesenheit von ATP bestatigt.

Um sicher zu stellen, dass die Verbindung zwischen Latexbead und Mikrotubulus von
dem Anbinden eines einzelnen Kinesinmolekuls verursacht wurde, wurde sich der
schon beschriebenen Methode von Steven Block bedient (Block et al., 1990). Es
wurden nur solche Praparationen von Latexbeads mit Kinesinmolekulen auf der
Oberflache verwendet, bei denen hochstens die Halfte von zwanzig zufallig
ausgewahlten Mikrospharen der gut gemischten Praparation in Anwesenheit von
ATP innerhalb von mindestens 10 Sekunden an einen Mikrotubulus anbanden und
sich auf diesem fort zu bewegen begannen. Kam es bei hochsten 50 % der
Mikrospharen zum Anbinden an einen Mikrotubulus, so waren im Mittel weniger als
ein einzelnes (< 0,67) Kinesinmolekul auf der Oberflache jedes Latexbeads

adsorbiert. Auch aus der geometrischen Analyse der nach dem Anbinden der
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Latexbeads mit dem PFM erhaltenen Positionsdaten ging hervor, dass Mikrospharen

und Mikrotubuli durch einzelne Kinesinmolekule verbunden waren.

In Abwesenheit von ATP kam es zu ein- und doppelkdpfigem, festen Anbinden von
Kinesin an Mikrotubuli

Wenn ein einzelnes Kinesinmolekul auf der Oberflache eines Latexbeads an einen
am Boden der Versuchskammer befestigten Mikrotubulus in Abwesenheit von ATP
anband, wurden die thermischen Fluktuationen der Mikrosphare stark eingeschrankt.
Die Positionen gleicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit bildeten die dreidimensionale
Form eines Schirms, da die Bewegungen des beads entlang der Achse des
verbindenden Kinesinmoleklls starker eingeschrankt wurden als in anderen
Richtungen. Dabei wurden Steifheitswerte zwischen 0,04 und 0,075 pN/nm
gemessen, mit gehauftem Auftreten von Werten um 0,04 pN/nm und 0,065 pN/nm.
Ein ausgepragtes asymmetrisches Verhalten der Molekulsteifigkeit des Kinesins bei
Kompression und Extension wurde im Gegensatz zu den Experimenten mit
Myosinmolekilen nicht beobachtet. Jedoch zeigte sich ein zeitlicher Verlauf der

axialen Verbindungssteifheiten bei der Anbindung eines Kinesinmolekuls an einen

Mikrotubulus  (Abbildung 4.19). Nach anfanglichen Fluktuationen mit einer
Federkonstante von 0,00128 pN/nm (+/- 0,00024 pN/nm) erhdhte sich die Elastizitat
auf 0,0408 pN/nm (+/- 0,0069 pN/nm) fir den Zeitraum von etwa einer Sekunde, um

danach wieder auf den vorherigen Wert abzufallen. Zwei Sekunden spater erhdhte
sich die Steifheit der Verbindung wieder auf 0,0405 pN/nm (+/- 0,0078 pN/nm). Nach
etwa zwei Sekunden anderte sich die Starke der axialen Fluktuationen des beads
nicht mehr und nach insgesamt acht Sekunden wurde eine Elastizitat von
0,0666 pN/nm (+/- 0,0112 pN/nm) gemessen. Wenn die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten ermittelten Federkonstanten der Verbindung zwischen Latexbead und
Mikrotubulus von unterschiedlichen Zustanden des Kinesinmolekils mit

verschiedenen mechanischen Eigenschaften herrihrten, welche Zustande kamen

dann in Frage? Dies soll anhand von |Abbildung 5.2|diskutiert werden. Es wurde dort

ein ausfuhrlicherer Ausschnitt aus dem in der Einleitung gezeigten Reaktionsschema
der Kinesin-ATPase dargestellt, der die Zustdande in Abwesenheit von ATP
beschreibt.
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ADP
(K*ADP)(K*ADP)3 / > (K*ADP)(K)
ADF%’; <)
v /‘ v
M*(K*ADP)(K*ADP)3 > M*(K*ADP)(K)
o/
(K)(K*ADP)+ > (K)(K) /A
Vi [fa00s: M*(K*ADP)M*(K*ADP)= rM*(K*ADP)M*(K)
ADP‘_/ A/\E)P ! ADP
M*(K)(K*ADP)3 > M*(K)(K)
SN ) ADP
MH(K)V*(K*ADP) +—2 = >/ 1/1*(K)M*(K) (@

Abbildung 5.2: Reaktionsschema der Kinesin-ATPase in Abwesenheit von ATP mit M = Mikrotubulus,
K = Kinesinkopf. Bindung an einen Kinesinkopf wurde durch ein *-Symbol zwischen beiden
Komponenten angedeutet. Der Ubersichtlichkeit wegen wurden die beiden Kinesinkdpfe in
unterschiedlichen Farben dargestellt. Die Ratenkonstanten einzelner Teilreaktionen wurden an den

entsprechenden Pfeilen angegeben. Die vermutlichen Zustande zu den Zeitpunkten 1 bis 4 in

Abbildung 4.19] sind gelb unterlegt und mit roten Kreisen gekennzeichnet. Der vermutliche

Reaktionsweg wurde durch starker gezeichnete Pfeile angedeutet.

Wahrend der in[Abbildung 4.19|mit ,1“ gekennzeichneten Zeitpunkte lagen vermutlich

zwei verschiedene Zustande im Gleichgewicht miteinander vor. Davon war einer

nicht und der andere kurzzeitig mit nur einem Kopf schwach an einen Mikrotubulus

gebundenen. Diese wurden in [Abbildung 5.2 gelb unterlegt und mit einer roten 1

gekennzeichnet. Die gemessenen Steifheit lag im Bereich der Steifheit der Laserfalle,
wodurch sich keine Aussage Uber die Elastizitat eines Uber einen Kopf schwach an
einen Mikrotubuli gebundenen Kinesinmolekuls machen liel3. Zu den Zeitpunkten 2
und 3 wurden ahnliche Verbindungssteifheiten von etwa 0,04 pN/nm erhalten. Nach
der ADP-Abgabe eines der beiden Kopfe, wahrscheinlich des an den Mikrotubulus
gebundenen, kam es wohl zu einem Gleichgewicht zwischen den beiden mit 2/3
gekennzeichneten Zustanden. Wahrend der eine Kinesinkopf im nukleotidfreien
Zustand fest an den Mikrotubulus gebunden war, blieb der andere Kopf mit ADP

ungebunden oder nur schwach an den Mikrotubulus assoziiert. Wiederum stellt die
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gemessene Elastizitat vermutlich eine Mischung der Elastizitaten der beiden
Einzelzustande und deren zeitlichen Anteilen dar. Zwischen Zeitpunkt 2 und 3 kam
es zwischenzeitlich zu einer Reduktion der gemessenen Verbindungssteifheit auf das
Niveau des Zeitpunkts 1. Dies konnte nur sehr selten beobachtet werden und kénnte
auf die Wiederaufnahme von ADP durch den nukleotidfreien Kinesinkopf hindeuten.
ADP konnte in Spuren zu Bruchteilen eines Pikomols zusammen mit Kinesin aus
dessen Praparation eingeschleppt worden sein. Eine Wiederaufnahme von ADP war
also sehr unwahrscheinlich, aber nicht unmdglich. Alternativ kdnnte beim Kinesin der
Ubergang in eine feste Bindung an einen Mikrotubulus in einer zweistufigen
Reaktion, zuerst ADP-Abdissoziation, dann Ausbildung einer festen Bindung,
vonstatten gehen. Ein solcher zweistufiger Mechanismus konnte schon bei der
Bewegung von Myosin | entlang von Aktin beobachtet werden (Veigel et al., 1999).
Im Anschluss an die zum Zeitpunkt 3 bestimmte Steifheit erfolgte eine weitere
Erhdhung der gemessenen Elastizitat. Zum Zeitpunkt 4 wurde eine
Verbindungselastizitdt von etwa 0,067 pN/nm beobachtet. Diese ruhrte
wahrscheinlich von einem Kinesinmolekul als Verbindung zwischen Mikrosphare

Mikrotubulus her, dessen Kopfe beide im nukleotidfreien Zustand fest an den

Mikrotubulus gebunden waren (,4“ in |Abbildung 5.2). Der Ubergang zwischen

Zustand 3 und Zustand 4 in |Abbildung 4.19] war etwa nach zwei Sekunden

abgeschlossen. Die ADP-Abgabe des zweiten Kinesinkopfes erfolgt mit etwa 0,4 s
(Mandelkow und Johnson, 1998; Moyer et al., 1998) und beansprucht demnach
2,5 Sekunden. Auch dies deutet auf eine ADP-Abgabe durch den zweiten
Kinesinkopf zwischen den Zeitpunkten 3 und 4 hin. Die mit 0,04 pN/nm und
0,067 pN/nm erhaltenen Molekulelastizitaten zu den Zeitpunkten 2/3 und 4 fanden
sich auch gehauft in der Verteilung der gemessenen Kinesinelastizitaten von

verschiedenen Experimenten wieder (siehe [Abbildung 4.18). Scheinbar wurden auch

dort die Steifheiten von ein- und doppelkdpfig fest an Mikrotubuli gebundenen

Kinesinmolekilen bestimmt.

In Anwesenheit von ATP oder der ATP-Analoga ATPYS und AMP-PNP kam es zu
einem Anstieg der Molek(ilelastizitat von Kinesin

Auch in Anwesenheit von ATP wurden verschiedene Verbindungssteifheiten

gemessen (siehe |Abbildung 4.22). Vor dem Start von gerichteter Bewegung entlang

eines Mikrotubulus war die Mikrosphare mit einer Steifheit von 0,065 pN/nm (+/-
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0,005 pN/nm) gebunden. Dabei schien es sich aufgrund der gemessenen Grolke
wieder um die Elastizitat eines mit zwei nukleotidfreien Kopfen fest an den
Mikrotubulus gebundenes Kinesinmolekul gehandelt zu haben. Jedoch sollte bei
einer ATP-Konzentration von 1 yM die ATP-Aufnahme eines Kopfes ausgehend vom
M*(K)(K*ADP)-Zustand im Mittel nach 500 Millisekunden geschehen sein, wahrend
fur die ADP-Abgabe durch den zweiten Kopf etwa 2,5 Sekunden bendtigt werden.
Nach etwa 6 Sekunden wurde die Mikrosphare dann gerichtet und ohne groRere
Pausen entlang des Mikrotubulus bewegt. Wahrend des Laufens stieg die
durchschnittliche Elastizitat der Verbindung zwischen Latexbead und Mikrotubulus
auf 0,125 pN/nm (+/- 0,021 pN/nm) an. Dieser Wert spiegelte vermutlich die Uber die
Zeit gemittelten Elastizitaten von einer Reihe von Kinesinzustanden wahrend seines
ATPase-Zyklus wider. Hierflir kommen vor allem der M*(K)(K*ADP)-Zustand, der
M*(K*ATP)M*(K)-Zustand und der M*(K*ADP*P;)M*(K)-Zustand in Frage (siehe
Abbildung 2.4). Wie schon erwahnt braucht die ATP-Bindung bei einer ATP-
Konzentration von 1 yM und einer Ratenkonstante zweiter Ordnung von 2 uM'sec™

durchschnittlich etwa 500 Millisekunden. Bei hoheren ATP-Konzentrationen ist das
Ablésen des fest gebundenen Kopfes von dem Mikrotubulus nach der Hydrolyse
ratenlimitierend (Gilbert et al., 1995) und erfolgt ausgehend vom M*(K*ADP*P;)M*(K)-
Zustand mit etwa 20 sec™ (Johnson und Gilbert, 1995). In Anwesenheit von ATP
befand sich also das Kinesinmolekll in Zustdnden hoherer Elastizitat verglichen mit
Zustanden ohne ATP. Dies kann nicht nur mit einer doppelképfigen Bindung an den
Mikrotubulus erklart werden, da auch im nukleotidfreien Zustand das Kinesinmolekul
mit beiden Kopfen an den Mikrotubulus angebunden war. Der beobachtete Anstieg
der Verbindungselastizitdt in Anwesenheit von ATP musste demnach von einer
Erhéhung der Elastizitat des Kinesinmolekuls selbst wahrend der Zwischenzustande
mit gebundenem ATP oder ADP und Phosphat herrihren.

Um diesen Aspekt naher zu beleuchten, wurden die ATP-Analoga ATPYS und AMP-
PNP eingesetzt. ATPYS kann von Myosin und dem Pilzkinesin Nkin nur sehr langsam
hydrolysiert werden (Crevel et al., 1999; Gulick et al., 1997; Resetar und Chalovich,
1995; Van Dijk et al., 1998) und AMP-PNP nicht von der Kinesin ATPase (Amos,
1987; Block et al., 1990; Hirose et al., 1995; Kawaguchi und Ishiwata, 2001; Svoboda
et al., 1994; Uemura et al., 2002; Vale et al., 1985). Es wurde jedoch beobachtet,
dass AMP-PNP von dem unkonventionellen Kinesin Ncd mit etwa 1 % der
Geschwindigkeit der ATP-Hydrolyse umgesetzt werden konnte (Suzuki et al., 1997).
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Die Hydrolyse konnte allerdings auch durch hohe Mikrotubuli-Konzentrationen nicht
weiter stimuliert werden. In Gegenwart von ATPYS kam es bei den Kinesin-
experimenten zu gerichteter Bewegung der Latexbeads auf den Mikrotubuli. Eine
Kontamination durch ATP war dabei ausgeschlossen, da eventuell aus der
Praparation eingeschlepptes ATP durch ein System von Glukose und Hexokinase
aus der Lésung entfernt wurde. Die Geschwindigkeit der Mikrospharen war deutlich
langsamer als in Anwesenheit von ATP in vergleichbaren Konzentrationen. Eine
verlangsamte Hydrolyse von ATPYS durch die unkonventionellen Kinesine Nkin und
Ukinesin wurde schon fruher beschrieben, jedoch ohne Geschwindigkeiten
anzugeben (Crevel et al., 1999). Sowohl bei 2 mM als auch bei 100 uM ATPYS
wurden Beadgeschwindigkeiten von etwa 15 nm/sec beobachtet. Da demnach die
Geschwindigkeit von Kinesin zwischen 100 yM und 2 mM ATPYyS von der ATPYS-
Konzentration unabhangig war, deutet dies darauf hin, dass bei der Umsetzung von
ATPYS durch Kinesinmolekule der Hydrolyseschritt geschwindigkeitsbestimmend
war. Ausgehend von einer gegenuber bei ATP-Umsatz unveranderten SchrittgrofRe
des Kinesins von 8 nm in Gegenwart von ATPYS und einem unveranderten Umsatz
von einem Molekul ATP pro Schritt (Hua et al., 1997; Schnitzer und Block, 1997;
Visscher et al., 1999) wurden pro Sekunde etwa 2 Molekile ATPYS vom Kinesin
hydrolysiert.

In Anwesenheit von 2 mM ATPYS wurde die Verbindungssteifheit vor Einsetzen von

Bewegung der Mikrosphare entlang des Mikrotubulus mit 0,11 pN/nm und wahrend

der Bewegung mit 0,15 pN/nm gemessen (Abbildung 4.25). Der erste Wert setzte
sich vermutlich aus den Steifheiten der Kinesinzustande M*(K*ATPYS)(K*ADP),
M*(K*ATPYS)M*(K*ADP) und M*(K*ATPYyS)M*(K) zusammen (siehe |Abbildung 2.4).

Die ersten beiden Zustdnde standen dabei vermutlich in einem schnellen

Gleichgewicht. Die anschlielfende ADP-Abgabe erfolgte mit ATPYS im ersten Kopf
mit nur einem Drittel der Geschwindigkeit bei gebundenem ATP (Ma und Taylor,
1997a), wodurch der Anteil des letzten Zustand an der Gesamtsteifheit vermindert
wurde. Auch der Kinesinzustand M*(K)(K*ADP) kdnnte Einfluss auf die gemessene
Elastizitdt genommen haben, falls die Bindung von ATPyS gegenuber der von ATP
wesentlich schwacher war. Die groere Verbindungselastizitat wurde nach Einsetzen
der Bewegung des Latexbeads entlang des Mikrotubulus gemessen. Da fur

Bewegung ATPyS hydrolysiert werden musste, erweiterte sich der Kreis der
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wahrscheinlich  beobachteten  Zustdnde des Kinesinmolekils um den
M*(K*ADP*P;)M*(K)-Zustand. =~ Aus den Wanderungsgeschwindigkeiten der
Mikrospharen in Gegenwart von ATPYS wurde eine Hydrolysegeschwindigkeit von
etwa 2 sec’ abgeschatzt. Somit ist der Hydrolyseschritt der langsamste wahrend des
Umsatzes von ATPYS durch Kinesin, wahrend die Phosphatabgabe nun den
zweitlangsamsten Schritt darstellte. Eine hohere Verbindungssteifheit konnte also auf
eine  erhohte  Molekulelastizitat der Zustande M*(K*ATPYS)M*(K) und
M*(K*ADP*P;)M*(K) hindeuten. Vermehrtes Auftreten des letztgenannten Zustands
wahrend der ATP-abhangigen Bewegung der Kinesin tragenden Latexbeads schien
auch fur die Erhdhung der beobachteten Verbindungssteifheit gegenuber
nukleotidfreien Bedingungen verantwortlich gewesen zu sein. Ein eindeutigeres Bild
lieferte die gemessene Elastizitat in Anwesenheit von AMP-PNP, bei dessen Einsatz
es nicht zu Beadbewegungen entlang von Mikrotubuli und demnach wahrscheinlich
auch nicht zur Hydrolyse des ATP-Analogons kam. Dies wurde schon fruher
beschrieben (Amos, 1987; Block et al., 1990; Hirose et al., 1995; Kawaguchi und
Ishiwata, 2001; Svoboda et al., 1994; Svoboda et al., 1993; Uemura et al., 2002;
Vale et al., 1985). Die axiale Steifheit der Verbindung zwischen Mikrosphare und
Mikrotubulus wurde mit etwa 0,14 pN/nm bestimmt und reprasentierte wohl vor allem
die Elastizitat des M*(K*AMP-PNP)M*(K)-Zustands des Kinesins. Nach Block,
Goldstein und Schnapp (1990) soll das ATP-Analogon eine rigor-ahnliche Bindung
des Kinesins an Mikrotubuli bewirken. Es scheint jedoch, als dass Zustande, in
denen ein Kopf des Kinesins ATP, ATPYS oder AMP-PNP gebunden hatte, entlang
der Molekulachse steifer waren als bei doppelkopfiger Bindung des Kinesins an
Mikrotubuli im nukleotidfreien Zustand. Hinweise auf eine erhdhte Steifheit von Teilen
des Kinesinmolekuls, dem Verbindungselement zwischen Kopf und Nacken, dem
sogenannten neck linker, in Gegenwart von ATP wurden schon friher durch
elektronenmikroskopische und FRET-Messungen erhalten (Rice et al., 1999). Bei der
Bindung von intaktem caged ATP an Kinesin und wahrend der Kraftentwicklung
durch Kinesinmolekiule wurden mit 0,18 pN/nm mit den hier vorgestellten
vergleichbare Werte erhalten (Higuchi et al., 1997). Hohere Steifheiten wurden in
anderen Veroffentlichungen angegeben. Bei Bestimmung der Abrisskrafte von
Kinesin-Mikrotubuli Komplexen entlang der Mikrotubuli wurde in Abwesenheit von
Nukleotiden eine Steifheit von 0,35 pN/nm gefunden. In Anwesenheit von AMP-PNP

wurden Werte von etwa 0,38 pN/nm pro Kinesinkopf erhalten (Kawaguchi und
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Ishiwata, 2001). Dabei soll es sich ohne Nukleotid nur um eine einkdépfige Bindung
des Kinesins an den Mikrotubulus gehandelt haben, wahrend es in Gegenwart von
AMP-PNP zum Anbinden mit beiden Kopfen kam. Da sich die Elastizitat der
Verbindung zwischen einer Mikrosphdare und einem Mikrotubulus Uber ein
Kinesinmolekul mit der auf sie ausgeubten Kraft andert und mit dieser Kraft ansteigt
(Kojima et al., 1997), lassen sich die bei den beschriebenen Studien erhaltenen
Steifheiten mit den vergleichsweise hohen Kraften von bis zu 15 pN erklaren. Auch
wurden diese Elastizitadten entlang der Achse des Mikrotubulus bestimmt. Bei den in
dieser Arbeit ermittelten Steifheiten handelte es sich jedoch um die entlang der
Kinesinachse verlaufenden Molekulelastizitaten, quer zu den Mikrotubuli. Es besteht
demnach sehr wohl die Moglichkeit, dass sich die Kinesinmolekule entlang
verschiedener Richtungen verschieden elastisch verhalten. Ein groRer Unterschied
zwischen den in dieser Arbeit vorgestellten Resultaten und den Ergebnissen von
Kawaguchi et al. (2001) und Uemura et al. (2002) besteht jedoch bezlglich dem von
Kawaguchi und Uemura gefundenen gleichen elastischen Verhalten von Kinesin in
Abwesenheit von Nukleotid und in Gegenwart von AMP-PNP. Ein ahnlich elastisches
Verhalten von Kinesin unter diesen beiden Bedingungen liel3e sich wiederum mit der
entlang von Mikrotubuli bestimmten Molekulsteifheit bei Kawaguchi und Uemura
begrunden, wahrend sich eventuell zwischen diesen beiden Zustanden des Kinesins
bestehende Unterschiede nur in der Elastizitat entlang der Achse des
Kinesinmolekiils bemerkbar machten. Unterstitzt werden die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse von FRET- und elektronenmikroskopischen Messungen, bei
denen beobachtet wurde, dass das Verbindungselement zwischen Kinesinkopf und
Nackenteil, der neck linker, in Abwesenheit von Nukelotiden flexibler war und viele
verschiedene Konformationen einnahm, wahrend diese Region durch ATP stabilisiert
wurde (Rice et al., 1999). In vielen Modellen der Arbeitsweise des Kinesins kommt
diesem neck linker eine herausragende Bedeutung zu. Da Kinesinkdpfe keine dem
Hebelarm von Myosin analoge Region besitzen, wird diskutiert, ob diese Aufgabe bei
Kinesinmolekulen von dem hochgradig konservierten (Case et al., 1997; Vale und
Fletterick, 1997) neck linker ubernommen wird. Der neck linker soll aul3erdem
Einfluss auf die Bewegungsrichtung von Kinesin haben (Case et al., 1997; Endow
und Waligora, 1998; Henningsen und Schliwa, 1997). Auch wird dieses Element
dafur verantwortlich gemacht, dass sich die beiden Kopfe eines Kinesinmoleklls

voneinander entfernen kdénnen und so erst die im Vergleich zum Myosin groliere
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SchrittgroRe (8 nm gegentber 5 nm) trotz kleinerer MolekllgroRe ermdglicht wird.
Das elastische Verhalten des neck linkers und die Nukleotidabhangigkeit dieser
Region scheinen also entscheidenden Einfluss auf die Funktionsweise von Kinesin

zu haben.

AbreiRen der Kinesinmolekiile von Mikrotubuli oder der Mikrotubuli vom
Kammerboden fand nicht statt

Wie schon bei den Experimenten mit Myosin erlautert wurde, wirden sowohl das
Ablésen von Mikrotubuli vom Boden der Versuchskammer als auch das Abreilen
des Kinesinmolekuls von dem Mikrotubulus, an den es gebunden war, erhebliche
Probleme fur die Bestimmung der mechanischen Eigenschaften der verbindenden
Kinesinmolekule darstellen. Jedoch wurden die daflr nétigen Krafte mit der sehr
schwachen Laserfalle des Photonischen Kraftmikroskops wahrend der Experimente
bei weitem nicht erreicht. Die aus biotinyliertem Tubulin polymerisierten Mikrotubuli
waren an vielen am Kammerboden adsorbierten Neutravidinmolekulen befestigt. Fur
das Abreilden von Biotin von Avidin oder Streptavidin werden etwa 160 pN (Florin et
al., 1994) und 260 pN pro Molekulpaar (Moy et al., 1994) bendtigt. Es ist anzu-
nehmen, dass die Bindungsstarke zwischen Biotin und Neutravidin ahnlich fest ist.
Die Krafte, die fur ein Ablosen eines Kinesinkopfes von einem Mikrotubulus notig
sind, wurden in Abwesenheit von ATP mit 8 pN bestimmt, in Anwesenheit von 1 mM
AMP-PNP mit 15,1 pN, hier jedoch fur das Ablésen von zwei Kopfen (Kawaguchi und
Ishiwata, 2001). Pro Kopf wurden in Abwesenheit von Nukleotid oder bei einer AMP-
PNP Konzentration von 1 mM Abrisskrafte zum Plus-Ende des Mikrotubulus von 6
bis 7 pN und 9 bis 10 pN zum Minus-Ende gefunden (Uemura et al., 2002).
Allerdings wurden die Krafte in diesen Studien entlang des Mikrotubulus bestimmt
und nicht quer dazu wie in den hier vorgestellten Experimenten. All diese Werte sind
jedoch vergleichsweise grol3 gegenuber den Kraften, die in dieser Arbeit auf die
Verbindungen zwischen Latexbeads und Mikrotubulus ausgelbt wurden, was gegen
ein Ablésen der einzelnen Molekile voneinander wahrend der Messungen spricht.
Die erhaltene Steifheit stellt demnach grof3ter Wahrscheinlichkeit nach die Elastizitat

von Teilen einzelner Kinesinmolekdule dar.

88



Diskussion

Verzbgertes Einsetzen der Kinesinbewegung deutete auf nétige Aktivierung der
Mikrotubuli hin
Haufig wurde beobachtet, dass es nach dem Anbinden eines Kinesinmolekils an

einen Mikrotubulus in Anwesenheit von ATP einige Sekunden dauerte, bis es zu

gerichteter Bewegung des Latexbeads kam. Bei dem in |Abbildung 4.23| gezeigten

Beispiel dauerte es in Gegenwart von 1 yM ATP etwa 5 Sekunden bis sich die
Mikrosphare entlang des Mikrotubulus bewegte. Es erscheint jedoch
unwahrscheinlich, dass es sich bei dem Grund fir diese Verzégerung allein um das

Warten eines Kinesinmolekils auf ATP handelte, worauf bei dieser ATP-

Konzentration nur etwa 500 Millisekunden entfallen sollten (siehe [Abbildung 2.4).

Vorstellbar ware, dass es eine Zeit dauerte, bis ein Bereich eines Mikrotubulus durch
das Anbinden eines Kinesinmoleklls ,aktiviert® wurde. Fur eine Kinesin abhangige
Aktivierung der Mikrotubuli spricht auch die Beobachtung, dass an einen
Mikrotubulus, auf dem schon vorher Latexbeads gelaufen waren, immer wieder neue
Mikrospharen banden und ohne merkliche Verzogerung gerichtete Bewegung
entlang dieses Mikrotubulus entwickelten, wahrend auf anderen Mikrotubuli kein
einziger Latexbead band und los lief. Eine eventuell stattgefundene Aktivierung

zumindest eines Teils des Mikrotubulus scheint also eine gewisse Zeit anzuhalten.

Die beobachtete Molekiilelastizitédt war wahrscheinlich in Kinesins neck linker oder
Nacken-Stiel Gelenk lokalisiert

Durch eine geometrische Auswertung lieR sich abschatzen, welche Teile der
Kinesinmolekule die Verbindung zwischen Latexbead und Oberflache der
Versuchskammer herstellten und welche Molekllregionen dabei die flexibelsten
waren. Die Lange der maximal gestreckten Verbindung wurde mit etwa 86 nm, in
Ruhelage mit 71 nm bestimmt. Diese Werte lagen somit im Bereich der Lange des
Kinesinmolekuls von 80 bis 90 nm (Amos, 1987; Hirokawa et al., 1989; Yang et al.,
1989). Der rotierbare Teil des Kinesinmoleklls hatte eine Ruhelange von etwa
40 nm. Ausgehend von der Gleichgewichtslange konnte dieser Teil bei
Raumtemperatur um 16 nm auf eine Maximallange von etwa 56 nm gestreckt

werden.
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung eines verbindenden Kinesinmolekils (gelb und grin)
zwischen einer rosa Mikrosphdare und einem blauen Mikrotubulus auf dem Boden der

Versuchskammer.

Innerhalb der Verbindung zwischen Latexbead und Kammerboden wurde ein
Drehpunkt bestimmt, der etwa 30 nm oberhalb der Glassoberflache lag. Diese 30 nm
enthielten sowohl Kinesin- als auch Nicht-Kinesin-Komponenten. Der Anteil, der nicht
vom Kinesinmolekll herrihrte, hatte seinen Ursprung in dem 24 nm dicken
Mikrotubulus, an den das Kinesinmolekll angebunden war. Der Mikrotubulus war
Uber Biotin an etwa 5 nm groRe Neutravidinmolekile gebunden. Die GrolRe der
Neutravidinmolekulle floss jedoch nicht in die Verbindungslange mit ein, da eine
dinne Schicht von Neutravidinmolekulen den ganzen Kammerboden bedeckte. Der
von den Kinesinmolekulen resultierende Abstand des Drehpunktes von dem
Anbindungspunkt am Mikrotubulus betrug also etwa 6 nm. Dieser Wert erhohte sich
jedoch noch etwas, da zu diesen 6 nm noch die Schichtdicke von Casein auf den
Mikrospharen hinzu addiert werden musste. Die Beschichtung von Kammerboden
und Latexbead resultierte in einem grolderen Abstand zwischen Beadzentrum und

Glassoberflache als mit dem reinen Beadradius angenommen wurde. Damit lag der
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Drehpunkt innerhalb des Kinesinmolekils und etwa im Bereich des Gelenks
zwischen Nacken und Stiel (etwa 15 nm vom Mikrotubulus entfernt) oder im Bereich

des sogenannten neck linkers zwischen den Motordomanen und dem Nacken (etwa

10 nm vom Mikrotubulus entfernt, siehe |Abbildung 5.3). Beide Bereiche werden

durch den nur 5 nm langen Nackenteil des Kinesins getrennt, und aufgrund dieser
geringen Entfernung lieR sich mit den erhaltenen Werten leider keine genauere
Auswahl treffen. Vorstellbar ware auch eine Beteiligung beider Regionen an der
beobachteten Flexibilitat. Bei Messungen der Rotationssteifheit von vollstandigen
Kinesinmolekulen wurde mehrfaches Drehen um 360° von gebundenen Mikrotubuli
beobachtet (Hunt und Howard, 1993). Wurden jedoch Fragmente des Kinesins
verwendet, deren Nackenregionen direkt am Boden befestigt wurden, so kam es nur
zu sehr eingeschrankten Rotationen von in Anwesenheit von AMP-PNP gebundenen
Mikrotubuli (Hua et al., 2002). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich bei
der hier beobachteten flexiblen Region eher um das Gelenk zwischen Nacken und
Stiel gehandelt haben konnte, falls die von Hunt und Howard (1993) beschriebene
Rotationsflexibilitat in diesem Gelenk ihren Ursprung hatte. Die schon beschriebene
Nukleotidabhangigkeit der Flexibilitat des neck linkers (Rice et al., 1999) deutet
allerdings eher auf den neck linker als Ursprung der hier beobachteten axialen
Elastizitat hin, wahrend der Drehpunkt innerhalb des Kinesinmolekuls weiterhin
zwischen Nacken und Stiel lokalisiert gewesen sein konnte. Jedoch konnte es sich
bei dem von Hunt und Howard (1993) beobachteten Gelenk auch um das Gelenk
zwischen coil 1 und coil 2 oder zwischen Stiel und Schwanzteil gehandelt haben und
sowohl die neck linker als auch das Gelenk zwischen Nacken und Stiel verhielten
sich in deren Experimenten beide steifer.

Die Gesamtlange der entspannten Verbindung zwischen Latexbead und
Mikrotubulus betrug etwa 50 nm. Dies war langer als in vorherigen Studien
gemessen wurde. Mit elektronenmikroskopischen Methoden wurden die Langen von
Kinesin-Querbrucken in situ zwischen Organellen und Mikrotubuli beziehungsweise
in vitro zwischen Mikrospharen und Mikrotubuli mit 25 bis 30 nm bestimmt (Amos,
1987; Hirokawa et al., 1989). Dies konnte auf eine eher gestauchte Molekulstruktur
bei den elektronenmikroskopischen Experimenten und auf eine eher gestreckte bei
den Versuchen mit dem PFM hindeuten. Bei der Verwendung von Kinesin als
Verbindungselement zwischen Latexbead und Oberflache der Versuchskammer

wurde eine geringere Streuung der erhaltenen Verbindungslangen als bei der
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Verwendung von Myosin erhalten. Dies spricht daftir, dass Kinesin in etwa immer mit
einem gleichen Teil an den Mikrospharen anband, wahrend es bei Myosin zu einer
grolReren Variabilitat bezluglich Anteil und Art der Anbindung an die Mikrospharen
kam. Ein Grund fur die bessere Reproduzierbarkeit der Bindung von
Kinesinmolekulen an Latexbeads lag sicherlich in deren biologischer Funktion als

Transportmolekul fur Organellen und Vesikel begrundet.

5.3 Fazit und Ausblicke

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich mit Hilfe des Photonischen Kraftmikroskops
die Elastizitat einzelner, funktionsfahiger Molekile der Motorproteine Myosin und
Kinesin bestimmen und Molekulelementen zuordnen lasst.

Bei der Bindung einzelner Kinesinmolekuile an Mikrotubuli lie3en sich in Abwesenheit
von ATP ein- und zweikdpfiges Binden durch unterschiedliche Molekulsteifheiten
unterscheiden. Die Elastizitat von Kinesin anderte sich in Gegenwart von ATP oder
ATP-Analoga und stieg auf etwa das Doppelte der in Abwesenheit von ATP
erhaltenen Werte an. Als strukturelles Korrelat der beobachteten Kinesinelastizitat
wurde die Molekulregion um Kinesins neck linker und das Nacken-Stiel Gelenk
bestimmt. Im Hinblick auf andere Studien, die Kinesins neck linker eine zentrale Rolle
bei der Bewegungs- und Kraftentwicklung zuschreiben, erscheint besonders dessen
Elastizitat und die hier beobachtete Nukleotidabhangigkeit sehr interessant.

Auch von einzelnen, funktionstlichtigen Myosinmolekilen lieBen sich mit dem
Photonischen Kraftmikroskop die Elastizitat entlang ihrer Molekulachse bestimmen.
Die gemessene Elastizitat anderte sich scheinbar in Gegenwart von ATP nicht
wesentlich und war deutlich geringer als von Studien an Muskelfasern erwartet
wurde. Das strukturelle Korrelat der erhaltenen Molekulelastizitat lag aul3erhalb des
Myosinkopfes und war in Myosins hinge Region, dem Ubergang zwischen
Subfragment 2 und dem leichten Meromyosin, lokalisiert. Der Vergleich mit anderen
Einzelmolekullexperimenten an Myosinmolekilen oder —fragmenten mit und ohne den
LMM Teil deutete ebenfalls auf eine erhdhte Flexibilitat in Gegenwart der hinge
Region hin. Obwohl in dieser Arbeit frisch aus Muskelfasern extrahierte, vollstandige
Myosinmolekile wegen ihrer guten Funktionalitat verwendet wurden, konnten bei
zukunftigen Experimenten exprimierte, artifizielle Myosinkonstrukte von definierter
Lange und eingefugten Anheftungsstellen zur Verbindung mit den Mikrospharen zur

Bestimmung der Elastizitdt des Myosinkopfes von groRem Nutzen sein. Durch
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Eliminieren der flexiblen hinge Region am distalen Molekulende konnte dann die
Elastizitat steiferer Elemente des Myosinmolekuls wie die des Myosinkopfes
bestimmt werden. Dann konnte auch die Frage, in wie weit elastische Verformung
des Myosinkopfes durch Veranderung der freien Energieprofile seine Anbindung an
Aktin  beeinflusst, untersucht werden. Bei Verwendung von nativen oder
rekonstituierten Aktinfilamenten mit Aktin-assoziierten Proteinen wie Tropomyosin
und Troponin bestiinde aul3erdem noch die Mdglichkeit, Einflusse der Regulation der
Aktinfilamente durch Kalziumionen auf die Elastizitat von Querbricken zu
untersuchen.

Durch den Vergleich der mechanischen Eigenschaften wie der Molekulelastizitat
verschiedener Mechanoenzyme neben konventionellem Myosin und Kinesin lassen
sich vielleicht gemeinsame Mechanismen dieser beiden Motorfamilien erkennen.
Aussichtsreiche Kandidaten hierfur waren die prozessiven Vertreter der

Myosinfamilie, das zweikopfige Myosin Va und das einkopfige Myosin IXb.
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