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Zusammenfassung

Das Protein Aktin ist ein wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts nahezu aller eukaryo-
tischen Zellen. Die Rolle der Aktinfilamente fiir biologische Prozesse in lebenden Zellen ist
von hochster Komplexitét. In vitro polymerisiertes Aktin ist ein geeignetes biomimetisches
Modellsystem, um unter definierten Versuchsbedingungen diese Mechanismen zu verste-
hen. Zudem sind Aktinfilamente Vertreter fiir semiflexible Polymere, deren mechanische
und dynamische Eigenschaften mafigeblich durch ihre Biegesteifigkeit bzw. Persistenz-
ldnge bestimmt sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Dynamik von in vitro polymerisiertem Aktin mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht, wobei der Fokus auf die Fluktuation der Filamente
in halbverdiinnten Aktinlosungen gelegt wurde. Aufgrund der thermischen Energie fluk-
tuieren die Filamente in einem Raum, welcher durch die Wechselwirkung mit umliegen-
den Filamenten eingeschrankt ist. Im theoretischen Modell werden diese topologischen
Einschrankungen durch das Rohrenmodell berticksichtigt, welches die Wechselwirkungen
durch einen rohrenartigen Kafig um die Filamente représentiert. In einer vorhergehenden
Dissertationsarbeit konnte bereits von Dr. Inka Kirchenbiichler gezeigt werden, dass die
Rohrenradien heterogen verteilt sind. Die Verteilungen der Rohrenradien in Abhéngigkeit
der Konzentration sind zudem in sehr guter Ubereinstimmung mit der Segment-Fluid-
Theorie, welche in der Arbeitsgruppe von Prof. Kroy (Universitat Leipzig) entwickelt
wurde. Aus dem Vergleich der Theorie mit den experimentellen Ergebnissen folgte die
Vermutung, dass nematische Ordnung einen Einfluss auf die Radien der Lokalisations-
rohren haben koénnte. Da die Aktinlésungen in Kapillaren untersucht wurden, kénnten
die Aktinfilamente wahrend der Probenpréparation durch das Befiillen entlang einer Vor-
zugsrichtung ausgerichtet worden sein.

Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Vorgeschichte der Probe, insbesondere
durch den Scherfluss, auf die Filamentordnung und Filamentdynamik bestimmt. Zur Un-
tersuchung der Lokalisationsrohre in Abhéngigkeit der Ordnung, wurden Mikrokapillaren
und makroskopische Kammern verwendet. Dazu wurden die Fluktuationen von fluores-
zenzgefarbten Aktinfilamenten in einem unmarkierten Hintergrund an einem konfokalen

Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Um die Ordnung der markierten Filamente in den



Probengefafien quantifizieren zu konnen, wurde der Ordnungsparameter in drei Dimen-
sionen berechnet. Die Auswertung ergab, dass die Ordnungsparameter in den Kapillaren
zu jeder Aktinkonzentration signifikant hoher waren als in der Kammer. Dartiber hinaus
wurde gezeigt, dass sich der Ordnungsparameter mit zunehmender Segment- wie auch
Filamentlénge zu hoheren Werten verschiebt. Wahrend in der Kammer die Filamente in
Ebenen parallel zur Beobachtungsebene isotrop verteilt waren, waren sie senkrecht zu
diesen nur wenig ausgerichtet. Im Vergleich dazu ordneten sich die Filamente in den Ka-
pillaren entlang einer Vorzugsrichtung an, welche durch die Kapillarbefillung induziert
wurde.

Die Kraft, die wihrend der Kapillarbefiillung auf die Filamente wirkte, wurde fiir zwei Ka-
pillaren unterschiedlicher Grofie abgeschétzt. Dazu wurden die Kontaktwinkel, die Ober-
flachenspannungen von Aktinlosungen und die Fillgeschwindigkeiten in den Kapillaren
mit Aktinlosung und Wasser gemessen und anschliefend mit diesen Ergebnissen die Scher-
spannung und Scherrate berechnet. Ein Vergleich dieser Ergebnisse zeigte, dass die Fila-
mente durch die Kapillarbefiillung mit einer Scherrate von bis zu 1400s™! geschert wur-
den. Das Verhéltnis der Scherspannung zu Scherrate definierte eine effektive Viskositét,
welche iiberraschenderweise fiir Aktinlésungen bei diesen Scherraten mit der Viskositéat
von Wasser libereinstimmte.

Da somit die gleichen Kréafte in den beiden Kapillaren wirkten, wurden die Filamente
gleichermaflen ausgerichtet. Dieses Ergebnis stimmt sehr gut damit iiberein, dass der be-
rechnete Ordnungsparameter in beiden Kapillaren identisch war.

Die Ergebnisse der Lokalisationsréhre in Abhangigkeit des Ordnungsparameters stimm-
ten mit den Annahmen der Onsager-Theorie iiberein. Die Rohrenradienverteilungen in
der makroskopischen Kammer verschoben sich signifikant zu niedrigeren Werten relativ
zu den Verteilungen in den Kapillaren. Ein Vergleich der Segment-Fluid-Theorie mit den
Experimenten zeigte eine bessere Ubereinstimmung fiir die Werte der Rohrenradien in der
makroskopischen Kammer, jedoch waren die Fitparameter immer noch ca. fiinfmal kleiner
als erwartet. Zudem wurde ein zusétzlicher Fitparameter in der Segment-Fluid-Theorie
beriicksichtigt, der die Ordnungsparameter aus den experimentell bestimmten Rohrenra-
dienverteilungen vorhersagte und in guter Uberstimmung mit den aus den Experimenten
berechneten Werten des Ordnungsparameters fiir die Kapillare ist.

Um die polyelektrische Natur der Aktinfilamente zu berticksichtigen, wurden die Roh-
renradien zudem in Abhéngigkeit der Gegenionen analysiert. Um die Lokalisationsréhren
bei Magnesiumionenkonzentrationen unterhalb des Phasentibergangs von isotrop verteil-
ten zu gebiindelten Aktinfilamenten zu messen, wurden mittels Lichtstreumessungen die

Konzentrationen des Phaseniibergangs bestimmt. AnschlieSend wurden die Fluktuatio-



nen in der makroskopischen Kammer unter physiologischen Pufferbedingungen mit denen
bei erhohter Magnesiumionenkonzentration im Puffer verglichen. Aus diesen Messungen
folgte, dass die Aktinfilamente bei erhohten Magnesiumionenkonzentrationen relativ zum
physiologischen Puffer stiarker fluktuierten und daher die Lokalisationsréhrenradien signi-
fikant zu hoheren Werten verschoben waren.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Lokalisationsrohre sowohl von

der Ordnung der Filamente als auch von der Gegenionkonzentration abhangig ist.
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1 Einleitung

1.1 Die Rolle des Aktins in der Zellbiologie

Das Zytoskelett besteht aus einem hochdynamischen Netzwerk aus Biopolymeren. Dieses
ermoglicht der Zelle ihre Funktion entsprechend der Umgebung anzupassen. In eukaryo-
tischen Zellen ist das Zytoskelett aus drei unterschiedlichen Typen von Filamenten auf-
gebaut, aus den Intermediarfilamenten, den Mikrotubuli und den Aktinfilamenten. Durch
das Zusammenspiel aller Komponenten des Zytoskeletts konnen vielfaltige, komplexe Zell-
prozesse realisiert werden. Die Filamenttypen unterscheiden sich in vielen Merkmalen, un-
ter anderem in ihren Biegesteifigkeiten, Langen und Durchmessern, wodurch sie spezifische
mechanische und elastische Eigenschaften aufweisen. Intermediarfilamente sind flexible
Polymere, welche einen Durchmesser von ungeféhr 10 nm aufweisen und der Zelle mecha-
nische Stabilitat verleihen [3]. Mikrotubuli sind dagegen steifer. Diese Polymere formen
lange Hohlzylinder mit einem Aufendurchmesser von 25 nm [47]. In Zellen bilden sie ein
sterndhnliches Netzwerk und kénnen so den intrazelluldren Transport unterstiitzen [49].
Die letzte Komponente des Zytoskeletts bilden die Aktinfilamente. Sie sind zu einem he-
likalen Doppelstrang mit einem Durchmesser von ungefihr 8 nm geformt [52, 60, 33, 45].
Aktinfilamente sind steifer als Intermediarfilamente, jedoch sind sie flexibler als Mikro-
tubuli. Mittels Aktin-bindender Proteine (ABP), welche unter anderem Filamentlingen
regulieren, eine Vernetzung zu einem dreidimensionalen Gel bewirken oder die Kopp-
lung zur Plasmamembran herstellen, iibernimmt Aktin in der Zelle zahlreiche Funktio-
nen [114]. Aktinfilamente ordnen sich in der Zelle beispielsweise zu kontraktilen Biindeln,
Netzwerken und auch Gelen an und stabilisieren dadurch die Form der Zelloberflache,
tragen zur Zellbewegung bei oder sind an der Kraftgenerierung oder -tibertragung betei-
ligt [114, 15, 6, 76].

Alle Filamentkomponenten des Zytoskeletts sind aus Monomere als Untereinheiten aufge-
baut. Da sich standig Monomere an die jeweiligen Filamente anlagern und ablésen konnen,
ist das Zytoskelett standig im Umbau und hochdynamisch. Zudem koénnen erst durch den

Einsatz von Helferproteinen die Verkntipfungen zu anderen Zellbestandteilen hergestellt
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Abbildung 1.1: Immunfluoreszenzfarbung des Aktins: Hier ist das Aktinzytoskelett eines
Fibroblasten dargestellt; die Grauwerte sind invertiert; Mafistab = 20 pm; (Bild bereitge-
stellt von Simone Stiefel, ICS-7).

werden und so Zellprozesse kontrolliert ablaufen [3]. In Abbildung 1.1 ist ein Fibroblast
gezeigt, wobei Aktin angefarbt ist. An dieser Zelle ist die Vielfalt der Aktinfilamentkon-
formation verdeutlicht. Einerseits konnen sich die Filamente zu Biindeln anordnen und

andererseits im Lamellipodium dichte Netzwerke formen.

Aufgrund der Vielzahl von hochkomplexen Zellprozessen ist eine Entschliisselung der
Funktion jedes einzelnen Bestandteils der Zelle und ihr kombiniertes Zusammenspiel eine
grofle Herausforderung. Um einem detaillierten Verstandnis ndher zu kommen, eignen sich
biomimetische Modellsysteme [5, 93, 43, 9]. Mittels dieser Modellsysteme kénnen quantita-
tive Modelle aufgestellt, chemische und physikalische Eigenschaften einzelner Komponen-
ten studiert und diese gezielt in Anwendungen umgesetzt werden. In vitro polymerisierte
Aktinfilamente sind Beispiele fiir semiflexible Polymere, so dass an ihnen unter ande-
rem die mechanischen und dynamischen Eigenschaften speziell fiir diese Substanzklasse
erprobt werden kénnen [109, 29, 48].

1.1.1 Eigenschaften des Biopolymers Aktin

Das Protein Aktin wurde erstmals im Jahr 1942 vom Biochemiker Straub aus Kaninchen-
muskelzellen extrahiert [130]. Aktin zdhlt zu den hochgradig konservierten Proteinen,
deren Aminosauresequenz sich im Laufe der Evolution kaum gedndert hat. Die kleinste

Untereinheit wird globuldres Aktin, kurz G-Aktin, genannt. Dieses besteht aus 375 Ami-
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noséuren [37] und weist ein Molekulargewicht von 42kDa® auf [72]. In Anwesenheit von
Adenosintriphosphat (kurz ATP) und Salzen (z.B. Mg*", Ca®") kénnen sich die Mono-
mere zu filamentosem Aktin, welches auch F-Aktin genannt wird, zu einer Doppelhelix
mit einer Ganghohe von 36 nm anordnen [60, 108, 70]. Diese Filamentbildung wird im
Folgenden detailliert erlautert. Die Polymerisation von globuldrem zu filamentosem Ak-
tin durchlduft drei Phasen. Oosawa und Kasai konnten zeigen, dass diese Phasen mit
einer Nukleation und anschlieflender Verlangerung verkntipft sind [104]. In Abbildung 1.2
ist der prozentuale Anteil an G-Aktin, welcher zu Filamenten polymerisiert ist, in Ab-
héangigkeit der Zeit in den unterschiedlichen Phasen dargestellt. Am Anfang stoflen die
Monomere zuféllig zusammen. Dadurch konnen sie spontan Dimere bilden, welche jedoch
instabil sind und wieder in Monomere zerfallen kénnen. Der fiir die Filamentbildung not-
wendige Schritt ist die Anlagerung eines weiteren Monomers zum Trimer. Dieses Trimer
ist sehr instabil, da sich sofort weitere Monomere anlagern. Deshalb wird dieses Trimer
auch Keim genannt. Die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass sich an ein Dimer ein weiteres
Monomer anlagert ist gering, so dass die Bildung von Oligomeren am Anfang verzogert
ist. Diese erste Phase wird daher auch Verzogerungsphase I genannt. In der darauffol-
genden Wachstums- oder Verlangerungsphase (Phase II) lagern sich weitere Monomere in
Form eines helikalen Doppelstranges an beiden Seiten des Keims an, so dass Filamente
gebildet werden. Die Reaktionsrate ko, [M~'s™'], mit welcher die Monomere angelagert
werden, ist dabei abhangig von der Konzentration an ungebundenem Monomer, also dem
G-Aktin. Gleichzeitig werden aber auch Monomere vom Filament abgebaut, wobei die
Reaktionsrate kog [s7'] fir den Abbau konzentrationsunabhingig ist [143]. Zudem ist
die Geschwindigkeit, mit welcher sich die Monomere anlagern, fiir beide Enden unter-
schiedlich. Das Ende, welches schneller polymerisiert, wird als Plus-Ende und dasjenige,
welches langsamer polymerisiert, als Minus-Ende bezeichnet [141]. Die Anlagerung der
Monomere an das Filament erfolgt so lange, bis die Monomerkonzentration auf denjnigen
Wert abgefallen ist, bei dem das kritische Gleichgewicht erreicht ist. Diese Konzentration
heifit kritische Monomerkonzentration C.. Ist dieser Wert erreicht, dann werden genauso
viele Monomere an das Filament angelagert wie abgebaut und ein dynamischer Gleichge-
wichtszustand stellt sich ein (Phase III). Fur die Geschwindigkeitskonstanten gilt in dieser
Phase:

koit = Ce - Kon- (1.1)

Die Konstanten k., bzw k.g in der Gl. 1.1 sind Mittelwerte, da sich die Konstanten am

Plus-Ende und Minus-Ende unterscheiden. Insgesamt folgt ein Tretmiihleneffekt (engl.

1kDa=1000 Da. Das Einheitenzeichen Da (Dalton) wird als Synonym fiir die atomare Masseneinheit
lu = 1,6605 - 1027 kg verwendet.
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Abbildung 1.2: Darstellung der Aktinpolymerisation: In Verzégerungsphase I stoflen zufél-
lig Monomere zusammen und wachsen zu einem stabilen Oligomer an, welcher den Keim
bildet. In der Verlangerungsphase II polymerisieren weitere Monomere an den Keim, so
dass sie ein helikales, doppelstriangiges Filament formen. In der Gleichgewichtsphase III
ist ein stationarer Zustand und eine kritische Konzentration C, an G-Aktinmonomeren
erreicht. Die Anzahl an angelagerten Monomeren entspricht der Anzahl der Monomere,
welche abgebaut werden. Modifiziert nach [3].

treadmilling), da aufgrund der unterschiedlichen Ratenkonstanten insgesamt eine Netto-
anlagerung am Plus-Ende und ein Nettoabbau von Monomeren am Minus-Ende resul-

tiert [142]. Die Lange der Filamente bleibt wiahrend dieses Prozesses erhalten.

Um Versuche an in vitro polymerisierten Aktinfilamenten durchfithren zu kénnen, muss
der Tretmiihleneffekt unterdriickt werden. Dies kann mit Phalloidin, einem Gift des griinen
Knollenblétterpilzes (AMANITA PHALLOIDES), erreicht werden [146]. Nach Bindung an
Aktin befindet sich dieses bizyklische Heptapeptid zwischen drei Monomeren und fordert
die Keimbildung [98, 144]. Zudem wird die Depolymerisation unterbunden, das Filament
stabilisiert und die kritische Monomerkonzentration C, sehr stark herabgesetzt [21, 40, 18].

1.2 Aktin als Modellsystem semiflexibler Polymere

Biopolymere weisen viele physikalische Eigenschaften auf, welche zum grofien Teil von der
Biegesteifigkeit dominiert werden [115]. Die Biegesteifigkeit B ist ein Ma8 fiir die Flexibi-
litdt von Polymerketten [32] und kann raumlich durch die so genannte Persistenzlange L,

charakterisiert werden. Diese legt eine Langenskala fest, auf welcher fluktuierende Poly-
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Abbildung 1.3: Mikroskopieaufnahme zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten eines fluores-
zenzmarkierten Aktinfilaments im Hintergrund eines unmarkierten Aktinnetzwerks. Fiir
detaillierte Informationen zur Messung sieche Abschnitt 2.8; Mafistab = 5 pm.

mere aufgrund der thermischen Energie kp - T' verformt werden [51]. Die Biegesteifigkeit
ist iiber die Gleichung
B = L,kgT, (1.2)

mit der Persistenzlénge verkniipft, wobei kg die Boltzmann-Konstante und 7' die Tem-
peratur sind. In Abbildung 1.3 ist exemplarisch eine Fluoreszenzaufnahme eines in vitro
polymerisierten Aktinfilaments dargestellt. Um Aussagen iiber die Steifigkeit von Aktin-
filamenten treffen zu konnen, werden diese theoretisch durch eine parametrisierte Raum-
kurve 7(s) dargestellt, welche in Abbildung 1.4 skizziert ist. Das in Abbildung 1.3 gezeigte
Filament fluktuiert aufgrund der Brownschen Bewegung, so dass sich die Konformationen
des Filaments zu beiden Zeitpunkten unterscheiden. Diese Konformationsanderung wird
theoretisch durch die Fluktuation der Tangenten #(s) an die parametrisierte Raumkurve

7(s) beschrieben.

Abbildung 1.4: Parametrisierte Raumkurve 7(s) mit Bogenlinge s, Konturldnge L und
den Tangenten £(s) und (s 4 As).

Fiir die Orientierungs-Korrelationsfunktion der Tangenten an die Raumkurve K; gilt [83,

32]:
As

K, = <f(3) (s + As)> =Ky-e . (1.3)

Die Persistenzlénge L, wird somit durch die Tangentenkorrelation definiert. Geméaf ihrer
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L,> L / steif
L, <L % flexibel
L,~L /\_’ semiflexibel

Abbildung 1.5: Klasseneinteilung der Polymere geméf ihrer Steifigkeiten.

Steifigkeiten werden Polymere in folgende drei Klassen eingeteilt (vgl. Abbildung 1.5):
Ist die Persistenzldnge wesentlich gréfler als die Konturlange (L, > L), so sind die Poly-
mere steif. Wenn die Konturlange hingegen wesentlich grofler als die Persistenzlange ist
(L> L,), dann sind die Polymere flexibel. Sind beide Léngen der Polymere vergleichbar
(L =~ L,), so gehoren sie der Klasse der semiflexiblen Polymere an.

Die in vitro polymerisierten Aktinfilamente wurden in dieser Arbeit mit Phalloidin stabi-
lisiert (vgl. Abschnitt 1.1.1) und weisen eine Persistenzlange von L, ~ 17 um auf [85, 66,
105, 47]. Da diese Lénge vergleichbar mit der Konturldnge von F-Aktin ist mit (L) = 22 pm
(vgl. Tabelle 3.1), gehoren Aktinfilamente der Klasse der semiflexiblen Polymere an [74].

1.3 Theoretische Grundlagen der physikalischen

Eigenschaften semiflexibler Polymere

1.3.1 Das ,,Wormlike-Chain“-Modell (WLC)

Faserartige Polymere konnen durch das Wormlike-Chain-Modell beschrieben werden, wel-
ches auf das Modell von Kratky und Porod zuriickgeht [79]. Die Polymere werden als
diinne, flexible Stabchen mit endlicher Biegesteifigkeit B betrachtet (vgl. Gl. 1.3). Diese
konnen im Modell nach Saitd durch eine differenzierbare, mit Bogenlédnge s parametrisierte
Raumkurve 7(s) der Liange L dargestellt werden, welche zuvor in Abbildung 1.4 einge-
fithrt wurde und fiir welche die Gleichung 1.3 der Orientierungs-Korrelations-Funktion
mit Persistenzlange L, giiltig ist [116]. Aus der Forderung, dass die mit diesem Mo-
dell beschriebenen Polymere inkompressibel sind, folgt fiir die Tangenten ’f(s)‘ = 1. Die

elastische Energie dieses Systems ist durch die Krimmung festgelegt:

L1 2r\”
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~

(a) verdiinnt (b) halbverdiinnt (c) konzentriert

Abbildung 1.6: Klassifizierung der Konzentrationsbereiche.

Die physikalischen Eigenschaften von Polymerlésungen hédngen sowohl vom Losungsmit-
tel, der Temperatur als auch von ihrer Konzentration ¢ ab. Durch die Konzentrations-
abhangigkeit werden die Polymerlosungen in drei Klassen eingeteilt und zwar verdiinnt,
halbverdiinnt und konzentriert (vgl. Abbildung 1.6) [32]. Fiir steife Stdbchen mit Kon-
zentration c ist die Einteilung von ihrer Lange L und ihrem Durchmesser d abhéngig, so
gilt nach Khokhlov und Semenov [120]:

a) verdiinnte Losungen: ¢ < L™3
Die Wechselwirkung zwischen den Polymeren ist vernachlassigbar gering. Die Polymere
liegen raumlich getrennt voneinander und kénnen unabhéngig fluktuieren.

b) halbverdiinnte Losungen: L3 < ¢ < L™2d~!
Der Abstand der Polymere ist so gering, dass sie tiberlappen, verschlaufen und auf diese
Weise eine isotrope Losung bilden. In diesem Konzentrationsbereich beeinflussen sich
die Polymere stark, so dass die Fluktuationen nicht unabhangig voneinander betrachtet
werden konnen.

c¢) konzentrierte Losungen: L™2d™! < ¢
Wird die Dichte der Polymere in der Losung erhoht, so ist die sterische Abstoflung so
stark, dass sich die Polymere ausrichten, analog dem Prozess in einem Fliissigkristall
(vgl. Abschnitt 1.4).

In aktuellen Forschungsarbeiten zu in vitro polymerisierten Aktinfilamenten werden die-
se Konzentrationsbereiche untersucht [5, 124, 135, 48|. Aufgrund der Polydispersitiat von
Aktinfilamenten ist der Ubergang zwischen unterschiedlichen Bereichen kontinuierlich. Da
die mittleren Filamentlangen in dieser Arbeit zwischen 13 pm und 22 pm liegen, gehéren
die Aktinlosungen mit cakin = 0,2 —0, 8 mg/ml unter Berticksichtigung der Ganghohe der
Aktinfilamente von 36 nm der Klasse der halbverdiinnten Lésungen an [60]. Sie bilden ein
verschlauftes Polymernetzwerk. Der mittlere Abstand zwischen Filamentverschlaufungen
ist die so genannte Maschenweite £ (vgl. Abbildung 1.7). Diese ist sowohl von der Filament-

lange L als auch von der Konzentration cay, abhéngig. Sei py die Konturlangendichte,
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Abbildung 1.7: Darstellung eines halbverdiinnten Polymernetzwerks: In dem gegebenen
Volumen sind so viele Filamente enthalten, dass sie Verschlaufungen ausbilden und ein
isotropes Netzwerk gebildet wird. Der mittlere Abstand benachbarter Filamente wird
Maschenweite £ genannt (Bild bereitgestellt von Dr. Ronald Springer, 1CS-7).

welche tiber die Gleichung
po=c-L (1.5)

definiert ist, dann ist die Maschenweite proportional zur Konturlangendichte:

€ o (po) % = (cawwm - L) 2. (1.6)

1.3.2 Das Rohrenmodell

Die Wechselwirkungen zwischen verschlauften Polymeren in einem Netzwerk zu berech-
nen oder gar abzuschatzen ist hochkomplex. Um die Beschreibung aller topologischen
Einschrénkungen zu berticksichtigen, fithrte im Jahr 1976 S. F. Edwards das Modell der
Rohre fiir Schmelzen und flexible Polymere ein [36]. Das Modell wurde von T. Odijk fur
steife Stabchen und von A. N. Semenov fiir semiflexible Polymere erweitert [99, 119].
Das Prinzip des Rohrenmodells ist in Abbildung 1.8 visualisiert. Die durchgezogene grii-
ne Linie reprisentiert in Abbildung 1.8 ein Testfilament. Dieses Testfilament wird auf-
grund der Brownschen Bewegung fluktuieren. Die das Testfilament umgebenden Filamente
schranken den Raum ein, in welchem dieses fluktuieren kann. Dieser Raum ist vergleichbar
mit einem rohrendhnlichen Kéfig und wird theoretisch durch ein harmonisches Potenti-
al beschrieben [99]. Innerhalb dieser Rohre kann das Filament fluktuieren. Zwei weitere
Konformationsméglichkeiten zu zwei unterschiedlichen Zeiten sind als griin-gestrichelte
Linien dargestellt. Das Testfilament wurde willkiirlich ausgewéhlt und auch dieses Fila-
ment tragt trivialerweise zu Bewegungseinschrankungen der anderen Filamente bei.

Die dynamischen Eigenschaften von Polymeren in verschlauften Netzwerken werden durch
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die Filamentlange L, die Maschenweite £, die Persistenzlange L,, den Filamentdurchmes-
ser d und die so genannte Verschlaufungslange (engl. entanglement length) L. festgelegt.
Letztere beschreibt den mittleren Abstand zwischen zwei benachbarten Kollisionspunkten
eines Testpolymers mit der Rohre. Alle Fluktuationen mit Wellenldngen, die kleiner als
die Maschenweite sind, relaxieren sehr schnell innerhalb von 10ms [121]. Fluktuationen
senkrecht zur Filamentachse werden transversale und diejenigen parallel zur Filamentach-
se longitudinale Flukuationen genannt. Fiir alle Anregungswellenlangen, die kleiner oder
gleich der Verschlaufungsliange sind, also A < L., dominieren transversale Fluktuatio-
nen, welche in wenigen Sekunden relaxieren [30, 65]. Fluktuationen auf Langenskalen,
die grofler als die der Verschlaufungslidnge sind, beeinflussen die longitudinalen Fluktua-
tionen und unter anderem die Rohrendynamik. Durch Diffusion parallel zur Langsachse
der Rohre konnen Filamente ihre Rohre verlassen, wobei die Diffusionskonstante invers
proportional zur Linge D, o< L™! ist. Dieses Phinomen wird Reptation genannt [24].
Die in bisherigen Forschungsarbeiten bestimmten Diffusionskoeffizienten liegen zwischen
Dyep = 107 m? /s und D,e, = 107" m? /s [71, 30, 65]. Die Reptationszeit, welche die Zeit
festlegt bis ein Filament seine Rohre vollstandig verldsst bzw. bis ein Filament iiber seine

Lange L reptiert ist, ist folgendermafien von der Filamentlange abhangig [94]:

L2
Trep =
2
72 Drep

o LB, (1.7)

Fiir durchschnittliche Filamentlangen von 22pm ergeben sich so Reptationszeiten von

ungefahr 10%s, bis ein Filament vollstiandig aus seiner Rohre diffundieren kann.



1 FEinleitung

Abbildung 1.8: Bewegungseinschrankung eines Filaments im rohrendhnlichen Kéfig: Die
durchgezogene griine Linie ist ein willkiirlich ausgewéhltes Testfilament. Der Raum, in
welchem das Testfilament fluktuieren kann, wird Rohre genannt, wobei dgrgpne der Durch-
messer ist und durch die umliegenden Filamente bestimmt wird. Zwei weitere Konfor-
mationsmoglichkeiten zu zwei unterschiedlichen Zeiten sind als griin-gestrichelte Linien
dargestellt (Bild bereitgestellt von Dr. Ronald Springer, ICS-7).

1.3.3 Die Segment-Fluid Theorie (SFT)

Seitdem in Experimenten zur Aktinfluktuation die Abmessungen der Rohre, die so ge-
nannten Rohrenradien, von mehreren Arbeitsgruppen bestimmt wurden, ist ein aktuelles
Forschungsthema die Formulierung eines mikroskopischen Réhrenmodells [72, 71, 112, 48,
30, 137, 49]. Zudem konnte bereits in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der Roh-
renradius eine asymmetrische Verteilung aufweist [112, 48]. Parallel zur Forschungsarbeit
von Dr. Inka Kirchenbiichler wurde von unseren Kooperationspartnern der Arbeitsgruppe
von Prof. Kroy (Universitat Leipzig) die so genannte Segment-Fluid Theorie aufgestellt,
welche es erlaubt die Rohrenradienverteilung in einem mikroskopischen Modell vorherzu-
sagen. Der Rohrenradius wird im Rahmen einer Naherung, die nur Paarwechselwirkungen
zwischen Test- und Nachbarfilament berticksichtigt (engl. Binary Collision Approxima-
tion, kurz BCA), abgeschétzt [95]. Dabei befinden sich die beiden kollidierenden Fila-
mente in jeweils einer Rohre, die innerhalb des Modells durch ein harmonisches Potential
reprasentiert wird. Die, nach Ausintegrierien der Polymerfluktuationen erhaltene, effektive
(durch sterische) Paarwechselwirkung entspricht der durch die topologischen Einschran-
kungen eingefiihrte Rohre. Dies erlaubt eine selbstkonsistente Berechnung der Stérke des

Einsperrpotentials [50] und damit der mittleren Verschlaufungslinge L. < L,

a5
L. — <8> 5L LR (1.8)
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und den mittleren Réhrenradius (R) < L,
(R) = (da) 5 . 5. 115, (1.9)

wobei a = 0, 502 ist.

Die Berechnung der Wechselwirkungen von Polymeren im Netzwerk beruht auf der An-
nahme, dass die Paarkollisionen entlang des Testpolymers unabhéngig voneinander, also
nicht korreliert, sind. Es wird angenommen, dass auf dieser Skala der Rohrenradius kon-
stant ist. Basierend auf den Arbeiten von Glaser et al. kann die Rohrenradienverteilung

P(r) durch die analytische Approximation
P(r) = N exp {—6, 797"_8/3} p8/36,79-1 (1.10)

beschrieben werden, wobei N = 2,42958 - 10® die Normalisierungskonstante und
r = R/ (R) ist [48, 50]%. Um die Verteilung P(R) der Réhrenradien abzuschétzen, wird
das aus der Paarkollision erhaltene Einsperrpotential iiber den Bereich des Testpolymers
gemittelt, in dem (im Mittel) nur diese eine Kollision wirkt. Auf diese Weise erhielten
Glaser et al. [48, 50] eine Segment-Fluid-Beschreibung, bestehend aus wechselwirkenden
Polymerabschnitten mit einer Lange Lg.,, die dem mittleren Abstand der Kollisionen und

damit der Verschlaufungslange L. entspricht.

2Die Gleichung 1.10 ist nach Kommunikation mit Marc Limmel (Arbeitsgruppe Prof. Kroy, Universitét
Leipzig) hier korrigiert dargestellt.

11
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1.4 Nematische Ordnung in Polymeren

1.4.1 Einfiihrung in die Physik der Fliissigkristalle

In der Natur existieren Substanzen, welche gleichzeitig mechanische Eigenschaften so-
wohl eines Festkorpers als auch einer Fliissigkeit aufweisen. Diese Materialien werden
als Flussigkristalle bezeichnet [26]. In einem Festkorperkristall sind die Molekiilgruppen
regelméflig angeordnet, wobei die Schwerpunktlage der Molekiile theoretisch durch ein
Punktgitter beschrieben werden kann. Kristalle weisen eine Fernordnung auf, welche in
Experimenten mittels Rontgenbeugung durch schmale Reflektionsmaxima nachgewiesen
werden kann. Im Gegensatz dazu sind die reflektierten Intensitatsverteilungen bei Ront-
genbeugung an Fliissigkeiten sehr breit, da die Molekiile in diesen keine Fernordnung
haben.

Insgesamt existiert eine Vielzahl an unterschiedlichen, fliissigkristallinen Phasen [26]. Im
Folgenden wird die so genannte nematische Phase naher erlautert (siehe Abbildung 1.9).
Nematische Kristalle werden bevorzugt von ldnglichen Molekiilen oder helikalen Makro-
molekiilen gebildet, wie Desoxyribonukleinsédure (kurz DNA), aromatische Polyamide

u.v.m. [26, 120]. Die folgenden Hauptmerkmale charakterisieren einen Nematen [26]:

1. Die Schwerpunktpositionen benachbarter Molekiile sind unkorreliert, so dass diese

keine Fernordnung aufweisen.

2. Die langsten Achsen der Molekiile im Nematen richten sich alle parallel zueinan-
der aus. Diese Richtung, in welche sich die Filamente ausrichten, wird nematischer

Direktor 7 genannt.

3. Die Vorzugsrichtung im Raum ist willkiirlich, kann jedoch durch Krafte vorgegeben

werden.
4. Die Zustande 77 und —7 sind ununterscheidbar.

5. Zudem koénnen nur solche Substanzen nematische Phasen ausbilden, deren Molekiile

identisch zu ihrem Spiegelbild aufgebaut sind.

Im Hinblick auf Scherkréfte ist zum dritten Punkt hinzuzufiigen, dass sich der nematische
Direktor innerhalb eines kleinen Winkelbereichs in Richtung der wirkenden Scherkraft
ausrichtet (vgl. Abschnitt 1.4.3) [86].

12
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Abbildung 1.9: Darstellung der nematischen Phasen in einem Fliissigkristall. 77 wird ne-
matischer Direktor genannt. Der Winkel 6 wird von dem nematischen Direktor 7 und der
langsten Molekiilachse eingeschlossen.

Um den Ordnungsgrad in der nematischen Phase bestimmen zu kénnen, wurde der Ord-

nungsparameter fir steife Stdbchen definiert [26]:

S = ; <3 cos?(0) — 1> : (1.11)

wobei der Winkel # von dem nematischen Direktor n und der langsten Molekiilachse
eingeschlossen wird (vgl. Abbildung 1.9). In der nematischen Phase sind alle Molekii-
le parallel zum nematischen Direktor ausgerichtet, so dass die langste Molekiilachse mit
dem nematischen Direktor einen Winkel von 6§ = 0 oder § = 7 einschlieft und der Ord-
nungsparameter S = 1 wird. Wenn die Molekiile gleichverteilt in jeder Raumrichtung

liegen, so ist der Zustand isotrop und der Ordnungsparameter wird S = 0.

1.4.2 Statistische Physik zur Beschreibung der nematischen

Ordnung in Fliissigkristallen

Eine der wichtigsten statistischen Theorien zur Beschreibung der Orientierung in Fliis-
sigkristallen ist die Onsager-Theorie [101]. Mit Hilfe dieser kann der isotrop-nematische
Phasentibergang fiir lange, steife Stabchen in halbverdiinnten Losungen erklért werden.
Die statistische Mechanik zu nematischen Phasen ist aufgrund der Komplexitiat nach wie
vor ein wichtiges Forschungsthema [149]. Die Onsager-Theorie wird im Folgenden vorge-
stellt. Gegeben seien N stabformige Makromolekiile der Lange L und mit Durchmesser d

gelost in einem Volumen V. Dabei gelten die folgenden Annahmen [26]:

o Aufgrund des ausgeschlossenen Volumens kénnen sich die Stdbchen nicht durchdrin-
gen. Die einzige auf die Stabchen wirkende Kraft ist die sterische Abstoung (siehe
Abbildung 1.10).

13
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o Der Volumenanteil der Stiabchen in Losung betragt ¢ = wcLd?/4, wobei ¢ = N/V

die Konzentration ist.

o Die Stdbchen sind wesentlich langer als die Abmessung des Durchmessers: L > d.
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Abbildung 1.10: Darstellung des ausgeschlossenen Volumens: Da sich die Kugeln A und B
nicht durchdringen koénnen, ist der Raum von Kugel A nicht fiir das Zentrum der Kugel
B erreichbar. Bild modifiziert nach [132].

Die Freie Energie kann mittels der Konzentration ¢ = N/V, der Orientierungsentropie
AS,, und dem Virialkoeffizienten B, folgendermafien durch die Virialentwicklung ange-
néhert werden [100]:

F = Fy+ NkgT [In(c) + AS,, + Bac]. (1.12)

Dabei ist kgT die thermische Energie und Fj eine additive Konstante. Mit Einfiihrung
der Orientierungsverteilungsfunktion (engl. orientational distribution function, kurz ODF)
f(n) gilt, dass cf(17)dS2, die Anzahl an Stabchen pro Einheitsvolumen ist, die im Raum-
winkelbereich von df2, alle in Richtungen 7 liegen, wobei die Normierung [ f(7)dQ = 1
gilt [120]. Nach Onsager wird die freie Energie durch die Summe folgendermaflen angené-
hert:

F = Fy+ NkgT {zn(c) + /f(ﬁ)ln(zlwf(ﬁ))dﬂn + ;c/f(m)f(n})B(y)dede .

(1.13)
Der erste Term beschreibt den Anteil der translatorischen Bewegung. Der zweite Term
entspricht dem Verlust der Orientierungsentropie AS,, in der nematischen Phase vergli-
chen zur isotropen Phase. Der dritte Term beschreibt den Anteil, der durch den Effekt
des ausgeschlossenen Volumens resultiert. Aus der Virialentwicklung folgt fiir den Ko-
effizienten By(y) = 2L%dsin(7y), wobei v der Winkel zwischen zwei Stébchen ist. Wenn
nur sterische AbstofSungskréfte wirken, verteilen sich die Stabchen isotrop und das ausge-

schlossene Volumen wird maximal. Ist allerdings die im Volumen geloste Konzentration an
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Stabchen grofler als ein Schwellwert ¢y, dann wird das ausgeschlossene Volumen dadurch
minimiert, dass sich die Stdbchen parallel anordnen, und sich so die Translationsentropie
erhoht. Die Gleichgewichtsverteilungsfunktion f(77) folgt aus der Minimierung der freien
Energie beschrieben durch Gl. 1.13, woftir Onsager diese Ansatzfunktion einsetzte [100]:

f(6) cosh(a cos(#)). (1.14)

- 47 sinh a

Dabei ist 8 der Winkel, der von einem Teststabchen und dem nematischen Direktor ein-
geschlossen wird und a der Variationsparameter, der so angepasst wird, dass die Freie
Energie minimal wird. Demzufolge ist die isotrope Phase durch @ = 0 und f = /4 und
die nematische Phase durch @ > 1 und f(6) o exp (ah*/2) gekennzeichnet. Somit ergibt

sich fiir den Ordnungsparameter

S— ; [ £0) (3cos?(6) — 1) sin(8)db. (1.15)

Von Flory wurde zuerst erkannt, dass auch semiflexible Makromolekiile eine Ordnung
analog der eines Fliissigkristalls aufweisen konnen [42]. Khoklov, Semenov und Odijk

erweiterten die Onsager-Theorie auf semiflexible Makromolekiile [75, 100].

1.4.3 Induzierte Ausrichtung von Aktinfilamenten

Experimentell konnten mittels Doppelbrechung, Fluoreszenzmikroskopie und Kleinwinkel-
rontgenstreuung die isotropen und nematischen Zustidnde sowie deren Phaseniibergange
an in vitro polymerisierten Aktinfilamenten untersucht werden [5, 124, 135, 46, 129]. Die
Ergebnisse fiir die Schwellwertkonzentration cg, bei welcher der Phaseniibergang einsetzt,
unterscheiden sich in den Arbeiten und sind stark von der Probenpriparation abhén-
gig, da der Ubergang von der Aktinkonzentration und Filamentlinge abhingig ist. In
der Arbeit von Furukawa et al. folgen Schwellwerte von ¢y = 2mg/ml fir Filamentlén-
gen von L = 4,9pum und ¢y > 3mg/ml fur Filamentlangen von L = 0,6 pm. Dartiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass Aktinfilamente sich ausrichten, wenn sie in einem ne-
matischen Losungsmittel, wie z.B. einer Losung von nematisch angeordneten fd-Viren,
gelost werden [31]. Zudem wurde untersucht, dass die rdumliche Begrenzung und der
Einschluss durch die umgebenden Wénde von Aktinfilamenten zur Ausrichtung dieser
fiuhrt [78, 124, 5].

Des Weiteren konnen Aktinfilamente auch bei Konzentrationen unterhalb der kritischen
Konzentration ¢y des Phaseniibergangs ausgerichtet werden, indem Scherkrafte auf diese
wirken. Dieser Effekt ist in Abbildung 1.11 skizziert. Zu sehen sind zwei Platten der Fla-
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Abbildung 1.11: Erlauterung der Scherkraft: Durch die auf die obere Platte der Flache A
wirkende tangentiale Kraft, wird diese relativ zur unteren Platte bewegt, so dass sich im
Medium zwischen den Platten ein Geschwindigkeitsgradient ausbildet.

che A im Abstand h, wobei die obere Platte relativ zur unteren Platte frei beweglich ist.
Wirkt an der oberen Platte die Kraft F', so wird die obere Platte mit der Geschwindigkeit
v relativ zu unteren Platte bewegt. Auf das zwischen den Platten befindliche Medium

wirkt die Spannung

F

= —. 1.16

r=7 (1.16)

Dadurch bildet sich ein Geschwindigkeitsgradient entlang der Hohe h aus, welcher die
Scherrate 9
v

Y= 1.17

=3 (1.17)

definiert.

Das Verhaltnis von Scherspannung zu Scherrate
T

: (1.18)

wird dynamische Viskositat ;1 genannt. Flissigkeiten, welche einen linearen Zusammen-
hang zwischen Scherrate und Scherspannung aufweisen, werden Newtonsche Fliissigkeiten
genannt. Losungen von verschlauften Aktinfilamenten, wie alle weiteren Polymerlésungen
oberhalb der Uberlapp-Konzentration weisen jedoch ein nicht-Newtonsches Flieverhalten
auf [22, 32, 59, 91, 121].

Wenn das Medium aus einer Losung von Aktinfilamenten besteht, so richten diese sich
parallel zur wirkenden Scherkraft F' aus, auch wenn die Aktinkonzentration kleiner als
der Schwellwert ¢, ist [67, 20, 19, 57].
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1.5 Polyelektrolyt-Effekte

1.5.1 Grundlagen der Polyelektrolyt-Effekte

Polymere, welche ionisierbare Gruppen aufweisen, werden Polyelektrolyte genannt. Durch
Dissoziation dieser in polaren Medien tragen sie kovalent gebundene anionische oder
kationische Gruppen. Durch die Anwesenheit geloster Salze werden die Ladungen der
ionischen Gruppen jedoch abgeschirmt oder sogar kompensiert. Dabei lagern sich an die
Oberflache des geladenen Makromolekiils entweder eine diffuse Gegenionatmosphére oder
Gegenionen an, welche die Ladung des Polymers abschirmen. Letztere sind an der Ober-
flache lokalisiert. Dieser Effekt wird Gegenionkondensation genannt und ist besonders von
der Form des Makromolekiils (Kugel, Ebene, Zylinder) abhéngig [89, 90]. Die den Effekt
beschreibende Theorie nach Manning basiert auf der Poisson-Boltzmann Gleichung, wel-
che die elektrostatische Wechselwirkung eines frei beweglichen Ladungstragers mit seinen

Gegenionen beschreibt:

", 2i€0C; zieoU (1)
PN G 1.19
wobei i (i = 1,2,3...n) die lonensorte mit Ladungszahl z; nummeriert, ¢; die Ionen-

konzentration, U(r) das Potential, kgT" die thermische Energie, ¢y die Elementarladung
(eg = 1,6022 - 10712 C) und €y bzw. € die Dielektrizititskonstanten des Vakuums oder
des Mediums sind (ey = 8,854 - 10712 (&) [115]. Dabei wird bildlich angenommen, dass
jeder Ladungstriager von einer Atmosphére an Gegenionen umgeben ist. Durch Anwen-
dung der Debye-Hiickel-Theorie, welche fiir kleine Konzentrationen und geringe Poten-
tiale z;eoU(r) < kT giltig ist, kann die Gleichung 1.19 nach einer Taylorentwicklung
der Exponentialfunktion gelost werden, so dass fiir das Potential U(r) des Ladungstragers

umgeben von Gegenionen folgt

U(r) o SRR (1.20)
r
Das Inverse der Abklingldnge
1 " 22e3c
B 0 1.21
K 1:21 er€okpT ( )

wird Debye-Abschirmlange genannt [115]. Obwohl die Debye-Hiickel-Theorie nicht be-
riicksichtigt, dass die effektive Oberflachenladung des Makromolekiils durch die diffuse

Gegenionatmosphére reduziert wird, behélt die Theorie an Giiltigkeit, da sie die Dichte
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Abbildung 1.12: Darstellung der Gegenionatmosphére um ein anionisches flexibles Makro-
molekiil: Die elektrostatische Wechselwirkungsenergie nimmt mit der Debye-Lange x™1
radial vom Zentrum des Polymers ab, wo sich die negativen Ladungen befinden. Die
Bjerrum-Léange begrenzt den Bereich der Atmosphére, welcher die Gegenionen enthélt.
Bild tibernommen von [115].

der Gegenionkonzentration in der Atmosphére um den Ladungstrager beschreibt, welche
im Mittel genau eine Uberschussladung enthélt.
Eine weitere Lange, welche das Verhalten von Ionen in Polyelektrolytlosungen beschreibt,

ist die Bjerrum-Lange

62

B AregekpT”

Wenn sich zwei Ladungen im Abstand g befinden, so entspricht die thermische Energie

I (1.22)

gleich der elektrostatischen Energie. In Abbildung 1.12 ist ein flexibles Makromolekiil dar-
gestellt, welches von zwei Gegenionatmosphéiren umgeben ist. Der Bereich, in welchem
sich Gegenionen anhaufen, wird durch /g begrenzt. Das elektrostatische Wechselwirkungs-

potential zwischen der negativen Ladung auf dem Makromolekiil mit den umliegenden

1

positiven Gegenionen klingt mit der Debye-Lénge =" ab. Fiir lange Polymere hoher

Ladungsdichte wurde die Debye-Hiickel-Theorie nicht bestétigt, so dass Manning an der

theoretischen Beschreibung weiter forschte [89]. Dabei wird das lange Polymer durch einen

Oberflichenladung
Lénge

sentiert. Der Manning-Parameter (; ist das Verhéaltnis zwischen der Bjerrum-Lange und

unendlich langen, diinnen Zylinder mit linearer Ladungsdichte b = repra-

dem linearen Ladungsabstand b fiir monovalente lonen

(v = lllf (1.23)
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1.5 Polyelektrolyt-Eftekte

Dabei werden zwei Félle unterschieden:
(I) ¢{m < 1: Die Gegenionen kénnen sich frei im Raum bewegen.
(IT) ¢ > 1: Die Gegenionen lokalisieren sich auf die Oberfliche oder zumindest in die
Nahe der Ladungen entlang des Zylinders und kondensieren, was zur Folge hat,
dass die gesamte Ladung des Zylinders erniedrigt wird.

Insgesamt kondensieren die Gegenionen folgenden Anteil der Polyelektrolytlosung

O = <1 _ 1) , (1.24)

76V

wobei z die Wertigkeit der Gegenionen ist.

1.5.2 Polyelektrolyt-Effekte von Aktinfilamenten

Wenn die globuldren Untereinheiten des Aktins zu Filamenten polymerisieren, kommen
sich die Ladungen so nah, dass Aktinfilamente von polyelektrolytischer Natur sind. Laut
Manning kénnen Aktinfilamente theoretisch durch einen dicken Zylinder beschrieben wer-
den [90]. Durch diese Beschreibung wurde ein Wert (. eingefiihrt, welcher durch die
Wertigkeit der Gegenionen, die Debye-Linge x~!, der Ladungsdichte b und dem Fila-

mentdurchmesser a folgendermafen bestimmt wurde [90]:
Cerit, = —1/2 - In(kD) [ka - Ky (ka)/Ko(ka)] . (1.25)

Dabei sind Ky und K; modifizierte Besselfunktionen. Geméafl der Manning-Theorie findet
Ladungskondensation genau dann statt, wenn (. < (y ist. Unter physiologischen Puf-
ferbedingungen betrégt der lineare Ladungsabstand ungefahr b = 0,25nm [131]. Unter
Standardbedingungen mit € = 80 fiir Wasser und 7" = 20°C ergibt sich eine Bjerrum-
Lange von lg = 0,71 nm. Daraus folgte, dass {\ = 2,8 und (3. = 6,3/z ist [90]. Nach
Abschatzung durch Manning kénnen demnach monovalente Gegenionen nicht an Aktinfi-
lamente kondensieren. Im Gegensatz dazu wiirden drei- oder vierwertige mit grofler Wahr-
scheinlichkeit zur Gegenionkondensation fithren. Nach Manning liegen zweiwertige Ionen

an der Schwelle, bei welcher der Effekt der Kondensation auftreten kann [90].

Der Prozess der Aktinbiindelung von in wvitro polymerisierten
Aktinfilamenten

Werden zum physiologischen Puffer multivalente Ionen, Aktin-bindende Proteine oder

Polyamide hinzugefiigt, die eine gewisse Schwellwertkonzentration iibersteigen, so ordnen
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sich Aktinfilamente zu Biindeln an [131, 147, 82, 16]. Da die Versuche in dieser Arbeit
nur mit Magnesiumionen durchgefithrt wurden, wird im weiteren Verlauf des Abschnitts
nur auf die Beschreibung der Biindelung in Abhéngigkeit von zweiwertigen lonen einge-
gangen.

Da Aktinfilamente im physiologischen Puffer mit pH = 7 negativ geladen sind, stoflen sie
sich auf kurzen Reichweiten ab. Durch die Anwesenheit von Gegenionen wird die elek-
trische Abstoflung erniedrigt. Bei einer geniigend hohen Konzentration an Gegenionen
richten sich die Filamente parallel zueinander aus und kommen sich so nah, dass in ihrem
Zwischenraum eine Atmosphére aus Gegenionen vorhanden ist, welche an der Oberflache
der Filamente kondensieren und so eine effektive Anziehung zwischen beiden Filamenten
verursachen [110, 103]. In Abbildung 1.13 ist eine solche Kondensation dargestellt. Die
theoretische Erklarung fiir diese Anziehung wird nach wie vor erforscht. Nach Oosawa
bedeutet die Kondensation von Gegenionen keineswegs eine Fixierung an die Filamente.
Sie seien in axialer Richtung zwischen den Filamenten beweglich und kénnen so Dichte-
fluktuationen erzeugen [102, 103]. Ein weiteres Modell zieht in Betracht, dass die Ionen
dermaflen korreliert sind, dass sie ein Gitter bilden [123]. Angelini et al. konnten experi-
mentell die Organisation von Gegenionen beobachten und zogen das Resultat, dass sich
zwischen zwei Aktinfilamenten eindimensionale Dichtewellen ausbilden, welche mit einer
Verdrehung der Filamente einhergehen [7, 8]. Die genauen Anteile von Fluktuationen der
Gegenionen, Van-der-Waals-Kréifte etc., welche die Anziehung der Filamente erzeugen
und somit die Biindelung begiinstigen, sind noch nicht bekannt [41]. Tang et al. konn-
ten zeigen, dass fiir eine Aktinkonzentration von 0,5 mg/ml die Biindelungseffizienz von
der Ordnungszahl abhingt. Sie zeigten, dass das Biindeln in Anwesenheit von Co*" bei
5,5mM und von Mg®" bei 27 mM einsetzt. Innerhalb weniger Minuten ist die Breite der
Aktinbiindel gesattigt, jedoch wachsen sie tiber einen ldngeren Zeitraum in der Léange
heran [82].

Die Dynamik der Aktinbiindelung sowie die Kraftebestimmung kurz vor und wéhrend der
Biindelung sind demnach noch nicht verstanden und das Ziel zukiinftiger Forschungsar-

beiten.
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1.6 Motivation und Ziel der Arbeit

Abbildung 1.13: Darstellung der Gegenionkondensation und Anziehung zweier Aktinfila-
mente: In A sind zwei Filamente dargestellt, welche von Gegenionen umgeben sind. Da
die Konzentration dieser gering ist, kondensieren keine Gegenionen und die Filamente
sind im elektrostatischen Gleichgewicht. In B sind so viele Gegenionen vorhanden, dass
diese an der Oberfliche der Aktinfilamente kondensieren und so die Oberflichenladung
erniedrigen, was wiederum die AbstoBungskrafte vermindert. Zwischen beiden Filamenten
wirkt eine effektive Anziehung, welche durch Anlagerung weiterer Filamente Aktinbiindel
bildet. Bild iibernommen aus [7].

1.6 Motivation und Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war die Bestimmung der dynamischen Eigenschaften von Aktinfila-
menten in halbverdiinnten Losungen (cakiin = 0,2mg/ml — 0,4 mg/ml) in Abhéngigkeit
der Ordnung und Gegenionkonzentration. Dabei wurde der Fokus auf die Fluktuations-
amplituden von Aktinfilamenten und somit auf die Lokalisationsrohre gelegt (vgl. Ab-
schnitt 1.3.2). Da Phalloidin-stabilisierte Filamente Konturlingen von einigen pm aufwei-
sen, sind sie sehr gut fiir die Fluoreszenzmikroskopie geeignet.

In unserer Arbeitsgruppe konnten bereits die Fluktuationen von Aktinfilamenten und die
daraus resultierenden Rohrenradienverteilungen analysiert werden [84]. Die experimen-
tellen Ergebnisse sind zwar in guter Ubereinstimmung mit der Segment-Fluid Theorie,
doch existiert bei der kleinsten gemessenen Konzentration cakiin = 0,2mg/ml ein sehr
auffalliger Unterschied zur Theorie. Dariiber hinaus weicht der Fitparameter, welcher die
Polymerlange pro Volumen wiedergibt, vom erwarteten Wert um ein Sechsfaches ab [48].
Die Messungen der Rohrenradien wurden in Kapillaren durchgefiihrt. Die Resultate gaben
erste Hinweise darauf, dass in diesen Kapillaren die Aktinfilamente entlang einer Vorzugs-
richtung ausgerichtet wurden, was zu der Abweichung der Theorie von den Experimenten
fihren konnte [48]. Daher war das Ziel dieser Arbeit die Filamentfluktuationen in isotro-

pen Losungen zu untersuchen und erneut die Theorie an die experimentell bestimmten
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Rohrenradienverteilungen anzupassen. Fiir die Realisierung isotrop verteilter Filamente
wurden die Aktinlosungen in makroskopischen Kammern untersucht. Durch Weiterent-
wicklung der Segment-Fluid-Theorie in der Arbeitsgruppe von Prof. Kroy (Universitét
Leipzig) wurde zudem die Ordnung der Filamente in der Anpassung der Theorie bertick-
sichtigt.

Des Weiteren wurde die Ordnung in den Mikrokapillaren und der makroskopischen Kam-
mer berechnet, um sicherzustellen, dass die Lokalisationsrohre unter zwei verschiede-
nen Versuchsbedingungen beziiglich der Ordnung in den Probengefédflen bestimmt wur-
de. Fir den Nachweis, dass die Filamente sich in den Probengefédfien zum einen ent-
lang einer Vorzugsrichtung und zum anderen isotrop verteilen, wurden fiir jede Aktin-
konzentration Ordnungsparameter bestimmt. Mit Hilfe des kommerziellen Programms
IMARIS wurden dazu die Filamentkoordinaten ermittelt und der Ordnungsparameter in
drei Dimensionen berechnet. In bisherigen Forschungsarbeiten wurde die Orientierung
und Dynamik von Aktinfilamenten von Mikroskopieaufnahmen in zwei Dimensionen be-
stimmt [5, 134, 31, 136]. Da die Konturlangen von Aktinfilamenten besonders vom Puffer,
der Probenpréaparation und der Aufreinigung abhidngen, war fiir eine exakte Bestimmung
der Langenverteilung, der Ordnung und der dynamischen Eigenschaften eine Analyse der
Filamente in drei Dimensionen erforderlich. Daher war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit
aus Fluoreszenzaufnahmen von Aktinfilamenten deren Position in drei Dimensionen und
anschliefend ihre Ordnung im Raum zu bestimmen.

Weiterhin war ein Ziel dieser Arbeit die Lokalisationsrohre in zwei Kapillaren unterschied-
licher Grofle zu bestimmen und den Einfluss der rdumlichen Geometrie auf die Ordnung
der Filamente abzuschétzen. Mehrere Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass ein
rdumlicher Einschluss von Filamenten oder ein Scherfluss erheblichen Einfluss auf die me-
chanischen und dynamischen Eigenschaften haben kann [5, 124, 135]. Aus der Literatur
ist bekannt, dass Mikrokapillaren mehrfach in Experimenten zur Untersuchung von fluo-
reszenzmarkierten Aktinfilamenten eingesetzt wurden [55, 147, 129]. Daher war in dieser
Arbeit zusatzlich von Interesse den Krafteinfluss auf die Filamente abzuschétzen, die sich
durch das Befiillen der Kapillare ergeben.

Durch die noch nicht vollsténdig verstandene Kationen-induzierte Biindelung von Aktinfi-
lamenten motiviert, ist die Untersuchung an in vitro polymerisierten Aktinfilamenten stets
von aktueller Bedeutung. Die Analyse des Polymernetzwerks in Abhéngigkeit von Gegen-
ionen und die effektiven Anziehungskréfte zwischen Filamenten sind von der Theorie noch
nicht vollstdndig erfasst. Daher war es Ziel dieser Arbeit den Einfluss von schwachen, at-
traktiven Wechselwirkungen, die durch eine Erh6hung der Magnesiumionenkonzentration

im physiologischen Puffer induziert wurde, auf die Rohrenradienverteilung zu bestimmen.
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2 Material und Methoden

2.1 Aufreinigung der a-Aktin Isoform aus

Kaninchenskelettmuskeln

Nach dem Protokoll von Spudich und Watt [126] wurde Aktin aus der Riicken- und Ober-
schenkelmuskulatur eines Kaninchens isoliert und in Form von Acetonpulver in Fraktionen
zu je 10 g bei —20°C gelagert. Das Ansetzen des G- und 10xF-Puffers erfolgte analog zu
den Arbeiten von Marta Romanowska und Dr. Inka Kirchenbiichler [112, 84], wobei in
dieser Arbeit die Konzentration der Puffersubstanz Tris auf insgesamt 5 mM erhoht wur-
de. Die genauen Zusammensetzungen der Substanzen aller in dieser Arbeit verwendeten
Puffer (G-Puffer, 10xF-Puffer und 10xF-Mg-Puffer) sind in Abschnitt 9.2 tabelliert.

Des Weiteren erfolgte die Aufreinigung des Aktins aus dem Acetonpulver nach einem
leicht abgeédnderten Protokoll von MacLean-Fletcher und Pollard bzw. von Pardee und
Spudich [88, 106]. Sofern nicht explizit anders angegeben, fanden alle Arbeitsschritte im
Kihlraum bei 4°C statt. Die erste Aufgabe bestand in der Extraktion des Aktins aus
dem Acetonpulver. Dazu wurden 10g des Pulvers mit 200ml G-Puffer rehydriert! und
fiir 30 min auf Eiswasser gerithrt. Im Anschluss wurde die aufgequollene Aktinlosung fiir
20 min bei 4°C mit maximal 17700 g zentrifugiert. Der Uberstand U1l wurde durch drei
Lagen Verbandsmull in einen Erlenmeyerkolben gefiltert und das Sediment erneut mit
200 ml G-Puffer fiir 30 min auf Eiswasser geriihrt. Die Zentrifugation wurde wiederholt
und der Uberstand mit frischem Verbandsmull durch drei Lagen zum Uberstand U1 hin-
zugegeben, das Sediment jedoch wurde verworfen. Im Folgenden wurde der Uberstand im
Erlenmeyerkolben bei Raumtemperatur fiir 90 min polymerisiert, indem KCI und MgCl,
hinzugefiigt und auf Endkonzentrationen von ckcr = 50 mM und cyggcr, = 2mM gebracht
wurden. Danach wurde die viskose Losung fiir 15 min auf Eiswasser geriihrt. Tropomyosin
konnte dadurch von Aktin gelost werden, dass langsam KCI (cxer = 0,8 M) hinzugefiigt
und die Losung weiterhin fiir 90 min auf Eiswasser gertihrt wurde. Um das polymerisierte

Aktin von iibrigen Bestandteilen zu 16sen, wurde die Losung fiir 2h bei 4 °C mit maxi-

'Dieser Puffer wurde fiir mindestens 15 min vorgekiihlt.
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mal 168000 g zentrifugiert. Das resultierende Sediment enthielt dabei das polymerisierte
Aktin, da dieses ein hoheres Molekulargewicht als die iibrigen Bestandteile aufweist. Das
Sediment wurde in G-Puffer resuspendiert, wobei das gesamte Volumen maximal 16 ml
betrug. Nach Homogenisierung wurde die Losung in Dialyseschlduche pipettiert und ge-
gen 1L G-Puffer fiir 36 h dialysiert. Nach jeweils 12h fand ein Pufferaustausch statt.
Einen Tag vor der Aufreinigung wurde die FPLC (engl. Fast protein liquid chromato-
graphy) mit einer 20%-igen Ethanollésung fiir 24 h gereinigt und so die Saule bzw. das
Saulenmaterial unter Druck gesetzt. Am Tag der Aufreinigung wurde mit der Aquilibrie-
rung der Sdule mit G-Puffer begonnen. Diese dauerte so lange an, bis sich ein stabiler
Gleichgewichtswert der UV-Absorptionsintensitét einstellte (nach ca. 37h).

Friithestens 2 h nach dem letzten Pufferwechsel wurde die Losung aus den Dialyseschlau-
chen fiir 2h bei 4°C mit maximal 103000 g zentrifugiert. Der gesamte Uberstand, bis auf
0,5cm tiber dem Sediment, wurde in ein Falcontube pipettiert und in der FPLC nach
dem Grofenausschlussprinzip aufgetrennt. Dabei geschieht die Auftrennung von grofien
Molekiilen hin zu kleinen Molekiilen in Fraktionsgefiafle. Erfahrungsgeméafl wurde nach
900 — 1200 min die Intensitatsspitze der UV-Absorptionsline erreicht. Dieser Intensitéts-
verlauf gibt die relative Menge an Aktin in den unterschiedlichen Fraktionen an (vgl.
Abbildung 2.1).

Fir anschlieBende Versuche mit Aktinlosungen wurde die Fraktion mit dem hochsten
Intensitatswert und eine Fraktion rechts vom Intensitdtsmaximum bei groferem Elu-
tionsvolumen gewéahlt. Die absolute Aktinkonzentration wurde am Nanodrop-Spektrometer

bei A = 290 nm wie folgt bestimmt:

E
mn == ) 21
CAkt c-d ( )

wobei E die gemessene Extinktion, € = 0,617mg ! - ml - cm~! der Extinktionskoeffizient
[84] und d = 0,1 cm die Schichtdicke ist. Das fraktionierte Aktin wurde verschlossen in

Fraktionsrohrchen im Kiihlraum bei 4 °C fiir maximal 17 Tage gelagert.

2.2 Probenpraparation

Das aufgereinigte Aktin wurde in globuldrer Form im G-Puffer gelagert. Nach Fraktio-
nierung betrug die gesamte Aktinkonzentration ungefihr 8 mg/ml. Da alle Versuche an
filamentosem Aktin und bei niedrigeren Konzentrationen als 8 mg/ml durchgefithrt wur-
den, bestand die erste Aufgabe darin, die Aktinlosung mit G-Puffer auf die gewiinschte

Konzentration zu verdiinnen und das G-Aktin zu F-Aktin mit F-Puffer zu polymeri-
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2.2 Probenpraparation
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Abbildung 2.1: Chromatographische Auflésung von Aktin: (a) Hier ist die aufgenommene
Absorptionsintensitidt in Abhangigkeit des Elutionsvolumens vom 30.06.2013 dargestellt.
Das Intensitatsmaximum gibt das Elutionsvolumen wieder, bei welchem die Aktinlosung
die hochste Reinheit und Konzentration enthélt. (b) Hier ist die Intensitétsspitze vergro-
Bert dargestellt. Der rot schraffierte Bereich gibt das Volumen an, welches fiir die Versuche
verwendet wurde.
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sieren. Um die Polymerisation des G-Aktins zu initiieren, wurden zweiwertige Ionen und
ATP in Form des 10xF-Puffers zur Aktinlésung hinzugefiigt?(vgl. Abschnitt 1.1.1). Die
Menge des 10xF-Puffers in den Proben betrug dabei jeweils 10% des Probenvolumens,
so dass bei Verdiinnung auf eine bestimmte Aktinkonzentration das Volumen des 10xF-
Puffers mitberticksichtigt wurde. Das Ansetzen der Losungen fand im Kiithlraum bei 4°
statt und die Polymerisation bei Raumtemperatur. In den folgenden Abschnitten werden
die Probenpraparationen fiir die verschiedenen Versuche erlautert. Die Proben wurden je
nach Versuch in einer makroskopischen Kammer (engl. Lab-Tek Chamber) und/oder in
Mikrokapillaren untersucht (vgl. Abschnitt 2.3).

2.2.1 Probenpriaparation fiir Messungen der Lokalisationsrohre
und der Orientierungsbestimmung in Kammer und

Kapillare

Vor jeder Messung wurde jeweils 1 ml einer unmarkierten und 0,1 ml einer fluoreszenz-
markierten Aktinlosung im Kiihlraum angesetzt und bei Raumtemperatur in 1 ml Reak-
tionsgefdfien polymerisiert. Die Filamente der letzteren Losung wurden zuvor mit TRITC-
Phalloidin im dquimolaren Verhaltnis markiert (vgl. Abschnitt 2.7.2). Die Endkonzentra-
tion an Aktin wurde fiir diese Versuche zwischen cakyin = 0,2 mg/ml und cakin = 0, 8 mg/ml
variiert. Nach einer Polymerisationszeit von 75 min wurde anschlieend in einem dritten
Reaktionsgefdfl die unmarkierte und die fluoreszenzmarkierte Aktinlésung in einem Vo-
lumenverhéaltnis von 1000:1 gemischt, wobei fiir alle Arbeitsschritte die Pipettenspitzen

abgeschnitten wurden [84].

2.2.2 Probenpriaparation fiir Messungen der Lokalisationsrohre

in Abhangigkeit der Gegenionkonzentration

Ein Teilziel dieser Arbeit war die Aktinfluktuationen in Abhéngigkeit der Magnesium-
ionenkonzentration zu bestimmen. Die Variation der Magnesiumionenkonzentration wur-
de dadurch erzielt, dass die Menge an MgCl, im Puffer geindert wurde. Dafiir wurde ein
dritter Puffer, der so genannte 10xF-Mg-Puffer, als Stocklosung angesetzt und in Aliquots
bei —20°C gelagert. Dieser 10xF-Mg-Puffer enthielt die selben Substanzen wie der 10xF-
Puffer, jedoch wurde in diesem die Konzentration an MgCl, um das 25-fache erhéht. Vor
jedem Versuchstag wurden die F-Puffer frisch aufgetaut und sowohl ATP als auch DTT
hinzugefiigt. Aus einem Gemisch des 10xF-Puffers und 10xF-Mg-Puffers wurde schliellich

2Um ein stabiles Fluoreszenzsignal des Farbstoffes zu erhalten, wurde an jedem Versuchstag ein neuer,
zuvor aliquotierter 10xF-Puffer aufgetaut.
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2.2 Probenpraparation

die benotigte Konzentration an MgCly eingestellt. Dieser Puffer wird im Folgenden mit
einem (*) markiert und 10xF-Mg*-Puffer genannt.

Die markierte Aktinlosung wurde mit dem 10xF-Puffer und die unmarkierte Losung mit
dem 10xF-Mg*-Puffer polymerisiert. Die Proben wurden analog zu Abschnitt 2.2.1 prapa-
riert und in die Kammer gefiillt. Die Endkonzentration an Aktin wurde fiir diese Versuche

zwischen cakiin = 0,2mg/ml und cpygin = 0,8 mg/ml variiert.

2.2.3 Probenpraparation fiir statische Lichtstreumessungen

Die Versuche zur statischen Lichtstreuung wurden an Aktinlésungen mit caygn = 0,2 mg/ml
und cakiin = 0,4 mg/ml durchgefiithrt. Pro Aktinkonzentration wurde die Mg2+—Konzentration
zwischen cyp2+ = 2mM und cy2+ = 50mM im 10xF-Mg*-Puffer pro Messtag variiert.
Analog zu Abschnitt 2.2.2 wurde eine 1 ml unmarkierte Aktinlosung mit 10xF-Mg*-Puffer
polymerisiert. Die Aktinlésung, welche die gewiinschte Menge an Mg**-Konzentration ent-
hielt, wurde in einem 1 ml-Reaktionsgefafl angesetzt, mit einer Pipette vorsichtig vermischt
und in eine Kiivette mit einem Fassungsvolumen von 400 ml iiberfithrt. Die Kiivette wur-

de verschlossen und die Aktinloésung fiir 12h im Kiihlraum bei 4°C polymerisiert, um

Luftblasenbildung zu vermeiden.

2.2.4 Probenpraparation fiir Messungen der

Oberflachenspannung

Fir die Messung der Oberflichenspannung wurden unmarkierte Aktinlosungen mit
Caktin = 0,2mg/ml und cayyn = 0,8 mg/ml analog zu Abschnitt 2.2.1 in Reaktionsge-
faflen zu je 3 ml angesetzt. Die Losung wurde in einer flachen Lochschale mit Durchmesser

© = 35mm polymerisiert.

2.2.5 Probenpraparation fiir Messungen der Kapillarbefiillung

Fiir die Beobachtung der Kapillarbefiillung wurden unmarkierte Aktinlosungen zwischen
Caktin = 0,2mg/ml und cpktin = 0,8 mg/ml analog zu Abschnitt 2.2.1 in Reaktionsgefiafien

angesetzt.

2.2.6 Probenpraparation zur Bestimmung der

Punktspreizfunktion

Um die Punktspreizfunktion mittels lokalisierter, fluoreszierender Kugeln bestimmen zu

konnen, wurde eine 0, 8 %-ige Agaroselosung angesetzt. Diese Agaroselosung wurde in der
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Mikrowelle erhitzt und fiir 30 s bei Raumtemperatur abgekiihlt. Zuletzt wurden die Kugeln

in dieser Losung im Verhéltnis 1 : 10*

uberfihrt.

vermischt und in die Kammern und Kapillaren

2.3 Probengefafle

In dieser Arbeit wurden die Aktinlosungen in zwei unterschiedlichen Probengefafien un-
tersucht. Diese Probengefafie waren entweder makroskopische Kammern (engl. Lab-Tek
Chamber, kurz LTC) oder Mikrokapillaren (vgl. Abbildung 2.2). Die Kammer ist 5 mm
hoch und hat eine Grundfliche von 64mm?. Von den Kapillaren wurden zwei unter-
schiedlicher Grofle verwendet. Die in dieser Arbeit so genannte grofie Kapillare weist eine
Hohe von H; = 0,1 mm, eine Weite von W; = 2mm und eine Lange von L; = 50 mm
auf. Die Abmessungen der kleinen Kapillare betragen Hy = 0,05mm, W5 = 1 mm und
Lo = 50 mm.

Acht Kammern
mit Deckel

(a)

Abbildung 2.2: Abbildungen der Probengeféfie, welche auf einem Mikroskoptisch montiert
sind. In (a) sind 8 Kammern dargestellt, welche mit einem Deckel bedeckt sind, um
Verdunstung zu verhindern. Die Breite d betrdgt d = 21 mm. In (b) ist eine grofie Kapillare
dargestellt, welche auf einem Objekttrager geklebt ist. Mit Ol ist ein Deckglas auf die
Kapillare fixiert, um die Deckglasdickenkorrektur des Objektivs optimal auszunutzen.
Die Breite d betragt d = 26 mm.

Nach Polymerisation der Aktinlésungen (sieche Abschnitt 2.2) wurden die Probengefafie
gefiillt.

Um die auf die Filamente wirkenden Krafte so gering wie moglich zu halten, wurde die
Spitze der verwendeten Pipette abgeschnitten. So langsam wie méglich wurde die polyme-

risierte Aktinlosung in die Pipette gesaugt und anschlielend in die Kammer gefiillt. Dabei
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2.3 Probengefafie

Abbildung 2.3: Erweiterung der Ka-
pillarwand zur Deckglasdickenkorrek-
Objekttrager tur. Dargestellt ist eine mit Versiege-
lungskitt verschlossene Kapillare, wel-
che mit einem Klebstreifen auf einem
Objekttrager fixiert ist. Ein Tropfen

] Klebstreifen
Kapillare

gefullt mit

F-AKn

Ol auf der Kapillare verbindet Kapil-
] 51 lare und Deckglas optisch und vergro-
Versiegelungskitt Deckglas Bert auf diese Weise kiinstlich die Ka-
pillarwand zur optimalen Deckglasdi-

ckenkorrektur.

wurde die Kammer schrig gehalten. Die Losung wurde langsam entlang der Kammerwand
pipettiert, so dass die Fiillung der Kammer langsam ablaufen und so der systematische
Fehler durch die Praparation gering gehalten werden konnte. Nachdem die Kammer gefiillt
war, dquilibrierte die Losung 20 min vor der Messung. In Abbildung 2.2a ist die Kammer
auf einem Objekttrager dargestellt.

Die Kapillaren waren elektrostatisch aufgeladen, nachdem diese aus der Verpackung ent-
nommen wurden. Daher wurden diese vor Benutzung zwischen 24h und 48h in ultra-
reinem, destilliertem Wasser gelagert und anschlieBend mit Stickstoff getrocknet. Jeweils
eine Kapillare wurde in ein Reaktionsgefafi gestellt, in welchem sich die Aktinlosung be-
fand. Durch Kapillarkrifte wurde diese mit Aktinlosung geftllt (vgl. Abschnitt 5) und
mit Hamatokrit-Versiegelungskitt verschlossen. Nach Sauberung der Kapillare wurde die-
se auf ein Objekttrager fixiert.

Der Korrekturring des Objektivs kann auf Deckglasdicken zwischen 0, 14 und 0, 19 mm ein-
gestellt werden. Da die Wande der Kapillaren jedoch diinner als 0, 14 mm waren, wurden
diese Wande unter Berticksichtigung der Brechungsindizes n, kiinstlich erweitert (vgl. Ab-
bildung 2.3). Dadurch konnte der Korrekturring am Objektiv und somit die Optik optimal
eingestellt werden. Die Wanddicke der grofen Kapillare (n, = 1,47) betrug 0, 1 mm und
wurde mit einem Deckglas (n, = 1,52) der Dicke 0,055 — 0,08 mm erweitert. Die Wand-
dicke der kleinen Kapillare (n, = 1,47) betrug 0,05 mm und wurde mit einem Deckglas
(n, = 1,52) der Dicke 0,08 — 0, 12mm erweitert. Fiir die Fixierung der Deckglaser wur-
de auf die jeweilige Kapillare ein Tropfen Immersionsol (n, = 1,52) gegeben und so fiir
Messungen am inversen, konfokalen Mikroskop die Oberflichenspannung zwischen Ol und
Kapillarwand ausgenutzt. Nachdem die Kapillare gefiillt und zusammen mit einem Deck-
glas auf den Objekttriager fixiert wurde, relaxierte die Losung 20 min vor der Messung.
In Abbildung 2.2b ist die grole Kapillare mit fixiertem Deckglas auf einem Objekttrager
dargestellt.
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2.4 Beobachtung der Kapillarbefiillung mit

Aktinlosungen

Der Versuchsaufbau zur Aufnahme der Kapillarbefiillung ist in Abbildung 2.4 skizziert.
Vor dem Versuch wurde auf dem Objekttisch eines invertierten Mikroskops ein Objekttra-
ger befestigt. Die Kapillare wurde analog zu der Skizze 2.5 auf dem Objekttréger fixiert.
Die polymerisierte Aktinlosung (200 ul) wurde mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze
vor die Kapillaroffnung pipettiert. Wahrend der Messung durchleuchtete das Licht einer
Quecksilberdampflampe die Kapillare. Die Bilder der Kapillare wurden durch ein Ob-
jektiv (Plan Neofluar, 2.5x) auf dem Bildsensor der sCMOS-Kamera abgebildet. Die in
dieser Arbeit verwendete monochrome 16-bit sSCMOS-Kamera weist eine Sensorgrofie von
(16,6 x 14) mm? auf und besteht aus einer Matrix mit 2560 x 2160 Pixeln. Die physikali-
sche PixelgroBe betragt 6,5 pm?. Um Randeffekte bei der Auswertung vernachlissigen zu
konnen, wurde bei jeder Messung auf die Kapillarmitte fokussiert und dieser Bereich mit
der Kamera aufgenommen. Das Sichtfeld war durch das Objektiv limitiert. Um Rechen-
und Speicherauslastung zu minimieren, wurde somit der Pixelbereich auf 2560 x 1080 Pixel
reduziert. Zudem wurden Signale aus je 2 x 2 Pixeln zusammengefasst und abgespeichert.
Mit einer Bildrate von 90 Hz und einer Bestrahlungsdauer von 5 ms wurde eine Messung
fir insgesamt 20s gestartet. Erst nach dem Start der Messung wurde F-Aktin vor die
Kapillaroffinung pipettiert, so dass die Kapillarbefiillung im gesamten, ausgeleuchteten
Sichtfeld aufgenommen werden konnte. Um Abbildungsfehler bei der Aufnahme des sich
fortbewegenden Meniskus zu vermeiden, wurde der ,,Global Shutter” verwendet, welcher

die gleichzeitige Beleuchtung aller Pixel im ausgewéhlten Bereich ermoglicht.

® Lampe Abbildung 2.4: Skizzierung zum
ﬂ Versuchsaufbau der Kapillarbefil-
Siﬁ’!'ﬁiigéf” auf lung: Eine Lampe beleuchtet die auf

dem Objekttriger fixierte Kapillare.

] Objektiv Das Durchlicht wird tiber das Ob-
jektiv vergroflert von der Kamera

[ scMOos Kamera

aufgenommen.
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2.5 Messung der Oberflachenspannung mit der Wilhelmy-Platten-Methode

Abbildung 2.5: Priaparation der Kapillare zur
Beobachtung der Kapillarbefillung. Die lee-

Pipette
< RPN re Kapillare wurde mit Klebstreifen auf ei-
\\( / \\\\ nem Objekttrager fixiert. Mit einer Pipette
A, BT wurde das F-Aktin vor die Kapillaroffnung
! T T positioniert, so dass sich die Kapillare durch

oObjektrager ~ die Kapillarkrafte fiillen konnte. Damit die
Aktinlosung nicht unter die Kapillare flielen
konnte, wurden unter die Kapillare zusatz-
lich Klebstreifen befestigt.

F_Aktin Kapillare

2.5 Messung der Oberflaichenspannung mit der
Wilhelmy-Platten-Methode

Die Oberflaichenspannung von Aktinfilamenten wurde mit einem in unserem Institut (Ni-
co Hampe, ICS-7) etabliertem Versuchsaufbau bestimmt. Die Schale mit polymerisiertem
Aktin wurde auf eine Waage gestellt. Als Wilhelmy-Plattchen diente Filterpapier. Die
Abmessungen sind in Tabelle 2.1 aufgelistet®. Vor Gebrauch der Filter wurden diese voll-
standig in die Aktinlésung getaucht, um geringste Aufnahmen der Losung durch den Filter
wahrend der Messungen zu vermeiden. Dieser Filter wurde danach an einer Schnur be-
festigt, welche von einem motorisierten, linear beweglichen Verschiebetisch in vertikaler
Richtung positioniert werden konnte. Die Ansteuerung des Verschiebetisches wurde von
Georg Dreissen, ICS-7, mit MATLAB programmiert. Zunachst fand ein Nullabgleich der
Waage iiber die Messung des Taragewichts der Schale inklusive Aktinlosung statt. Die
Messung wurde gestartet und das Plattchen in vertikaler Richtung der Schale mit 2 mm/s
verschoben. Zeitgleich wurde der Gewichtswert der Schale mit einer Rate von 6 Hz tiber
eine serielle Schnittstelle an den Computer iibertragen. Wenn der Filter die Oberfliche
der Aktinlosung erreichte, benetzte die Losung das Plattchen und das angezeigte Gewicht
nahm ab. Nach 5s wurde der Filter mit 2mm/s vertikal von der Oberfliche Aktinlosung
herausgezogen. Aus Wageunterschied AM kann mit Hilfe des Umfangs und der Gravita-
tionsbeschleunigung die Oberflaichenspannung 7 folgendermafien bestimmt werden (vgl.

Abbildung 5.4) [1]:
AM - g

=g (2.2)

3Der systematische Fehler des Messschiebers betragt Osys = 0,03 mm.

31



2 Material und Methoden

Tabelle 2.1: Filterabmessungen.

| cakiin [mg/ml] | Filternummer | Dicke [mm] | Breite [mm] |

1 0,33 9,16
0,2 2 0,32 9,24

3 0,32 9,14
0.8 4 0,32 9,26

2.6 Beobachtung der Biindelung von F-Aktin mittels

Lichtstreuung

2.6.1 Einfiihrung in die statische und dynamische Lichtstreuung

Die Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit Materie erfolgt durch Ab-
sorption und Streuung. Trifft elektromagnetische Strahlung auf Materie so werden durch
das zeitlich veranderliche elektrische Feld die Elektronen des Streumaterials zu Schwin-
gungen angeregt. Dadurch wird ein sich dnderndes Dipolmoment p = « - E induziert,
wobei a die Polarisierbarkeit und E die elektrische Feldstérke ist. Dieser Dipol emittiert
wiederum Strahlung, welcher der Streustrahlung entspricht. Bleiben Frequenz und Pha-
se nach Ablenkung der Primérstrahlung erhalten, dann ist die Streuung elastisch bzw.
kohérent. Diese Art der Dipolstrahlung unterscheidet sich zur Ausgangsstrahlung nur in
der Ausbreitungsrichtung, Intensitidt und eventuell in der Polarisation. Die Analyse der
Intensitats- und Richtungsabhéangigkeiten wird in der statischen Lichtstreumessung da-
zu verwendet Molmassen, Gyrationsradien oder auch den zweiten Virialkoeffizienten zu
bestimmen [28, 151, 152, 58|. In Bezug auf Aktin konnte mit dieser Methode beispielswei-
se zum einen der Zeitverlauf der Polymerisation [141] und zum anderen die Biindelung
von F-Aktin in Abhéngigkeit von Gegenionen, Proteinen und Polymeren untersucht wer-
den [131, 62]. Ist die Streustrahlung hingegen nicht in Phase mit der Ausgangsstrahlung
und unterscheidet sich auch die Frequenz von derjenigen der Primarstrahlung, so wird
dieser Streuprozess inelastisch oder auch inkohéarent genannt. Der Unterschied in der Fre-
quenz und Phase kann auf die Brownsche Molekularbewegung zuriickgefithrt werden. Da
die Teilchen durch diese in der Losung diffundieren, ist die Frequenz der Streustrahlung
Doppler-verschoben. Die Analyse der Frequenzverteilung ist Aufgabe der dynamischen
Lichtstreuung. Speziell fiir semiflexible Polymere wurde der Strukturfaktor von Kroy und
Frey theoretisch hergeleitet, wodurch experimentell der Ubergang der Filamentdynamik

vom einzelnen Filament zum Ensemble erklart werden konnte [81, 121].
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2.6.2 Versuchsaufbau zur statischen Lichtstreuung

Eine Teilaufgabe dieser Arbeit war die Bestimmung der Konzentration an Gegenionen, bei
welcher Aktinfilamente in dem hier untersuchten Konzentrationsbereich von
Caktin = 0, 2mg/ml bis cakiin = 0, 8 mg/ml gerade noch nicht gebtindelt haben. Die Analy-
se der Intensitdtsabhdngigkeit der Streustrahlung kann dartiber Aufschluss geben, so dass
hier die statische Lichtstreuung an Aktinlosungen in Abhédngigkeit der Magnesiumionen-
konzentration analysiert wurde. Da die Polarisierbarkeit von Aktinfilamenten durch einen
Tensor 2. Stufe beschrieben wird, ist die Berechnung des elektrischen Feldes des Streu-
lichts nicht trivial [81]. Daher wurde vereinfacht angenommen, dass die Aktinfilamente,
aufgrund ihres geringen Durchmessers von d = 8 nm [52, 45, 60], das Rayleigh-Kriterium
d < X\/20 erfiillen und die Streuintensitat proportional zu d° ist [118].

Bisherige Forschungsergebnisse zeigen, dass Aktinfilamente mit cakin = 0,2mg/ml bei
Magnesiumionenkonzentrationen von cy,2+ = 50 mM mit groier Sicherheit Biindel gebil-
det haben [131]. Daher wurde diese Konzentration an Magnesiumionen als Startwert ge-
wiéhlt und mit jeder weiteren Messung cyy,2+ reduziert. Die Lichtstreuung wurde mit einem
Fluoreszenzspektrometer bei Raumtemperatur gemessen. In Abbildung 2.6 ist der Aufbau
des Gerats skizziert. Als Lichtquelle diente eine 450W-Xenonlampe. Die Anregungswel-
lenlange konnte tiber zwei optische Gitter eingestellt werden, wobei hier A, = 500 nm
gewahlt wurde. Die Kiivette wurde nach einer Polymerisationszeit von 12 h im Kiihlraum
in das Spektrometer positioniert. Durch Variation der Spaltbreite konnte die Intensitét
der Ausgangsstrahlung reguliert werden. Die Spaltbreite betrug 0, 70 nm fiir Messungen
bei cagin = 0,2mg/ml und 0,76 nm bei cpgin = 0,4 mg/ml. In der Probenkammer traf
die Strahlung auf die Aktinlésung und wurde an den Filamenten oder gegebenenfalls an
den Biuindeln gestreut. Die Streustrahlung wurde in einem Winkel von 90 ° zur einfallenden

Strahlung durch einen Spalt in den Emissionsmonochromator geleitet. Die Streustrahlung

ﬁ Hehtquelle Abbildung 2.6: Aufbau des Spektrometers Fluo-
rolog3d Model FL3-22. Eine Xenonlampe dient

RI‘:&PG‘:;G‘;EQ" als Lichtquelle. Zwei optische Gitter spalten das
mongchfomator Licht in die Spektralfarben auf, wobei die Strah-

lung der eingestellten Wellenldnge (A = 500 nm)
PMT auf die Blende gelenkt wird. Die Photonen treffen
:‘ auf die Kivette und werden an den Aktinfilamen-

ten gestreut. Die Streustrahlung wird durch einen
Spalt auf weitere Gitter gelenkt und schliellich

B Doppelatter o | vom PMT detektiert. Bild modifiziert nach [61].
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wurde von diesem Monochromator selektiert und durchlief einen Spalt bevor sie vom Pho-
tomultiplier (PMT) detektiert wurde. Die Spaltbreite wurde unter Berticksichtigung des
Detektionslimits von 10° so eingestellt, dass ein maximales Streusignal detektiert werden
konnte. Die Breite wurde bei caytin = 0,2 mg/ml auf 0, 70 nm und bei cpyn = 0,4 mg/ml

auf 0,74 nm eingestellt.

2.7 Messung der Ordnung und der
Lokalisationsrohre von F-Aktin am konfokalen

Fluoreszenzmikroskop

2.7.1 Einfiihrung in die konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Der Grundstein der Lichtmikroskopie wurde im Jahr 1873 durch Ernst Abbe gelegt, wel-
cher aus dem Beugungsverhalten an Gittern das Auflésungsvermogen bestimmte [107].
Durch weitere groflartige Forschungsarbeiten wurde im Jahr 1908 das erste Fluoreszenzmi-
kroskop von Kohler und Siedentopf realisiert [113]. Ein grofler Vorteil der Fluoreszenzmi-
kroskopie ist, dass durch Markierung mit Fluorochromen spezifisch unterschiedlich ausge-
wahlte Objekte innerhalb einer Probe untersucht werden kénnen. Die Stokes-Verschiebung
der Farbstoffmolekiile erméglicht die Trennung von Anregungs- und Emissions-
strahlung mittels geeigneter Filtersiatze [128]. Im Jahr 1957 wurde das erste konfokale
Rastermikroskop (engl. Laser scanning microscope, kurz LSM) gebaut [77, 92]. Im Ver-
gleich zur konventionellen Lichtmikroskopie kann durch diese Technik Streulicht unter-
driickt, ein besserer Kontrast und eine Auflésung der Probe in drei Dimensionen erreicht
werden [140]. Bei der konventionellen Mikroskopie erfolgt die Beleuchtung der gesamten
Proben gleichzeitig, wahrend idealerweise im konfokalen System von der Probe in der
Fokusebene nur ein beugungsbegrenzter Punkt bestrahlt wird. Durch den Einsatz von
Galvanometerspiegeln wird zeilenweise Bildpunkt fiir Bildpunkt in der Fokusebene abge-
rastert. Das konfokale System zeichnet sich nun durch die so genannte konfokale Blende
(engl. Pinhole) aus, welche sich vor dem Detektor befindet. Durch diese Blende kann das
Emissionslicht aus der Fokusebene den Detektor erreichen, was auch Tiefendiskriminie-
rung genannt wird. Dadurch kénnen optische Schnittebenen der Probe erzeugt werden,
welche wiederum eine axiale Auflosung der Probe ermdglichen. Das Emissionslicht aufler-
halb der Fokusebene wird durch die Blende blockiert. Der konfokale Blendendurchmesser
legt die konfokale Schichtdicke fest, welcher die Breite der Fokusebene in axialer Rich-

tung bestimmt und somit den Anteil der Emissionsstrahlung auflerhalb der Fokusebene

34



2.7 Messung der Ordnung und der Lokalisationsrohre von F-Aktin am konfokalen

Fluoreszenzmikroskop
Probe %—%okusebene
Objektiv
Kollimator
HFT * Li_cht-
leitfaser
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Lochblende %
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Abbildung 2.7: Strahlengang in einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Die Anregungs-
strahlung mit Wellenlénge des Lasers A, wird durch den HFT von der Emissionsstrah-
lung getrennt. Nur das Fluoreszenzlicht aus der Fokusebene mit der Wellenldnge A.,, kann
durch die Lochblende hindurch detektiert werden. Die Strahlung, welche aus den Ebenen
auflerhalb der Fokusebene resultiert, ist mit A,,» gekennzeichnet. Diese wird nicht vom
Detektor aufgenommen, so lange die Offnung der Lochblende nicht weit genug geoffnet
wird.

definiert.

Anhand Abbildung 2.7 wird im Folgenden detailliert das Prinzip der konfokalen Fluores-
zenzmikroskopie erlautert. Die Anregung der fluoreszenzmarkierten Probe erfolgt durch
Laserstrahlung, welche iiber den dichroitischen Spiegel mit dem Objektiv auf das Préiparat
fokussiert wird. Das Emissionslicht ist zu langeren Wellenldngen verschoben. Durch die
Wahl eines Objektivs mit hoher numerischer Apertur kann ein grofler Anteil des Fluores-
zenzlichts zur Bildentstehung beitragen. Der dichroitische Spiegel ist ein Hauptfarbteiler
(HFT), welcher nun das Anregungs- vom Emissionslicht trennt. Uber einen weiteren Ne-
benfarbteiler, auch Sperrfilter genannt, konnen weitere Wellenlangen gefiltert werden, so
dass nur die gewiinschte Emissionswellenlange detektiert wird. Durch die konfokale Loch-
blende wird nur das Fluoreszenzlicht aus der Fokusebene detektiert. Das Licht auflerhalb

dieser kann die Blende nicht passieren und wird blockiert.

2.7.2 Einstellungen des konfokalen Fluoreszenzmikroskops

In dieser Arbeit wurde fiir alle Mikroskopieaufnahmen ein inverses, konfokales Fluores-
zenzmikroskop verwendet. Als abbildendes System diente das Objektiv C-Apochromat

63x/1.2 W Korr. Alle Experimente zu Fluoreszenzmessungen wurden bei Raumtempe-
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ratur durchgefithrt. Wie in Abschnitt 1.1.1 erldutert, dient Phalloidin zur Stabilisierung
des F-Aktins. Die fluoreszierenden Derivate des Phalloidins oder auch TETRAMETHYL-
RHODAMINE B ISOTHIOCYANATE (kurz TRITC-) Phalloidin werden zur Fluoreszenzmar-
kierung von Aktinfilamenten verwendet, wobei TRITC kovalent an Phalloidin gebunden
ist [148, 80]. In dieser Arbeit werden die Aktinfilamente auch mit TRITC-Phalloidin mar-
kiert. Die Absorptionsmaxima dieses Farbstoffes liegen zwischen \,,, = 540 — 545 nm und
die der Emission zwischen A, = 570 — 573 nm. Die Anregung des Farbstoffes erfolgte
mit einem HeNe-Laser, welcher bei \,,, = 543 nm emittiert. Der Hauptfarbteiler trenn-
te das Anregungs- vom Emissionslicht. Zusétzlich wurde die Emissionsstrahlung durch
einen Nebenfarbteiler gefiltert, wobei nur Wellenlangen gréfler als Ao = 560 nm vom
Photomultiplier detektiert wurden. Aufgrund der Bindungskinetik und der damit ver-
bundenen Dissoziation des Phalloidins vom Aktin nahm das Fluoreszenzsignal mit der
Zeit ab bzw. es verschlechterte sich das Signal zu Rausch Verhéltnis [4, 27]. Daher wur-
den alle fluoreszenzmarkierten Proben nach einer Polymerisationszeit von 1h und einer
Aquilibrierungszeit von 20 min fiir maximal zwei weitere Stunden mit dem Fluoreszenz-
mikroskop untersucht. Diese Zeitdauer ist ein empirischer Richtwert, der auch in anderen

Arbeitsgruppen verwendet wurde [134].

Einstellungen zur Messung der Lokalisationsrohre

Die Versuche zur Messung der Aktinfilamentfluktuationen wurden entsprechend der Ar-
beit von Dr. Inka Kirchenbiichler (geb. Lauter) durchgefiihrt [84]. Die Fluktuationen wur-
den in der Mitte der Probengefafie (Kapillaren und Kammer) bestimmt und ausschlieflich
Filamente, die einen Mindestabstand zur Wand von 20 pum in der groflen Kapillare und
der Kammer sowie von 10 um in der kleinen Kapillare aufwiesen, wurden aufgenommen.
Zudem wurden nur Aktinfilamente berticksichtigt, welche sich vollstdndig im konfoka-
len Volumen befanden. Die Lochblende wurde soweit gedffnet, bis die konfokale Schicht-
dicke 2, 3 pm betrug. Unter Einhaltung des Nyquist-Abtasttheorems betrug die Pixelgrofie
0,13x 0, 13m? [96, 107]. Von je einem Filament wurde eine Zeitserie von 150 s aufgenom-
men, wobei die Grauwerttiefe je Einzelbild 12 Bit, die Bildrate 1s~! und Belichtungsdauer
800 ms betrug. Eine Zeitserie ist eine Aufnahme eines Objekts zu unterschiedlichen Zeiten

in gleichméfigen Abstdnden.

Einstellungen zur Orientierungsmessung von Aktinfilamenten

Die Messung der Ordnung von Aktinfilamenten erfolgte analog zur Fluktuationsmessung
in der Mitte der Systeme und unter denselben Bedingungen beziiglich des Wandabstandes.

Die konfokale Schichtdicke wurde soweit geschlossen, bis der Durchmesser in dem Mini-
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Fluoreszenzmikroskop

mum des ersten Beugungsscheibchens (vgl. Abbildung 2.8) liegt, so dass nur Licht der
Fokusebene den Detektor erreichen konnte. Fiir Messungen der Orientierung wurden kei-
ne Zeitserien, sondern dreidimensionale Volumina aufgenommen. Dieses konnte realisiert
werden, indem Bildstapel aufgenommen wurden, welche aus einer Aneinanderreihung von
xy-Ebenen in z-Richtung bestehen. Unter Einhaltung des Nyquist-Abtasttheorems betrug
die VoxelgroBe 0,13 x 0,13 x 0,49 pm?. Die gesamte BildgroBe in der Fokusebene betrug
676 x 676 Pixel. Die Anzahl der xy-Ebenen variierte, wobei der Ebenenabstand 0,49 pm
betrug (vgl. Tabelle 2.2). Die minimale Ebenenanzahl min(Ngpene) war 34 und entspricht
17pm, und damit mindestens der Persistenzldange der stabilisierten Aktinfilamente. Die
Grauwerttiefe je Einzelbild betrug 12 Bit und die Belichtungsdauer 600 ms.

Tabelle 2.2: Auflistung der Ebenenanzahl in allen Probengefiaflen. 7 ist die Anzahl der
Bildstapel pro Aktinkonzentration je Probengefif; (Ngpene) ist die mittlere Anzahl der
xy-Ebenen, die aufgenommen wurden bzw. die mittlere Ebenenanzahl, aus welcher die
Bildstapel bestehen; oy, .. ist die Standardabweichung der Ebenenanzahl; min(Ngpene)
ist die minimale Ebenenanzahl, die ausgewertet wurde.

| Probengefi | ¢ [mg/ml] | 7 | (NBbene) | ONgpene | i (NEbene) |
0,2 1] 98 35 60
Kammer 0,4 6 87 21 o
0,6 8 99 36 55
08 |6 | 87 14 r
0,2 10 108 26 81
. 0,4 13| 100 27 60
grof3e Kapillare 0,6 3 99 18 82
08 | 6| 57 21 54
R 04 [T T i
kleine Kapillare 0,6 6 70 14 42

2.7.3 Einstellungen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop zur
Messung der Punktspreizfunktion (PSF)

Die Probengefafie wurden analog zur Fiillung mit Aktinlésung (vgl. Abschnitt 2.3) mit der
Agarose-Kugel-Mischung gefiillt. Die Einstellungen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop
entsprechen den selben Einstellungen wie in Abschnitt 2.7.2 zur Messung der Lokalisa-
tionsrohre. Von den fluoreszierenden Kugeln wurden Bildstapel aufgenommen, wobei die
Voxelgrofe (40 x 40 x 90) nm? betrug. Zu jeder Kugel wurden 81 xy-Ebenen gespeichert,

so dass die gesamte Kugel abgebildet werden konnte.
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2 Material und Methoden

2.7.4 Bestimmung der Linienspreizfunktion (LSF)

In Abbildung 2.8 ist das Bild einer fluoreszierenden Kugel dargestellt, welches wie im
Abschnitt 2.7.3 beschrieben, aufgenommen wurde. Ein optisches System kann die Kugel
nicht ideal, sondern nur verwaschen abbilden. Das Zentrum der 3-dim. PSF in der Fokus-
ebene ist kreisformig und entspricht dem Airy-Scheibchen. Senkrecht zu dieser xy-Ebene
ist das Zentrum ellipsenférmig. Da der Durchmesser von Aktinfilamenten kleiner als das
optische Auflésungsvermogen d = 0,51 - ﬁ =0,51- 54?% ~ 231 nm ist, sind die Bilder
der Objekte, hier der Aktinfilamente, verwaschen. Die Filamente sind keine Punktobjekte,
sondern Objekte, die aus aneinandergereihten Punkten zusammengesetzt sind. Daher ist
das Bild eines Filaments nicht mit der PSF, sondern mit der so genannten Linienspreiz-
funktion, kurz LSF, verbreitert. Die LSF ist das Abbild einer Linie und entspricht einer
Aneinanderreihung mehrerer PSF, deren Ausldufer der Intensitédtsverteilungen tiberlap-
pen. Das Ergebnis ist in Abbildung 2.9 dargestellt. Die Intensitétsverteilung senkrecht zu
dieser Linie wird LSF genannt. Mathematisch gesehen ist die LSF eine Faltung der PSF

f in der Fokusebene mit einer Linie [ und zwar (f ®1)(2') = [°3, f(2)l(2' — z)dx.

Die PSF wurde regelméflig zu den Versuchen aufgenommen und mit einer Linie in x-
Richtung gefaltet. Die Intensitéatsverteilung der PSF und LSF in der Fokusebene kénnen
durch eine Gauf-Verteilung ¢(z) angenahert werden. Die Standardabweichung der GauB-
Anpassung definiert analog zu Abschnitt 2.8 die Abmessung der LSF. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 2.3 aufgelistet.

Da die Aktinfilamente mit der LSF verbreitert sind, mussen die Rohrenradien (r) (vgl.
Abschnitt 2.8) um die Abmessung der LSF (rpgr) korrigiert werden. Da die Gauifunktion
gegeniiber Faltungen invariant ist, kann mit Hilfe der charakteristischen Funktion ¢, (¢)*

die GauB-Verteilung ¢(z) berechnet werden, dass fiir die korrigierten Rohrenradien gilt:

da(t) = ¢, (1) - ¢ (t) = e 2 (Mo Hrise)t® — o=37°% (2.3)

wobei 7o der korrigierte Rohrenradius®, rigp die Breite der LSF und r der gemessene

Rohrenradius sind. Somit folgt

<Tkorr> - <7“>2 - <71LSF>2- (24)

4Die charakteristische Funktion entspricht der Fouriertransformierten der Wahrscheinlichtkeitsdichte-
funktion.
5Bei einer Messung der Aktinfilamente ohne Verbreiterung ergébe sich dieser Werte direkt.
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2.7 Messung der Ordnung und der Lokalisationsrohre von F-Aktin am konfokalen

Fluoreszenzmikroskop

0 4096

Abbildung 2.8: Darstellung der PSF: in (a) ist die 3-dim PSF in die xy-Ebene proji-
ziert. Das Zentrum wird auch Airy-Scheibchen genannt; Mafistab = 1 pm; in (b) ist der
Querschnitt der 3-dim. PSF in der xz-Ebene und in (c) in der yz-Ebene dargestellt. Das

Zentrum ist ellipsenférmig. In (b) und (c) ist befindet sich das Deckglas auf der linken
Seite; Maflstab = 1 pum.

____  —
0 28264

Abbildung 2.9: Darstellung der LSF: Die Faltung einer Linie mit der PSF in der xy-Ebene
ergibt eine verbreiterte Linie, die LSF; (Falschfarbendarstellung) Mafistab = 2 pm.
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2 Material und Methoden

Tabelle 2.3: Mittlere Abmessungen der LSF: Hier sind die Mittelwerte (rpsr) der Inten-
sitatsverteilungen, die Standardabweichungen o,, ... der LSF sowie die Anzahl fluoreszie-
render Kugeln Nk aufgelistet.

] Probengefifl ‘ (rLsp) [nm] ‘ Orpgp (] ‘ NKugel ‘
. 128 7 11
grofle Kapillare 191 11 20
kleine Kapillare 114 8 17
120 10 15
Kammer Crg2t+ = 2mM 17 4 20
Kammer Chig2+ > 3mM 123 11 10

2.8 Bestimmung der Lokalisationsrohre von
Aktinfilamenten

Die Lokalisationsrohre wurde in Abschnitt 1.2 eingefiihrt. Da die Rohre den freien Raum
reprasentiert, in welchem ein Filament fluktuiert, wurden die Momentaufnahmen ausge-
wertet, welche den Fluktuationen des Filaments entsprechen. Wie in Abschnitt 2.2 be-
schrieben betrug die Aktinkonzentration in dieser Arbeit zwischen cagsin = 0,2 mg/ml und
cakein = 0,8 mg/ml und die Bildrate, mit welcher die Aktinfluktuation aufgenommen wur-
de ungefahr 1 Hz. In fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass unter diesen Versuchsbedin-
gungen bereits 30 Aufnahmen ausreichend wéren, um die gesamte Rohre abzubilden [84].
Zudem zeigte sich in dieser Arbeit, dass unter Verwendung des 10xF-Mg*-Puffers, welcher
eine im Vergleich zum 10xF-Puffer erhohte Konzentration an MgCl, enthélt, mindestens
50 Momentaufnahmen von den Filamenten die vollstandige Rohre abbilden. Um ein er-
hohtes Signal-zu-Rausch Verhéltnis zu erhalten, wurden fiir alle Fluktuationsmessungen
150 Bilder je Filament aufgenommen, wie in Abschnitt 2.7.2 beschrieben ist. Die Einzel-
bildaufnahmen wurden gemittelt, um im Anschluss aus der Uberlagerung aller 150 Bilder
den Radius der Rohre bestimmen zu kénnen (vgl. Abbildung 2.10).

Aktive Konturen zur Filamentkonturbestimmung

Um die Abmessungen der Rohre bestimmen zu kénnen, wurde als Erstes die Kontur
bestimmt. Dafiir wurde von Dr. Norbert Kirchgefiner, ICS-7, ein Programm geschrie-
ben, welches auf dem Prinzip der aktiven Kontur, auch Snake genannt, basiert [73]. Der
aktiven Kontur wird eine Biege- und Dehnungselastizitit und dem Graustufenbild ein
Potential zugeordnet. Je besser die Kontur mit dem Objekt im Bild iibereinstimmt, desto
geringer ist die Energie. Die Anpassung der aktiven Kontur ist somit ein Energiemini-

mierungsproblem. Im Bild wurden manuell Punkte eingezeichnet, welche als Startwerte
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2.8 Bestimmung der Lokalisationsrohre von Aktinfilamenten

Abbildung 2.10: Einzelfilamentaufnahme und Darstellung der Lokalisationsrohre: In (a)
ist eine Einzelbildaufnahme eines Aktinfilaments in der Kammer zu cpygn = 0,4 mg/ml
dargestellt. In (b) ist die Uberlagerung von 150 Bildern des in (a) gezeigten Filaments.
Die Uberlagerung gibt alle 150 Aktinkonfigurationen wieder, welche den Fluktuationen
entsprechen und somit die Rohre bilden. In (c) ist die parametrisierte Kurve dargestellt,
welche durch das Zentrum der Rohre verlauft. Maflistab = 10 pm.

fiir das Programm tibergeben wurden. Die Energie musste den Anforderungen gentigen,
dass scharfe Kanten ausgeschlossen wurden, dass die Punkte auf der Kontur gleichverteilt
generiert wurden und dass die Energie ein lokales Minimum an der Position des Objektes
im Bild aufwies, demnach dort, wo die Intensitat am hochsten war. Nach Ausfithrung
des Programms fiir ein Bild, welches aus der Uberlagerung der 150 Einzelbildaufnahmen
bestand, wurde eine Punktabfolge im dquidistanten Abstand von 500 nm wiedergegeben,
welche zentral auf der Lokalisationsrohre lag. Die Enden der Filamente unterlagen an-
deren topologischen Einschrinkungen als diejenigen Abschnitte des restlichen Filaments.
Zudem berticksichtigt das Rohrenmodell nur unendliche lange Filamente. Daher wurden
fiir die weitere Auswertung die Enden der Punktabfolge auf der Rohre, ungefdhr 2 pm pro
Ende, nicht mitberiicksichtigt.

Bestimmung der Lokalisationsrohrenradien

Die Bestimmung der Rohrenradien erfolgte analog zu der Arbeit von Dr. Inka Kirchen-
biichler [84]. Die durch die aktive Kontur erhaltene Punktabfolge wurde mit einer appro-

ximierten Spline vierten Grades mit einer Bogenlédnge s parametrisiert. Dabei wurde der
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Abbildung 2.11: Bestimmung der Rohrenradien: Gauflanpassung entlang der Filament-
kontur. In (a) ist die Lokalisationsrohre und parametrisierte Kurve f(s) gezeigt. Zudem
ist eine Tangente an f(s) gezeichnet. Senkrecht zu dieser Tangente ist eine gestrichelte
Linie markiert. Entlang dieser Linie bzw. entlang dieses Profils wird an das Intensitéts-
profil eine Gauifunktion angepasst; Mafistab = 10 pum. In (b) ist das Intensitatsprofil und
die Anpassung der GauBfunktion gezeigt. Der Radius der Lokalisationsrohre ist definiert
iiber die Standardabweichung und wird Rohrenradius r genannt. Der Radius der Rohre
entlang dieses Profils betragt » = 0, 28 nm.

Spline so angenéhert, dass die Polynome sich im Abstand von ca. 2pm in den Knoten-
punkten bertihrten. Die resultierende, parametrisierte Kurve f(s) ist in Abbildung 2.10c
dargestellt und liegt genau in der Mitte der Lokalisationsrohre. Senkrecht zu den Tangen-
ten von f(s) wurde der Radius der Lokalisationsrohre bestimmt. Die optische Auflésung
betriagt 130 nm. Unter Einhaltung des Nyquist-Abtasttheorems wurde alle halbe Pixel
(65nm) entlang der Rohre an das Intensitdtsprofil senkrecht zu den Tangenten (entlang
der Réhrenkontur) eine Gaufifunktion angepasst. Die Standardabweichung der Gaufifunk-

tion definiert den Radius der Lokalisationsrohre, den so genannten Rohrenradius 7:

(@) o exp (-i (W)j | (2.5)
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2.9 Bestimmung und Definition des Ordnungsparameters

2.9 Bestimmung und Definition des

Ordnungsparameters

In Abschnitt 2.7 wurde die Aufnahmetechnik von dreidimensionalen Bildstapeln beschrie-
ben. Ein Teilziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Filamentordnung in diesen Bildsta-
peln. Die Ordnung wird durch den Ordnungsparameter quantifiziert (vgl. Abschnitt 1.4).
Um diesen Ordnungsparameter auswerten zu konnen, mussten zuvor die Koordinaten der
Filamente im Bildstapel bestimmt werden. Daher wird in diesem Abschnitt erklart, wie
zunachst die Filamentkoordinaten der Bildstapel ermittelt wurden. Darauf folgend wird
anhand eines exemplarischen Bildstapels schrittweise erlautert, wie der Ordnungsparame-
ter berechnet wird. Die Analysemethode des Ordnungsparameters ist in Zusammenarbeit

mit Dr. Ronald Springer entwickelt worden.

2.9.1 Bestimmung von Filamentkoordinaten und deren

Abstande mit dem kommerziellen Programm Imaris

Die erste Herausforderung war, die Koordinaten der Filamente im Bildstapel zu bestim-
men. Dafiir wurde jeder Bildstapel nacheinander analysiert. Zuerst wurden die Grauwert-
iibergénge der Bildstapel mit einem Medianfilter mit 3 x 3 x 1 Filterkern mit dem Bildver-
arbeitungsprogramm FIJI geglattet und anschliefend in dem Programm IMARIS 7.6.4
weiter bearbeitet® (Abbildung 2.12a). Mit dem Computermauszeiger wurden die Filamen-
te manuell in der xy-Ebene ,abgefahren”, wobei auf diese Weise an IMARIS Startwerte
iibergeben wurden. Die in diesem Schritt erzeugte Linie gibt den mit dem Mauszeiger
sabgefahrenen Weg* (engl. traced path) wieder und bildet das Riickgrat. In Abhéngig-
keit des lokalen Intensitatsmaximums wurden automatisch die Werte in z-Richtung senk-
recht zur xy-Ebene generiert. Zuletzt wurde durch das Programm diese Linie intensitats-
und kriitmmungsabhéngig zentriert (Abbildung 2.12b)7. Bei dieser Auswertung erfolgte die
Markierung aller Filamente mit einer Mindestlange von 2 pm. Zuséatzlich wurden auch sol-
che Filamente ausgewertet, welche die begrenzenden Wéande des Bildstapels durchstoflen
und eine Mindestlange von 17 pm aufwiesen. Die Mindestlénge entsprach dabei der Per-
sistenzldnge des Phalloidin-stabilisierten Aktins. Durch diese Arbeitsschritte wurden die
Filamentkoordinaten des Bildstapels in drei Dimensionen bestimmt. In Abbildung 2.12¢
sind zum einen ein Filament durch eine Linie und zum anderen die von IMARIS generier-

ten Punkte durch Kugeln reprasentiert. Je hoher die Kriimmung ist, desto mehr Punk-

SDafiir wurden die Module MEASUREMENTPRO und FILAMENTTRACER der Firma BITPLANE benétigt.
"Der von der Software verwendete Algorithmus zur Zentrierung der Filamente ist von der Firma BiT-
PLANE nicht veroffentlicht.
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Abbildung 2.12: Analysemethode zur Ordnungsauswertung: (a) Ein mit dem LSM aufge-
nommener dreidimensionaler Bildstapel ist hier mit dem Programm IMARIS dargestellt.
MafBstab = 10 pm. (b) Hier sind alle markierten Filamente aus (a) visualisiert. Dabei
wurden alle Filamente mit einer Mindestliange von 2pm markiert und zusétzlich auch
solche Filamente, welche die begrenzenden Winde des Bildstapels durchstoflen und eine
Mindestlédnge von 17 pm aufweisen. Diese Linien in (b) reprasentieren die Filamentkoor-
dinaten nach Optimierung durch IMARIS. Maflstab = 10 pm. (c) zeigt ein Beispielfilament
aus Abbildung (b), wobei die Kugeln die von IMARIS ausgegebenen Koordinaten dar-
stellen. (d) Hier ist die Einteilung des Filaments in Segmente getrennt durch Scheibchen
dargestellt. Jedem Segment wird ein Eigenvektor p; zugewiesen (vgl. Abschnitt 2.9.2).
(Bild (c) und (d) bereitgestellt von Dr. Ronald Springer, ICS-7).

te wurden generiert. Die Abstiande der ausgegebenen Punkte sind nicht aquidistant. In
Tabelle 2.4 ist fiir jede Konzentration zu jedem Probengefdfl die Anzahl ausgewerteter
Bildstapel 7, die mittlere Anzahl generierter Punkte (P), der mittlere Abstand (dp), die
Streuung des mittleren Abstandes o4, und der maximale Abstand dpy,.x aufgelistet. Die
Koordinaten der Filament-skelettierenden Hilfslinien wurden als Riickgabewerte ausgege-
ben, als Punktliste (x;, yi, z;) abgespeichert und im weiteren Verlauf mit MATLAB 2012A
ausgewertet. Durch Anpassung eines kubischen Spline an die Filamentkoordinaten werden

Zwischenwerte interpoliert.
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Tabelle 2.4: Auflistung der auflésungsbegrenzenden Punktabstédnde; n entspricht der An-
zahl der Bildstapel, (P) ist die mittlere Punktanzahl pro Bildstapel, (dp) ist der mittlere
Abstand zwischen zwei Punkten aller Bildstapel einer Konzentration und oq, die ent-
sprechende Streuung, dpp.y ist der maximale Abstand der zur gegebenen Konzentration
ausgewertet wurde.

’ Probengefif3 ‘ ¢ [mg/ml] ‘ 7 ‘ (P) ‘ (dp) [pm] ‘ Odp|m] ‘ dpmax [nm] ‘
0,2 11 | 892 0,65 0,25 2,16
Kammer 0,4 6 | 1322 0,66 0,28 1,75
0,6 8 | 828 0,64 0,26 2,13
0,3 6 | 781 0,56 0,20 1,30
0,2 10 | 822 0,65 0,22 1,65
erofie Kapillare 0,4 13 | 877 0,66 0,26 2,11
0,6 8 | 481 | 0,70 0,31 2,10
0,8 6 | 857 0,61 0,20 2,08
Kleine Kapillare 0,4 7 | 1689 0,78 0,36 4,25
0,6 6 | 1707 0,66 0,27 1,94

2.9.2 Berechnung des Ordnungsparameters

Alle markierten Filamente eines Bildstapels zu jeder Konzentration und in allen Proben-
gefdBen wurden in Segmente der Lange Lg, auch Segmentliange genannt, eingeteilt (vgl.
Abbildung 2.12d). Unter Beriicksichtigung des optischen Auflésungsvermégens und des
mittleren Koordinatenabstandes (dp) betrug die minimale Segmentlange Ls = 1 pm. Die
Filamentkoordinaten inklusive Zwischenwerte sind durch die Punktliste X; = (x;, y;, ;)
dargestellt. Gegeben sei die gesamte Punktanzahl N pro Bildstapel. Um im Folgenden die
Rechenschritte zu erleichtern, wird der Schwerpunkt in den Koordinatenursprung trans-

formiert x; = X; — X/, so dass Zf\; x; = 0. Das gemittelte dyadische Produkt

1 N
Ni:l

definiert den Gyrationstensor [133]. Mittels Hauptachsentransformation wird der Tensor
X diagonalisiert, wobei x; die Eigenwerte sind. Daraus folgt D = diag(x1, X2, X3), wobei
X1 > X2 > x3. Da X eine symmetrische Matrix ist, kann ein Satz voller Eigenvektoren p;
und somit eine neue orthogonale Matrix P berechnet werden, so dass gilt X = PDP7.
Der Eigenvektor p; zum grofiten Eigenwert y; definiert die Hauptausrichtung eines Seg-
ments (vgl. Abbildung 2.12d), wobei x1 > x2, X3 ist.

Das gemittelte dyadische Produkt tiber alle N Eigenvektoren py, demnach iiber alle N
Segmente pro Bildstapel, ist P = N~' SV | p; - p;”. Die Matrix p ist erneut ein symmetri-
scher Tensor mit Y-, p;; = 1 [2, 35]. Nach Diagonalisierung des Tensors P ergeben sich die
Eigenwerte \;, wobei Ay > Ay > A3 gilt. Die Eigenvektoren zu den Eigenwerten geben
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Abbildung 2.13: Skizzierung der Eigenvek-
toren q; im Bildstapel: Die Eigenvektoren
bilden die Hauptachsen des Ellipsoids. Die
Lange der Achsen sind zu den Eigenwerten
A; proportional.

Auskunft iiber die Ausrichtung der Filamente in einem Bildstapel. Der Eigenvektor zum
grofiten Eigenwert gibt die Hauptausrichtung der Filamente in einem Bildstapel wieder.
Dieser wird auch Direktor genannt. Eine Aussage iiber den Ordnungszustand in einem

Bildstapel kann getroffen werden mittels des Ordnungsparameters

3 -1

S ,wobei \; € Bl} und S € [0...1], (2.7)

entsprechend dem Standard-Ordnungsparameter [26] (vgl. Abschnitt 1.4)
S = 1<3 cos?(0) — 1) . (2.8)
2

Das Ergebnis der letzten Hauptachsentransformation ist in Abbildung 2.13 skizziert. Die
Eigenvektoren q; zu den Eigenwerten \; spannen ein Ellipsoid auf, wobei q; die Haupt-
achsen sind. Die Lange der Hauptachsen, also die Form des Ellipsoids, wird mit dem
Absolutwert der Eigenwerte gewichtet, wobei >, \; = 1. Je hoher der Wert des Eigen-
werts \;, desto hoher ist das Mafl der Ausrichtung in Richtung von q;.
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3 Ordnungsbestimmung von
Aktinfilamenten in
Mikrokapillaren und in

makroskopischen Kammern

3.1 Untersuchung des Ordnungsparameters in

Abhangigkeit der Segment- und Filamentlange

3.1.1 Bestimmung der Filamentlangenverteilung

Aktinlésungen weisen nach in vitro Polymerisation von globulédrem zu filamentosem Aktin
polydisperse Léngenverteilungen auf [68, 52, 74|. Daher wurde der Ordnungsparameter
in beiden Probengefafien in Abhéngigkeit der Filamentlinge Lg; und Segmentldnge Lg
untersucht. Da von IMARIS die Koordinaten der einzelnen Filamente ausgegeben wurden,
konnte dartiber die Filamentldnge berechnet werden. In Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse
der mittleren Langenverteilungen fiir jedes Probengefaf; aufgelistet. Die gesamte Filament-
anzahl Nge ist die Summe tber alle Filamente und (Lp;) die mittlere Filamentlédnge in
den Bildstapeln fir eine Konzentration.

In Abbildung 3.1 ist die Langenverteilung der Filamente in den Kapillaren und der Kam-
mer dargestellt. Die relative Haufigkeitsdichte ist in beiden Abbildungen in Abhéngigkeit
der Lange aufgetragen. Die Klassenbreite der Histogramme betrégt jeweils 5 um (vgl. Ab-
bildung 3.1a). Trotz unterschiedlicher Probengefifie und Aktinaufreinigungen stimmen
die Einhiillenden der Histogramme iiberein (vgl. Abbildung 3.1b). Diese visualisieren die
exponentielle Léngenverteilung (vgl. Abbildung 3.1c) [104, 68]. Daher wurden die Héu-
figkeiten der Filamentlingen in verschiedenen Probengefifien pro Klasse gemittelt. Diese
gemittelten Werte wurden in Abhéngigkeit der Filamentldnge aufgetragen und durch eine
exponentielle Funktion y = a-exp(—x/ly) angepasst. Die Anpassung dieser Funktion wur-

de dabei mit der Standardabweichung gemittelt, die aus der Mittelwertbildung pro Klasse



3 Ordnungsbestimmung von Aktinfilamenten in Mikrokapillaren und in

makroskopischen Kammern

Tabelle 3.1: Mittlere Filamentlangen: Durch die von IMARIS ausgegebenen Koordinaten
kann die Filamentlange berechnet werden. Nyes ist die Summe aller Filamente und (L)
die mittlere Filamentlange aus allen Bildstapeln fiir eine Konzentration.

] ‘ grofle Kapillare ‘ Kammer ‘ kleine Kapillare ‘
C [mg/ml] Nges <LFil> [llm] Nges <LFil> [P-m] Nges <LFil> [pm}
0,2 242 22 291 21 - -
0,4 435 17 392 13 471 19
0,6 189 15 296 14 383 18
0,8 154 20 188 14 - -

berechnet wurde. Nach Anpassung der exponentiellen Funktion betriagt die Abklinglange
h=(14,4+0,7) pm.

Durch die Ubereinstimmung der Langenverteilungen in den Probengefifien war somit si-
chergestellt, dass beziiglich der Filamentlingen konstante Versuchsbedingungen gegeben

waren.

3.1.2 Ordnungsparameter S in Abhingigkeit der Filamentlange

Die Filamente eines jeden Bildstapels wurden in Abhéngigkeit der Lénge [ in folgende
Klassen eingeteilt 7) { < 10 pm; 4) 10 pum <1< 20 pum; 44) 20 pm < 1 < 30 pm;

i) 1 > 30pm v) Opm <1 < 1000 pm. Die letzte Langenklasse gibt an, dass alle Filament-
langen beriicksichtigt wurden. Bei dieser Analyse wurde die Segmentlidnge konstant bei
Ls = 1 pm gehalten. Der Ordnungsparameter wurde mit der Anzahl V; der Segmente pro

Bildstapel gewichtet

(3.1)

da die Segmentanzahl pro Bildstapel variierte. Die Streuung des Ordnungsparameters

wird mit der Anzahl i der Bildstapel zu einer Konzentration gewichtet

gs

O0<S5> = ﬁa

da die Anzahl der Bildstapel pro Konzentration variierte. In Abbildung 3.2 ist die Fila-

(3.2)

mentlingenabhéangigkeit des mittleren Ordnungsparameters in der grofien Kapillare (Ab-
bildung 3.2a) und in der Kammer (Abbildung 3.2b) dargestellt. Die Anzahl der Segmen-

te, welche in die Auswertung einflossen, liegt zwischen 200 (Lgy = (0 — 10) pm) und
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3.1 Untersuchung des Ordnungsparameters in Abhangigkeit der Segment- und

Filamentlange
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Abbildung 3.1: Liangenverteilung der Filamente in den Kapillaren und in der Kammer:
P(L) beschreibt die relative Haufigkeitsdichte. In den Histogrammen (a) betragen die
Klassenbreiten der Léngen jeweils 5 pm. Trotz unterschiedlicher Probengefédfie und Auf-
reinigungen iiberlappen die Léngenverteilungen zu unterschiedlichen Probengefafien. In
(c) ist die gemittelte Langenverteilung dargestellt. Diese fallen exponentiell ab.
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2400 (Lgy = (0 — 1000) pm). Als Erstes werden die Ergebnisse des mittleren Ordnungs-

parameters in der groflen Kapillare beschrieben. Fiir die niedrigste Aktinkonzentration

Caktin = 0,2mg/ml dndert sich der Ordnungsparameter signifikant ab Filamentlangen
der Klasse | > 30pum. Fir caxin = 0,4mg/ml sind die Ordnungsparameter jeder Fila-
mentlangenklasse signifikant unterschiedlich und verschieben sich zu hoheren Werten von
S = 0,34 auf S = 0,75 mit wachsender Filamentlinge. Die Ordnungsparameter fiir Fi-
lamente in Langenklassen 20pm < 1 < 30 pm und hoher unterscheiden sich nicht mehr
signifikant fiir cpygin = 0,6 mg/ml. Fir cagm = 0,8 mg/ml tiberlappen die Ordnungspara-
meter aller Langenklassen bei S = 0, 75, mit Ausnahme fiir Filamentlangen [ < 10 pm. Der
Ordnungsparameter fiir diese liegt bei S = 0,47. Fiir die grofle Kapillare kann zusammen-
gefasst werden, dass der Ordnungsparameter mit steigender Filamentlinge zunimmt und
zwischen S = 0,34 fir cayn = 0,4 mg/ml mit Filamentlangen { < 10 pm und S = 0,75
fir cagin = 0,8 mg/ml mit Filamentldngen [ > 30 pm variiert.

Des Weiteren werden die Ergebnisse des mittleren Ordnungsparameters in der Kammer
erlautert. Fiir die hier gewahlten Langenklassen sind die Ordnungsparameter von der
einen zur néchsthoheren Klasse nicht signifikant unterschiedlich. Fir Aktinkonzentratio-
nen ab cagin = 0,4 mg/ml ist die Tendenz zu sehen, dass die Ordnung mit zunehmender
Filamentlénge wachst. Dabei unterscheiden sich die Ordnungsparameter der Klasse mit
I < 10 pm signifikant von denen zu der Klasse mit Filamentlangen [ > 30 pm. Somit nimmt
der Ordnungsparameter mit steigender Filamentldnge zu und variiert zwischen S = 0, 22
fir carein = 0,4 mg/ml mit Filamentlangen [ < 10 pm und S = 0, 44 fiir cppgin = 0, 8mg/ml
mit Filamentlangen [ > 30 pm.

3.1.3 Ordnungsparameter S in Abhangigkeit der Segmentlange

Die Filamente eines jeden Bildstapels wurden in Abhéngigkeit folgender Segmentlangen
Ls untersucht: ¢) s = lpm; 4) s = Spm; 4@6) s = 15um; w) s = 25pm. Bei die-
ser Analyse wurden alle vorkommenden Filamentléngen beriicksichtigt. Demnach wurde
keine Einteilung in Langenklassen vorgenommen. Der Ordnungsparameter wurde analog
Gl. 3.1 und GIl. 3.2 gemittelt. In Abbildung 3.3 ist die Segmentléngenabhingigkeit des
mittleren Ordnungsparameters in der grofien Kapillare (Abbildung 3.3a) und in der Kam-
mer (Abbildung 3.3b) dargestellt. Die Anzahl der Segmente, welche in die Auswertung
einflieBen, liegt zwischen 20 (Lg = 25pum) und 7292 (Lg = 1 pm). Als Erstes werden die
Ergebnisse des mittleren Ordnungsparameters in der grofien Kapillare beschrieben. Zu
jeder Aktinkonzentration kann dieselbe Beobachtung gemacht werden. Der Ordnungspa-
rameter fiir die Segmentlangen Lg = 1pum unterscheidet sich nicht signifikant von den

Werten zu Lg = 5pm, wohl aber zu den Werten mit Segmentlingen Lg = 15pm und
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Abbildung 3.2: Filamentlangenabhéngigkeit des Ordnungsparameters: Hier ist der mittle-
re Ordnungsparameter in Abhéngigkeit der Aktinkonzentration zu unterschiedlichen Fi-
lamentlangenklassen dargestellt. In der Kapillare (a) verschiebt sich der Ordnungspara-
meter signifikant zu hoheren Werten bei wachsender Filamentlédnge. In der Kammer (b)
ist die selbe Tendenz auszumachen, obwohl die Ordnungsparameter fiir die hier gewéhlten
Langenklassen von der einen zur nachsthoheren Klasse nicht signifikant unterschiedlich
sind.

Lg = 25 pm. Somit nimmt der Ordnungsparameter mit steigender Segmentlénge zu und
variiert zwischen S = 0,43 fiir caxin = 0,2mg/ml und Lg = 1pm und S = 0,93 fir
Caktin = 0, 8mg/ml und Lg = 25 pm.

Des Weiteren werden die Ergebnisse des mittleren Ordnungsparameters in der Kam-
mer erlautert. Fir die Aktinkonzentration cakin = 0,2mg/ml und cpgin = 0,8 mg/ml
unterscheiden sich die Werte des Ordnungsparameters fiir Segmentlingen Lg = 1pm,
Ls = 5pm und Lg = 15 pm nicht signifikant. Die Ordnungsparameter fiir Filamente, die
in Segmente der Lénge Lg = 15 um und Lg = 25 pm eingeteilt wurden, unterscheiden sich
signifikant von den Werten zu Lg = 1pum und Lg = 5pm fir cagn = 0,4mg/ml und
Caktin = 0,6 mg/ml. Somit nimmt der Ordnungsparameter mit steigender Segmentlinge
zu und variiert zwischen S = 0,24 fir cagn = 0,2mg/ml mit Lg = 1 pm und S = 0,56
fir caxin = 0,8 mg/ml mit Lg = 25 pm.

Durch die Einteilung der Filamente in Segmente wurden bei der Bestimmung des Ord-
nungsparameters nur Filamente ausgewertet, deren Konturlingen mindestens so grofl wie
die Segmente waren (Lg < [). Filamente hingegen, deren Konturldngen demnach kleiner
als die Segmentlange waren, gingen nicht in die Auswertung mit ein.

Wenn man die Filamente in Klassen unterschiedlicher Lange geméafl Abschnitt 3.1.2 ein-
teilt, kann wiederum gezeigt werden, dass der Ordnungsparameter von der Segmentlange

abhéngig ist. Daher wurde in dieser Arbeit die Abhangigkeit des Ordnungsparameters
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Abbildung 3.3: Segmentlingenabhéngigkeit des Ordnungsparameters: Hier ist der mittle-
re Ordnungsparameter in Abhangigkeit der Aktinkonzentration zu unterschiedlichen Seg-
mentlangen dargestellt. In der Kapillare (a) verschiebt sich der Ordnungsparameter zu
hoheren Werten bei wachsender Segmentlange. In der Kammer (b) ist dieselbe Tendenz
zu sehen.

von der Segmentlinge auch fiir Filamente mit unterschiedlichen Léngen bestimmt. Dies
soll beispielhaft an Filamenten gezeigt werden, deren Konturldngen grofier als 20 pm aber
kiirzer als 30 pm sind (vgl. Abbildung 3.4). Die Anzahl der Segmente, welche in die Auswer-
tung des Ordnungsparameters fiir die Filamente in der Kapillare einflieflen, liegt zwischen
15 (Lg = 25 pm) und 1923 (Ls = 1 pm) und fiir die Filamente in der Kammer zwischen 7
(Ls = 25pm) und 1640 (Lg = 1pum). Die Ordnungsparameter zu jeder Aktinkonzentra-
tion unterscheiden sich signifikant fiir die Segmentldngen Lg = 1 pm und Lg = 25 pm in

beiden Probengeféfien.

3.2 Direkter Vergleich des Ordnungsparameters in
den Kapillaren und in der makroskopischen

Kammer

In Abbildung 3.5 sind Ergebnisse des Ordnungsparameters in allen verwendeten Proben-
gefaflen dargestellt. Die Segmentlange betragt Lg = 1 pm und alle Filamentlangen flielen
in die Auswertung ein. Der Ordnungsparameter ist in den Kapillaren zu jeder Aktinkon-
zentration signifikant grofer als in der Kammer. Die Werte in den Kapillaren sind ahnlich.
Zudem wéchst der Ordnungsparameter in den Kapillaren als Funktion der Aktinkonzen-

tration.
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Abbildung 3.4: Segmentlingenabhingigkeit des Ordnungsparameters der Filamentlangen-
klasse 20 pm < 1 < 30 pm: Hier ist der mittlere Ordnungsparameter in Abhéngigkeit der
Aktinkonzentration zu unterschiedlichen Segmentlédngen von Filamenten dargestellt, wel-
che Langen zwischen 20 pm und 30 pm aufweisen. In der Kapillare (a) verschiebt sich der
Ordnungsparameter zu hoheren Werten bei wachsender Segmentlénge. In der Kammer
(b) ist dieselbe Tendenz zu sehen.
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Abbildung 3.5: Direkter Vergleich des Ordnungsparameters in allen Probengefafien: Der
Ordnungsparameter wéchst in Kapillaren als Funktion der Aktinkonzentration und ist
signifikant grofler als in der Kammer.
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3 Ordnungsbestimmung von Aktinfilamenten in Mikrokapillaren und in

makroskopischen Kammern

3.3 Verteilung der Eigenwerte und Eigenvektoren in

der Kapillare und in der makroskopischen

Kammer

Um das Maf} der Ordnung in jede der drei Raumrichtungen beschreiben zu kénnen, wur-
den zusatzlich die Verteilungen der Eigenwerte und Eigenvektoren analysiert.

Wie in vorherigen Abschnitten beschrieben, werden die Filamente in Segmente eingeteilt.
Die Ausrichtung jedes Segments wird durch den Eigenvektor p; wiedergegeben (vgl. Ab-
schnitt 2.9). Im Folgenden werden die Ausrichtungen der Eigenvektoren von Filamenten in
der grofen Kapillare mit denen in der Kammer verglichen. Die Analyse erfolgte exempla-
risch fir die Aktinkonzentration cakin = 0,8 mg/ml. Die Filamente wurden dafiir in Seg-
mente der Lange 1 pm eingeteilt. In Abbildung 3.6 sind die Endpunkte der Eigenvektoren
auf einer Halbkugel mit Radius 1 pm dargestellt, wobei die Grundflache der Halbkugel in
der xy-Ebene liegt. Die Grauwerte entsprechen der z-Koordinate. Das Koordinatensystem
entspricht den Richtungen im Bildstapel, welcher am konfokalen Fluoreszenzmikroskop
aufgenommen wurde. Die xy-Ebene entspricht der Fokusebene und z zeigt in die axiale
Richtung. In Abbildung 3.6a sind die Ergebnisse fiir die grofle Kapillare dargestellt. Die
meisten Eigenvektoren sind parallel zur x-Achse ausgerichtet. Die Eigenvektoren streuen
um y=0 und sind kaum in z-Richtung orientiert. In Abbildung 3.6b sind die Ergebnisse
fir die Kammer dargestellt. Die Eigenvektoren in der xy-Ebene sind isotrop verteilt. In

der Kammer sind mehr Eigenvektoren in z-Richtung ausgerichtet als in der Kapillare.

In Abbildung 3.7 sind die Haufigkeitsverteilungen der Eigenwerte in beiden Probengefifien
dargestellt. Bei dieser Analyse wurde nicht die Abhéngigkeit von der Aktinkonzentration
untersucht. Die Eigenwerte setzen sich aus den Eigenwerten aller Aktinkonzentrationen
zusammen. Die Filamente wurden in Segmentldngen mit Lg = 1pm eingeteilt. Alle Fi-
lamentlangen flieen in die Auswertung ein. Die Klassenbreite betragt 0,05. In die Aus-
wertung gehen 37 Bildstapel, aufgenommen in der groflen Kapillare, und 31 Bildstapel,
aufgenommen in der Kammer, ein. Wie in Abschnitt 2.9.2 beschrieben, wird die Orien-
tierung jedes Segments durch einen Eigenvektor repréisentiert. Das dyadische Produkt
dieser Eigenvektoren liefert eine symmetrische Matrix. Nach Hauptachsentransformation
besteht die Diagonalmatrix aus neuen Eigenwerten, welche Informationen iiber die ge-
samte Ausrichtung der Filamente in einem Bildstapel enthalten. Das Mafl der Ordnung
pro Bildstapel ist durch den Ordnungsparameter S oc A; charakterisiert (vgl. Gl. 2.7).
Die Verteilungen in Abbildung 3.7a représentieren folgende Filamentausrichtung in der

Kapillare: Die Verteilung der groiten Eigenwerte A; tiberlappt nicht mit den Verteilungen
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Abbildung 3.6: Verteilungen der Eigenvektoren zu cayn = 0,8 mg/ml in beiden Proben-
gefaflen: Alle Filamentlangen flieen in die Auswertung ein. Die Endpunkte der Eigen-
vektoren fiir alle Segmente mit Lg = 1 m eines exemplarischen Bildstapels in der grofien
Kapillare (a) und in der Kammer (b) sind auf einer Halbkugel dargestellt. Die Grundfla-
che der Halbkugel liegt in der xy-Ebene. Der Grauwert entspricht der z-Koordinate (Bild
(a) und (b) bereitgestellt von Dr. Ronald Springer, ICS-7).

der anderen beide Eigenwerte. Dies zeigt eine Vorzugsrichtung an. Zudem sind weniger
Filamente in der Ebene senkrecht zu dieser Vorzugsausrichtung angeordnet. Die Vertei-
lungen der Eigenwerte A\ und A3 iiberlappen, dennoch sind die Werte von Ay zu hoheren
Absolutwerten gegeniiber A3 verschoben. Die Filamente, welche in der Ebene senkrecht
zur Vorzugsrichtung liegen, sind demnach nicht vollig isotrop verteilt. Die Verteilungen
in Abbildung 3.7b représentieren folgende Filamentausrichtung in der Kammer: Die Ver-
teilungen der Eigenwerte A; und As iiberlappen. Die Eigenwerte A3 weisen relativ zu den
anderen kleinere Absolutwerte auf. Somit sind die Filamente hauptséchlich in einer Ebene
ausgerichtet. Da die Verteilung von A\; im Vergleich zu der Verteilung von Ay zu hoheren
Eigenwerten verschoben ist, sind die Filamente in dieser Ebene jedoch nicht vollkommen

isotrop verteilt.
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Abbildung 3.7: Verteilungen der Eigenwerte, welche die Gesamtorientierung je Bildstapel
wiedergeben: Die Segmentldnge betridgt Ls = 1pm. Alle Filamentlangen flielen in die
Auswertung ein. Die Aktinkonzentration betragt caxtin = 0,8 mg/ml. In (a) sind die Hau-
figkeitsverteilungen der Eigenwerte P();), berechnet fiir die grofe Kapillare und in (b)
fir die Kammer, dargestellt. Zudem ist fir jedes Probengefafl ein reprasentativer Bild-
stapel dargestellt. In diesen ist je ein Ellipsoid skizziert. Die Langen der Hauptachsen
qi des Ellipsoids werden durch die Eigenwerte \; gewichtet. Daher ist das Ellipsoid in
(a) zigarrenférmig und unterscheidet sich zu dem in (b) gezeigten Ellipsoid. Da hier die
Eigenwerte A; und Ay, fast gleichgrof sind, sind auch die Achsen q; und gz nahezu gleich-
lang im Gegensatz zur Achse qz, in welcher die wenigsten Filamente ausgerichtet sind;
Maflstab = 10 pm.
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4 Messung der Lokalisationsrohre
von Aktinfilamenten in
Abhangigkeit der Ordnung

4.1 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Verteilungen der Rohrenradien verglichen, welche fiir die
makroskopische Kammer und die Mikrokapillaren bestimmt wurden. Zunachst folgt ein
Vergleich der Rohrenradienverteilungen, welche aus den Rohdaten bestimmt wurden und

anschlieend ein Vergleich der Rohrenradienverteilungen nach LSF-Korrektur.

4.1.1 Rohrenradienverteilungen in den Kapillaren und der

makroskopischen Kammer

In Abbildung 4.1 sind die Réhrenradienverteilungen in der groflen Kapillare und in der
Kammer dargestellt. Mit zunehmender Aktinkonzentration wird die Réhrenradienvertei-
lung in beiden Probengefédfien zu kleineren Werten verschoben. In der Abbildung 4.2
werden die Verteilungen zu jeweils einer Aktinkonzentration in beiden Probengefédfien ge-
geniibergestellt. Die Verteilungen der Rohrenradien in den Kammern sind verglichen zu
denjenigen in der groflen Kapillare zu kleineren Werten verschoben. In Abbildung 4.3 wer-
den die Rohrenradienverteilungen zu den Aktinkonzentrationen caygin = 0,4 mg/ml und

cakein = 0,6 mg/ml verglichen, welche fiir beide Kapillaren berechnet wurden.
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Abbildung 4.1: Roéhrenradienverteilungen in der groflen Kapillare und der makroskopi-
schen Kammer: Mit zunehmender Aktinkonzentration verschieben sich die Réhrenradien
in beiden Probengefédflen zu kleineren Werten. Die Rohrenradienanzahl ist in den Tabel-

len 4.1 und 4.2 aufgelistet.
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Abbildung 4.2: Vergleich der Réhrenradienverteilungen in der grolen Kapillare und in der
makroskopischen Kammer zu allen Aktinkonzentrationen: Zu jeder Aktinkonzentration
verschieben sich die Rohrenradien in der Kammer zu kleineren Werten relativ zu denen

in der Kapillare.
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Abbildung 4.3: Vergleich der Rohrenradienverteilungen in beiden Kapillaren.

In den Tabellen 4.1 und 4.2 sind die mittleren Réhrenradien (r) und die Standardabwei-
chungen o, der Rohrenradien in allen Probengefdflen zusammengefasst. Die Rohrenradien

wurden entlang der Filamentkontur in dquidistanten Absténden von a = 0,065 pm be-

stimmt (vgl. Abschnitt 2.8).

Tabelle 4.1: Mittlere Rohrenradien in den Kapillaren: Hier sind fiir beide Kapillaren die
Mittelwerte (r) der Rohrenradien, die Standardabweichungen o, sowie die Anzahl ausge-

werteter Rohrenradien m bzw. k aufgelistet.

grofle Kapillare kleine Kapillare
cimg/ml] | (r) [pm] | op[um] | m | {r) [um] | o [um] | K
0,2 0,302 0,042 8768 - - -
0,4 0,266 0,033 | 22060 0,254 0,032 | 8921
0,6 0,241 0,028 8200 0,240 0,032 | 9340
0,8 0,223 0,023 3312 - - -

Tabelle 4.2: Mittlere Rohrenradien in der Kammer: Hier sind fiir die Kammer die Mittel-
werte (r) der Rohrenradien, die Standardabweichungen o, sowie die Anzahl ausgewerteter

Rohrenradien n aufgelistet.

60

Kammer
cfg/ml] | (1) o] [ opnm] |7
0,2 0,267 0,032 | 8301
0,4 0,252 0,038 | 22914
0,6 0,227 0,024 | 4158
0,8 0,210 0,022 | 4773




4.1 Ergebnisse

4.1.2 Statistischer Vergleich der Rohrenradienverteilungen in

den Kapillaren und der makroskopischen Kammer

Die Anwendung des Kolmogorov-Smirnov Signifikanztests auf die Rohrenradienverteilung
liefert eine Aussage dariiber, ob die Verteilungen in den unterschiedlichen Probengefifien
signifikant unterschiedlich sind.

In der Auswertung wurden die Réhrenbreiten entlang der Filamentkontur in dquidistan-
ten Abstdnden a = 0,065 um bestimmt (vgl. Abschnitt 2.8). In theoretischen Arbeiten
von Glaser und Kroy wurde angenommen, dass auf einer gewissen Langenskala, der so
genannten Segmentlinge Lges = 4- (reom) " L}/3, der Rohrenradius konstant ist (vgl. Ab-
schnitt1.3.3) [50]. Dabei ist L, = 17 um die Persistenzlénge und 7y, sind die korrigierten
Rohrenradien zur jeweiligen Aktinkonzentration in den Probengefafien. Da die dquidistan-
ten Absténde a entlang der Filamentkontur kleiner als die Segmentlénge L, sind, bestand
die erste Aufgabe darin die Anzahl statistisch unabhéngiger Rohrenradien zu bestimmen.
Dazu wurde zu jeder Aktinkonzentration ¢ die Anzahl der insgesamt ausgewerteten Roh-
renradien m (bzw. k, n) bestimmt und in eine effektive Gesamtfilamentlange Lyes m [11m]
umgerechnet: Lges y = m-a. Das Verhéltnis dieser effektiven, gesamten Filamentlange zur
Segmentlange legt die Stichprobengrofle, also die Anzahl statistisch unabhéangiger Roh-
renradien M’ fest. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 4.3, 4.4 und 4.5 zusammengefasst.
In den Tabellen 4.6 und 4.7 sind die Ergebnisse des Signifikanztests aufgelistet. Zunéchst

wird der Priifwert

N"+ M’
oW =\ (Far) 4
berechnet. Die Priifgrofie
D = sup|F,(z) — F,,(z)| (4.2)

wird mit MATLAB bestimmt. Ist die Prifgroe D grofler als der kritische Wert
Dyrie. = k- PW so sind die Verteilungen in der Kammer und der Kapillare zu einer
fixen Konzentration ¢ signifikant unterschiedlich. Fiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
5% betragt k = 1,22 [111]. Ein Vergleich zwischen der grofien Kapillare und der Kam-
mer ergibt, dass die Rohrenradienverteilungen zu jeder Aktinkonzentration signifikant
unterschiedlich sind (vgl. Tabelle 4.6). Ein Vergleich beider Kapillaren zeigt, dass die Ver-
teilungen fiir cakiin = 0,4 mg/ml signifikant unterschiedlich sind, fir cayy, = 0,6 mg/ml
jedoch nicht (vgl. Tabelle 4.7).
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Tabelle 4.3: Bestimmung der Stichprobengrofie der Rohrenradien in der groflen Kapillare:
Zu jeder Aktinkonzentration ¢ wurde die Rohrenradienanzahl m bestimmt. Die Réhren-
radien wurden entlang der Filamentkontur in dquidistanten Abstanden von a = 0,065 pm
bestimmt. Daraus kann eine gesamte Filamentlange Lgesm berechnet werden. Die Stich-
probengrofle M’ ist der Quotient aus Lges,m und der Segmentlénge Lgeg o,

’ grofe Kapillare |

¢[mg/ml] | Rohrenradienanzahl | Filamentldnge | Segmentlénge | Stichprobengrofe
m Lges,m [Ilm] Lseg,m [Ilm] M’

0,2 8768 569,92 4,33 132

0,4 22060 1433,90 3,88 369

0,6 8200 533,00 3,59 148

0,8 3312 215,28 3,30 65

Tabelle 4.4: Bestimmung der Stichprobengrofie der Rohrenradien in der kleinen Kapillare:
Zu jeder Aktinkonzentration ¢ wurde die Rohrenradienanzahl £ bestimmt. Die Rohrenra-
dien wurden entlang der Filamentkontur in dquidistanten Abstdnden von a = 0,065 pm
bestimmt. Daraus kann eine gesamte Filamentlange Lgesx berechnet werden. Die Stich-
probengrofle K’ ist der Quotient aus Lgesx und der Segmentlédnge Lgeg k.

|

kleine Kapillare

|

¢[mg/ml] | Rohrenradienanzahl | Filamentlinge | Segmentldnge | Stichprobengrofie
k Lges,k [llm] Lges,k [llm] K’

0,2 : : : :

0,4 8921 579,87 3,82 152

0,6 9340 607,10 3.65 166

0,8 - - - -

Tabelle 4.5: Bestimmung der Stichprobengrofie der Rohrenradien in der Kammer: Zu jeder
Aktinkonzentration ¢ wurde die Rohrenradienanzahl n bestimmt. Die Rohrenradien wur-
den entlang der Filamentkontur in dquidistanten Abstdnden von a = 0,065 pm bestimmt.
Daraus kann eine gesamte Filamentlange Lges, berechnet werden. Die Stichprobengrofie

N’ ist der Quotient aus Lges , und der Segmentlange Lges .

] Kammer ‘
¢[mg/ml] | Rohrenradienanzahl | Filamentldnge | Segmentlinge | Stichprobengrofe
n Lges,n [}Hﬂ] Lseg,n [Ilm] N’
0,2 8301 539,57 3,94 137
0,4 22914 1489,41 3,76 396
0,6 4158 270,27 3,44 79
0,8 4773 310,25 3,18 98
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Tabelle 4.6: Signifikanztest der Rohrenradienverteilungen P(r) in der Kammer und grofien
Kapillare: Der Priifwert PW ist durch die Stichprobengréfien bestimmt und legt die kri-
tische Grofle Dy, fest. Die Priifgrofie D ist durch das Supremum der kumulierten Ver-
teilungen F(r) definiert.

’ Signifikanztest von P(r) in der Kammer und groBen Kapillare ‘

¢ [mg/ml] Prifwert PW PrufgroBe D kritischer Wert
Dkrit
= % = sup|Fp(r) — Fi(r)] =1,22-PW
0,2 0,1220 0,3779 0,1488 D>Diare
0,4 0,0724 0,2072 0,0883 D>Diait,
0,6 0,1393 0,2134 0,1700 D>Diaie.
0,8 0,1600 0,2384 0,1952 D>Digit,

Tabelle 4.7: Signifikanztest der Rohrenradienverteilung P(r) in beiden Kapillaren: Der
Prifwert PW ist durch die Stichprobengréfien bestimmt und legt die kritische Grofie
Dy, fest. Die PriifgroBe D ist durch das Supremum der kumulierten Verteilungen F(r)
definiert.

] Signifikanztest von P(r) in beiden Kapillaren ‘

¢ [mg/ml] Prifwert PW PrifgroBe D kritischer Wert
Dierit
=B | = swlFd) - ) =1,22-PW
0.2 : - - :
0,4 0,0963 0,1472 0,1175 D>Dyyis.
0,6 0,1131 0,0739 0,1379 D <Dy,
0,8 . - : -

4.1.3 LSF-korrigierte Rohrenradienverteilungen in den

Kapillaren und der makroskopischen Kammer

In Abbildung 4.4 sind die LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen in der grofien Ka-
pillare und in der Kammer dargestellt. Wie bereits bei den Rohdaten gezeigt, sind die
Rohrenradienverteilungen mit zunehmender Aktinkonzentration in beiden Probengefafien
zu kleineren Werten verschoben. In Abbildung 4.5 werden die Verteilungen zu jeweils ei-
ner Aktinkonzentration in beiden Probengefafien gegeniibergestellt. Fiir die Kammer sind
auch die LSF-korrigierten Verteilungen der Rohrenradien verglichen zu denjenigen in der
groflen Kapillare zu kleineren Werten verschoben. In Abbildung 4.6 werden die Rohrenra-
dienverteilungen zu den Aktinkonzentrationen cayn = 0,4 mg/ml und cayn = 0,6 mg/ml
verglichen, welche fiir beide Kapillaren berechnet wurden. Beide Verteilungen iiberdecken

sich fast vollsténdig.
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groRe Kapillare
0,2 mg/ml
—-—- 0,4 mg/ml
........... 0,6 mg/m|

- —-0,8 mg/ml

154

10+

P (r) [1/um]

P (r) [1/um]

154

10+

Kammer

— 0,2 mg/ml
—-—- 0,4 mg/ml
........... 0’6 mg/ml
- = -0,8 mg/mi

Abbildung 4.4: LSF-korrigierte Rohrenradienverteilungen in der groflen Kapillare und in
der makroskopischen Kammer: Mit zunehmender Aktinkonzentration verschieben sich die
Rohrenradien in beiden Probengefaflen zu kleineren Werten. Die Rohrenradienanzahl ist

in den Tabellen 4.8 und 4.9 aufgelistet.

=0,4 mg/ml

grolRe Kapillare
........ kleine Kapillare

CAktin

15+

P(r) [1/um]

r [pm]

(a)

P(r) [1/um]

15+

Cpin= 0,6 mg/ml

groflRe Kapillare
........ kleine Kapillare

Abbildung 4.6: Vergleich der LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen in beiden Kapil-
laren: Die Verteilungen zu jeweils einer Konzentration liegen iibereinander.
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Abbildung 4.5: Vergleich der LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen in der grofien
Kapillare und der makroskopischen Kammer zu allen Aktinkonzentrationen: Zu jeder
Aktinkonzentration verschieben sich die Rohrenradien in der Kammer zu kleineren Werten

relativ zu denen in der Kapillare.
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@ groRe Kapillare
X Kammer

0,30+

o
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[&)]
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[6)] o
4 =
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Abbildung 4.7: Mittlerer Rohrenradius in Abhéngigkeit der Aktinkonzentration: Die
Streuung um den Mittelwert (o) entspricht der Standardabweichung o,, . nach Mitte-
lung aller Rohrenradien 7y, zu je einer Aktinkonzentration pro Probengeféf3.

In den Tabellen 4.8 und 4.9 sind die mittleren LSF-korrigierten Rohrenradien (r) und
die Standardabweichungen o, der Rohrenradien in allen Probengefaflen zusammengefasst
und in Abbildung 4.7 abgebildet. Die Rohrenradien wurden entlang der Filamentkontur
in dquidistanten Abstédnden von a = 0,065 pm bestimmt (vgl. Abschnitt 2.8).

Tabelle 4.8: Mittlere LSF-korrigierte Rohrenradien in den Kapillaren: Hier sind fiir beide
Kapillaren die Mittelwerte (ri,) der Rohrenradien, die Standardabweichungen o, sowie
die Anzahl ausgewerteter Rohrenradien m bzw. k aufgelistet.

grofle Kapillare kleine Kapillare
clmg/ml] | (rgor) [im] | o, [m] m (rkorr) [1m] | oy, [1m] k
0,2 0,273 0,046 8768 - - -
0,4 0,232 0,038 22060 0,227 0,036 8921
0,6 0,206 0,033 8200 0,211 0,037 9340
0,8 0,182 0,028 3312 - - -

Tabelle 4.9: Mittlere LSF-Rohrenradien in der Kammer: Hier sind fiir die Kammer die
Mittelwerte (7o) der Rohrenradien, die Standardabweichungen o,, . sowie die Anzahl
ausgewerteter Rohrenradien n aufgelistet.

Kammer
clmg/ml] | (rior) [Mm] | ory,,, [Hm] n
0,2 0,237 0,036 8301
0,4 0,221 0,042 22914
0,6 0,193 0,029 4158
0,8 0,172 0,027 4773
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4.1.4 Statistischer Vergleich der LSF-korrigierten
Rohrenradienverteilungen in den Kapillaren und der

makroskopischen Kammer

Der Signifikanztest wird analog zu den Rohdaten durchgefiihrt. Die R6hrenradien wurden
entlang der Filamentkontur in 4quidistanten Absténden von a = 0,065 pm bestimmt. Die-
ser Abstand ist kleiner als die Segmentlange, von welcher angenommen wird, dass auf die-
ser Léngenskala der Rohrenradius konstant ist. Somit wurde zuerst analog Abschnitt 4.1.2
die Anzahl statistisch unabhéangiger Rohrenradien bestimmt. Die Anzahl ausgewerteter
LSF-korrigierter Rohrenradien entspricht denen der Rohdaten (vgl. Tabellen 4.3, 4.4 und
4.5). Somit ist die Stichprobengrofe, also die Anzahl statistisch unabhéangiger Réhrenra-
dien, der LSF-korrigierten Daten verglichen zu den Rohdaten identisch.

Die Priifgrofie D wird mit MATLAB bestimmt. Ein Vergleich der Priifgrofie D mit dem kri-
tischen Wert Dy ergibt, dass alle Rohrenradienverteilungen fiir jede Aktinkonzentration
signifikant unterschiedlich sind, mit Ausnahme der Verteilungen zu cakyin = 0,8 mg/ml.
Die Verteilungen in beiden Kapillaren tiberlappen und sind nicht signifikant unterschied-

lich (vgl. Tabelle 4.11).

Tabelle 4.10: Signifikanztest der LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen P(ryey) in
der Kammer und der grofien Kapillare: Der Priifwert PW ist durch die Stichprobengrofie
bestimmt und legt die kritische Grofle Dy, fest. Die Priifgrofie D ist durch das Supremum
der kumulierten Verteilungen F(r) definiert.

’ Signifikanztest von P(rky) in der Kammer und grofen Kapillare ‘

¢ [mg/ml] Priifwert PW Priifgroie D kritischer Wert
Dkrit.
— \/ <(JZVV’,31‘;’)> = sup| Fy (Trore) — Fyn(Feorr)| | = 1,22 - PW
0,2 0,1220 0,6040 0,1488 D>Digi.
0,4 0,0724 0,1601 0,0883 D>Digit.
0,6 0,1393 0,1702 0,1700 D>Diait.
0,8 0,1600 0,1586 0,1952 D>Digit,
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Tabelle 4.11: Signifikanztest der LSF-korrigierten Réhrenradienverteilung P(rye,,) in bei-
den Kapillaren: Der Priifwert PW ist durch die Stichprobengréfie bestimmt und legt die
kritische Grofle Dy, fest. Die Prifgrofle D ist durch das Supremum der kumulierten
Verteilungen F(r) definiert.

’ Signifikanztest von P(rke) zu beiden Kapillaren ‘

¢ [mg/ml] Priifwert PW Priifgroie D kritischer Wert
Dkrit.
= \/W = sup| Fi(Txorr) — Fm(rxorr)| | = 1,22 - PW
0,2 : - . -
0,4 0,0963 0,0719 0,1175 D <Dyt
0,6 0,1131 0,0690 0,1379 D<Duit.
0,8 - - - -
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4.1.5 Vergleich zwischen Experimenten und Theorie

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Réhrenradienverteilung mit denen der
SMF-Theorie (vgl. Abschnitt 1.3.3) verglichen. In der Abbildung 4.8 ist die Anpassung
der SMF-Theorie gemafl Gleichung 1.10 an die experimentell bestimmten Rohrenradi-
enverteilungen dargestellt. Die Fitparameter sind dabei zum einen das Verhaltnis von
Kontur- und Verschlaufungslédnge ¢, = L/L, und zum anderen die Konturlangendichte
po = c- L, wobei e, = 1 und py = 39um 2 - ¢ [mg/ml] erwartet wird [48, 95].

Fir Aktinkonzentrationen von caggin = 0,4 mg/ml bis caxyin = 0,8 mg/ml stimmen Theo-
rie und Experiment sehr gut iiberein, wobei dies nicht fiir die Anpassung bei
caktin = 0,2mg/ml gilt. Fir beide Fitparameter resultieren nach Anpassung der Funkti-
on gemafl Gleichung 1.10 an die Verteilungen der Rohrenradien in der groflen Kapillare
und in der Kammer kleinere Werte als erwartet (vgl. Tabelle 4.12). Die Konturlangen-

konzentration ist bis zu 6,4 x kleiner als erwartet und €7, nur halb so grofl wie vorausgesagt.

Tabelle 4.12: Ergebnisse der Fitparameter nach Anpassung der Funktion anlog Glei-
chung 1.10.

| Probengefé | e, | po [nm?mg/ml] |
Kapillare 0,55 6,11
Kammer 0,42 7,47

Da die SMF-Theorie fiir die Rohrenradienverteilung eine isotrope Verteilung der Filamen-
te voraussetzt, wurde in einem néchsten Schritt die Ordnung der Filamente berticksichtigt,
indem die Paarkollisionen in der BCA-Rechnung entsprechend anpasst wurden. Dazu wur-
de, analog zu Onsagers Vorgehensweise bei der Beschreibung nematischer Losungen, eine
Verteilung der Winkel zwischen den zwei kollidierenden Polymersegmenten eingefiihrt
und tber alle moglichen Paarkonfigurationen gemittelt. Es liegt nahe, diese Verteilung
durch die von Onsager hergeleitete Ansatzfunktion zu approximieren. Damit erhélt man
mit dem Ordnungsparameter S’, gemafi Gl. 1.14 direkt aus der Winkelverteilung einen
weiteren freien Fitparameter S’ fir die Rohrenradienverteilung. In Abbildung 4.9 sind
die theoretischen an die experimentellen Verteilungen angepasst. Die Anpassung scheinen
durch den dritten, freien Parameter geeigneter zu sein. Die Fitparameter ¢, und py sind
verglichen zu der Anpassung ohne Beriicksichtigung der Filamentorientierung zwar grofier,
jedoch immer noch kleiner als erwartet (vgl. Tabelle 4.13). Der aus diesen Anpassungen
erhaltene Wert fur S" wird in den Abbildungen 4.10 und 4.11 mit den aus den Experi-

menten bestimmten Ordnungsparametern fiir die Kammer und die grofie Kapillare (vgl.
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Abbildung 4.8: Vergleich der SMF- Theorie mit den Ergebnissen der experimentell be-
stimmten Rohrenradienverteilungen: In (a) sind die Ergebnisse der Anpassung an die
Rohrenradienverteilungen, welche fir die grofie Kapillare bestimmt wurden, angepasst
und in (b) fir diejenigen in der Kammer (Bilder bereitgestellt von Marc Lammel, Uni-
versitat Leipzig).

Abschnitt 3.1.2) verglichen. Ein Vergleich der Ordnungsparameter fir die Kapillare zeigt,
dass der theoretisch bestimmte Ordnungsparameter vergleichbar mit den experimentell
bestimmten Werten ist, wenn die Filamente Lingen zwischen 20 pm und 25 pm aufwei-
sen. Fir die Kammer liegen die theoretisch bestimmten Werte fiir den Ordnungsparameter

bei wesentlich hoheren Werten, als in den Experimenten beobachtet wurden.
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Tabelle 4.13: Ergebnisse der Fitparameter nach Anpassung von Gleichung 1.10, wobei der
Ordnungsparameter als zusatzlicher Fitparameter gewahlt wurde.

| Probengefd | e, | po [nm?mg/ml] |
Kapillare | 0,76 11,5
Kammer 0,60 14,2

P(r) in pm™!

Abbildung 4.9: Vergleich der SMF- Theorie mit den Ergebnissen der experimentell be-
stimmten Roéhrenradienverteilung, wobei die Ordnung als zusatzlich freier Parameter ge-
wahlt wurde. In (a) sind die Ergebnisse der Anpassung an die Rohrenradienverteilungen,
welche fiir die grofie Kapillare bestimmt wurden, angepasst und in (b) fiir diejenigen in
der Kammer (Bilder bereitgestellt von Marc Lammel, Universitit Leipzig).
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Abbildung 4.10: Vergleich der aus den Experimenten resultierenden, mittleren Ordnungs-
parameter mit den theoretisch bestimmten Ordnungsparametern S’ fiir die grofie Kapil-
lare.
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Abbildung 4.11: Vergleich der aus den Experimenten resultierenden, mittleren Ordnungs-
parameter mit den theoretisch bestimmten Ordnungsparametern S’ fiir die Kammer.
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5 Flissigkeitsdynamik in der
Kapillare

5.1 Theorie der Kapillarbefiillung

Die Beschreibung der Probenpraparation in Abschnitt 2.2 fasst zusammen, wie Kapillaren
mit Aktinlosung gefiillt werden. Durch die Verwendung dieser Mikrokapillaren werden die
Aktinfilamente erheblichen Kriften ausgesetzt. ,,Selbst wenn die mittleren Fiillgeschwin-
digkeiten klein sind, konnen die Scherraten aufgrund der Néhe der Kapillarwande sehr
grofl werden*(frei tibersetzt nach [11]). Der Fokus dieses Abschnitts wird auf die Abschét-
zung der auf die Filamente wirkenden Krafte wiahrend des Befiillens gelegt. Daher wird
im Folgenden eine kurze Einfiithrung in die Mikrofluidik gegeben.

Um die Losungsfindung von komplexen Systemen zu vereinfachen, wurden dimensionslo-
se Groflen eingefiihrt, welche die Relationen von Kréften oder Energien beschreiben. Die
erste Grofe ist die Reynoldszahl

_ Trégheitskraft  dynamischer Druck p-v-H  p-v°

Re = (5.1)

viskose Krifte ~ Scherspannung v pev/H’
wobei p die Dichte, v die Fiillgeschwindigkeit, H die Kapillarhéhe und p die dynamische
Viskositét ist [11]. Sie ist das Verhaltnis der Tragheitskraft zu viskosen Kréften oder
gleichbedeutend das Verhéltnis des dynamischen Drucks zur Scherspannung. Das Studium
der Stromungsmechanik mit kleinen Reynoldszahlen (Re < 20) wird Mikrohydrodynamik
genannt. Bei solch kleinen Werten fiir Re ist die Stromung laminar [11].

Eine weitere dimensionslose Grofle ist die Kapillarzahl

o viskose Kraft viskose Kraft — v-pu (5.2)
a = = = .
Oberflachenspannungskraft  Kapillarkrafte v

wobei 7y die Oberflichenspannung ist [11, 63]. Die Kapillarzahl C'a vergleicht die viskose
Kraft mit der Oberflichenspannungskraft bzw. mit der Kapillarkraft. Je kleiner Ca ist,
desto kleiner ist der Effekt des dynamischen Kontaktwinkels [38].



5 Fliissigkeitsdynamik in der Kapillare

Weiterhin kann die Bond-Zahl (engl. Bond number, kurz Bo) mit der Gravitationsbe-

schleunigung g = 9,8m/s” bestimmt werden

Schwerkraft _p-g-H?

Bo = =
¢ Oberflachenspannungskraft vy

(5.3)
Sie gibt das Verhaltnis von Schwerkraft zur Oberflichenspannungskraft wieder [63].

Um die Geschwindigkeiten und Druckabfélle in der Kapillare bestimmen zu kénnen, miis-
sen die Navier-Stokes-Gleichungen gelost werden. Eine numerische Losung fiir rechteckige
Kapillaren ergibt ein parabolisches Flussprofil, wobei die Herleitung in [122, 10] beschrie-
ben ist.

Die Oberflachenspannung + ist eine Kraft pro Langeneinheit [N/m] bzw. die pro Flache
gespeicherte freie Enthalpie [J/m?]. In Abbildung 5.1a sind die spezifischen Grenzflichen-
energien der Grenzflichen gasformig, fliisssig und fest dargestellt. Aus der Energieminimie-

rung folgt das Gesetz von Young [138, 25]:

Ysa = Vsl T Via COS (@(:)7 (54)

wobei ©, der Kontaktwinkel ist. Nach Yang et al. [150] setzt sich die gesamte Energie
in der Mikrokapillare aus Abbildung 5.1b aus vier Energieanteilen zusammen: Eyes =
Ey + E1 + Es 4+ E5. Ey ist die im Reservoir gespeicherte Energie. E; beschreibt die
Grenzflichenenergie fest/gasformig. Es ist die Grenzflachenenergie fest/fliissig und der
letzte Energieterm E3 besteht aus der Grenzflichenenergie fliissig/gasformig. Nach Yang
et al. [150] und Huang et al. [63] kann das Laplace Gesetz fiir Mikrokapillaren aus der
Minimierung dieser Energie Fy.s = —dE,.s/dx berechnet werden zu
2(H + W)~y - cos(O.)

Ap = .
p T : (5.5)

wobei W die Weite und H die Hohe der Kapillare sind.

Wenn eine Kapillare in ein Geféafl mit Fliissigkeit eingetaucht wird, dann erfolgt ein An-
stieg der Flissigkeit in einer Kapillare nach Jurins Gesetz, wenn 7y, > 75 + Y14 c0s (©,).
Das System gewinnt an potentieller Energie, wiahrend der Meniskus in der Kapillare steigt
und verliert dabei gleichzeitig an Grenzflichenenergie [11, 23|. Die Zeitabhangigkeit des
Befiillens von Kapillaren bzw. der Position der Meniskusfront L(t) wurde zuerst von Wash-
burn und Lucas studiert [139, 87] und von Dreyer, Stange und Fries erweitert [34, 127, 44].
In der Veroffentlichung von Fries und Dreyer [44] ist detailliert die Zeitabhéngigkeit der
Kapillarbefiillung abhéngig von den jeweils dominierenden Kraften in drei Zeitregimen

eingeteilt. Nach Dreyer und Huang gilt fiir das erste Zeitregime, L;(t) oc t2, fiir das zweite
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5.1 Theorie der Kapillarbefiillung
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(a) Gl“isnzﬂ.éichen eines Trop.fens; .a (b) Die Skizze einer Mikrokapillare; das Re-
steht fiir air (dt I_‘uft.)’ § fur“ S(_)hd servoir ist links abgebildet; H ist die Kapil-
(dt. fest) und I fiir liquid (dt. fldssig); larhéhe, Ay ist die benetze Fliache der Léan-

7i; reprasentiert die Oberflichenspan-
nung der jeweiligen Grenzschicht i, j,
O¢ ist der Kontaktwinkel; modifiziert
tibernommen von [150].

ge x, Ar ist gesamte Flache der Kapillar-
lange [; modifiziert iibernommen von [150].

Abbildung 5.1: Youngs Gesetz und Darstellung der Oberflichenspannung in einer Mikro-
kapillare.

Zeitregime Ly(t) o< t und fiir das Dritte L3(t) o< t'/2, welches dem Lucas-Washburn Gesetz
entspricht [34, 63].

Wenn der Fluss durch die Kapillare eine stationédre Stromung ist, dann verschwindet die
resultierende Kraft auf ein innerhalb der Kapillare befindliches Volumenelement, welches
durch die Kapillarwénde begrenzt ist. Die durch den hydrostatischen Druckgradienten
0P/0z resultierende Kraft wird durch den Reibungswiderstand der Fliissigkeit mit den
Kapillarwénden ausgeglichen. Diese Reibungskraft ist die auf die Kapillarwand wirkende
Scherspannung [17, 125]. Nach Son kann daraus fiir rechteckige Kapillaren die im Bezug

auf den Umfang gemittelte Wandscherspannung

w= (1) (Grew) = (57) () 6

hergeleitet werden [125]. Fiir Newtonsche Fliissigkeiten gilt der Zusammenhang zwischen

Scherspannung, 7, und Scherrate, 7,

wobei p die dynamische Viskositét ist. Fiir sowohl Newtonsche als auch nicht-Newtonsche

Fliissigkeiten kann die scheinbare Scherrate (engl. apparent shear rate), 7,, nach
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5 Fliissigkeitsdynamik in der Kapillare

White [145] bestimmt werden zu:

o (22) 0+ () (1)

mit dem Volumenstrom @ = A (v) = WH (v). Die Funktion f* (%) andert sich dabei
mit den geometrischen Abmessungen der Kapillare. Fiir das Verhéltnis Kapillarhohe H
zu Kapillarweite W H/W = 0,05 betragt f*(0,05) = 0,9365 [53, 125].

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Bestimmung der Fiillgeschwindigkeit und des
Kontaktwinkels

In diesem Abschnitt wird die Geschwindigkeit bestimmt, mit welcher die Kapillare die
Aktinlésung einsaugt. In Abbildung 5.2 ist eine Momentaufnahme des Meniskus und eine
Zeitserie fur capin = 0,2mg/ml dargestellt. Der Ausschnitt der Kapillare, welcher auf-
genommen wurde, entspricht der Mitte der Kapillare, da in dieser die Fluktuationen der
Aktinfilamente bestimmt wurden.

Die Daten wurden in F1JI eingelesen. Eine horizontale Linie wurde innerhalb der Kapil-
lare eingezeichnet und der Verlauf des Grauwerts entlang der Linie in Abhéngigkeit der
Zeit ausgewertet (vgl. Abbildung 5.3). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer von Georg
Dreissen, ICS-7, geschriebenen MATLAB-Funktion. Mit Hilfe dieser wurden die Positionen
des Meniskus auf der Linie in Abhéngigkeit der Zeit ausgegeben. Die Positionen bzw. die
Distanz, die der Punkt auf dem Meniskus iiber die Zeit entlang der Linie zuriickgelegt
hat, ist in Abbildung 5.3c gezeigt.

Das Profil des Meniskus war nicht bei jeder Kapillarbefiillung symmetrisch. Daher wurden
im oberen, mittleren und unteren Teil der Kapillare Linien eingezeichnet und der zeitliche
Verlauf der Menisken entlang dieser drei Linien bestimmt. Fiir jede verwendete Kapillare
wurden demnach drei Geschwindigkeiten ermittelt.

Da sich die Fullgeschwindigkeiten zu unterschiedlichen Aktinkonzentrationen nicht signi-
fikant unterschieden, wurde iiber alle Konzentrationen und alle drei Positionen in der
Kapillare gemittelt.

Fir 17 unterschiedliche grofie Kapillaren wurden insgesamt 51 Geschwindigkeiten be-
stimmt. Fir diese grofie Kapillare resultiert eine mittlere Fiillgeschwindigkeit von

(Vgr., Aktin) = 24mm/s (¢ = 3mm/s). Fir 18 unterschiedliche kleine Kapillaren wur-
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5.2 Ergebnisse

Abbildung 5.2: Beispiel zur Kapillarbefillung fiir cpin = 0,2mg/ml in der grofien Ka-
pillare: in (a) ist der gesamte Meniskus zu einem willkiirlich gewéhlten Zeitpunkt dar-
gestellt. Die Aktinlosung wird von rechts in die Kapillare eingesaugt. Die Linien an den
abgebildeten Kapillarenden zeigen den Rand des kreisférmigen Gesichtsfeldes; in (b) ist
die Zeitserie im Zeitabstand von At = 0,01s abgebildet, welche den Prozess der Kapil-
larbefiillung zeigt. Mafistab = 0, 5 mm.

den insgesamt 54 Geschwindigkeiten bestimmt. Fiir diese kleine Kapillare resultiert eine
mittlere Fullgeschwindigkeit von (v, aktin) = 8mm/s (0 = 3mm/s).

Zusatzlich wurde die mittlere Fiillgeschwindigkeit der Kapillaren mit hochreinem Was-
ser bestimmt. Sowohl in der kleinen als auch in der groflen Kapillare wurden neun Ge-
schwindigkeiten bestimmt. Fiir die grofle Kapillare resultiert eine mittlere Fiillgeschwin-
digkeit von (v mo0) = 20mm/s (¢ = 5mm/s). Fir die kleine Kapillare resultiert
(Ui, m0) = 11mm/s (0 = 1mm/s).

In den Kapillaren wurden mit der Software F1J1 insgesamt ng_, Kontaktwinkel bestimmt.
Nach Mittelung tiber alle Konzentrationen resultiert ein mittlerer Kontaktwinkel fir Ak-
tinlosungen (O, ) = 40° (0 = 13°,ng, = 33) fiir die grofe Kapillare und (Oy) = 46°
(0 =11°,ne, = 35) fiir die kleine Kapillare.

5.2.2 Bestimmung der Oberflaichenspannung

Die Oberflichenspannung ~ wird von den Aktinlésungen zu den Konzentrationen

Caktin = 0,2mg/ml und cppgin = 0, 8 mg/ml bestimmt. Zu jeder Konzentration werden zwei
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der in (a) eingezeichneten roten Linie.

Abbildung 5.3: Beispiel zur Auswertung des Geschwindigkeitsverlaufs in der groflen Ka-
pillare.

unabhangige Proben angesetzt und zu jeder Probe finf bzw. sechs Messungen durchge-
fithrt (vgl. Abschnitt 2.5). Ein Beispiel fir eine Kraftkurve ist in Abbildung 5.4 dargestellt.
Waiéhrend der Zeit, in welcher das Filterpapier die Aktinlésung nicht beriihrt, ist die Ge-
wichtskraft der Aktinlosung konstant. Sobald die Aktinlosung das Filterpapier benetzt,
sinkt der Wagewert. Das Filterpapier verbleibt 5Sekunden in der Losung bzw. an der
Oberfliche und wird anschliefend wieder hochgefahren. Instantan mit dem Reiflen der
Benetzung nimmt der Wagewert wieder zu. Dabei ist vor und nach Benetzung ein Unter-
schied der Gewichtskraft von 10 mg an Aktinlésung durch Verdunstung zu verzeichnen.
Die durch die Kreuze markierten Stellen in der Kraftkurve geben den Wégeunterschied

AM an, aus welchem mit Hilfe des Umfangs die Oberflichenspannung gemaff Gl. 2.2
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Cpin = 0,2 mg/ml
0,00 Kraftkurve
I
©
© -0,054
2
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o
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Abbildung 5.4: Kraftkurve zur Bestimmung der Oberflichenspannung fir
Catin = 0,2mg/ml: Sobald die Aktinlosung das Filterpapier benetzt, nimmt der
Wiagewert ab. Die durch die Kreuze markierten Stellen in der Kraftkurve geben den
Kraftunterschied an, aus welchem die Oberflichenspannung abgeschéatzt werden kann.

Tabelle 5.1: Insgesamt wurden zu einer Probe Ngg Messungen gemacht. Daraus kann die
mittlere Unterschied der Gewichtskraft (AM) £ oap [mg] berechnet werden. Zudem ist
der Umfang des Filterpapiers angegeben.

’ ¢ [mg/ml] ‘ Niges ‘ (AM) [mg] ‘ oanm [mg] ‘ Uritger [mm] ‘

0,2 5 87,36 0,70 18,98
0,2 5 81,66 0,43 19,12
0,8 5 91,62 1,31 18,94
0,8 6 89,92 1,06 19,16

berechnet werden kann (vgl. Abbildung 5.4). Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.1 und 5.2
zusammengefasst. Aus der Mittlung beider Proben pro Konzentration folgt eine Oberfla-
chenspannung von (7p2) = 44 +2mN/m fiir caktin = 0,2 mg/ml und (yps) = 47+ 1 mN/m

fir cagin = 0,8 mg/ml.

5.2.3 Bestimmung dimensionsloser Grofien in der Mikrofluidik

Die Ergebnisse dieses Abschnitts sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst.

In diesem Kapitel stehen die Indizes c=gr. bzw. c=Kl. fiir die jeweils verwendete grofie Ka-
pillare und kleine Kapillare. Mit der Gravitationsbeschleunigung g = 9,8 3, der Kapillar-
hohe Hy = 0,1 mm bzw. Hy = 0,05 mm und der Oberflichenspannung s = 47 mN/m
bzw. 792 = 44mN/m konnte die Bond-Zahl gemafi der Gl. 5.3 bestimmt werden. Das
Ergebnis ist Boggg. = 4,5+ 1077 bzw. Boggg. = 1,7-107° fiir die grofie Kapillare und
Bogoy =1,1- 10~7 bzw. Bopgy. = 4,2 - 1077 fiir die kleine Kapillare. Da Bo in beiden
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5 Fliissigkeitsdynamik in der Kapillare

Tabelle 5.2: Berechnung der Oberflichenspannung: Mit den Werten aus Tabelle 5.1 und
Gleichung 2.2 wurde die Oberflachenspannung v berechnet. Hier sind die mittleren Werte
(7) und Standardabweichungen o, angegeben.

| c[mg/ml] | {y) [mN/m] | o [mN/m] |

0,2 45,1 0,4
0,2 41,9 0,2
0,8 47,4 0,7
0,8 46,0 0,5

Kapillaren wesentlich kleiner als 1 ist, dominiert die Oberflachenspannungskraft.

Da die Fiillgeschwindigkeit von Wasser vergleichbar mit derjenigen von Aktinlésungen
war, wurde zur Berechnung der Kapillarzahl die dynamische Viskositdt des Aktins der
des Wassers gleichgesetzt zu p = 11073 % (siehe Tabelle 5.4). Fiir die Kapillarzahl
resultiert gemaf Gl. 5.2 Cagag. = 5,5 107 und Caggg. = 5,1-107* fiir die groBe Ka-
pillare und Cagayy = 1,8 - 107* und Caggq = 1,7 - 107* fiir die kleine Kapillare. Fiir
beide Kapillaren ist Ca ~ 1 - 107%. Somit dominieren Oberflichenspannungskrifte bzw.
Kapillarkréafte gegeniiber Viskositatskraften. Zusatzlich ist der Effekt des dynamischen
Kontaktwinkels vernachléssigbar [38]. Da in den Versuchen in dieser Arbeit der Meniskus
immer in der Mitte der Kapillare aufgenommen wurde und dieser Bildausschnitt ca. 5 mm
betrugt, wurde in dieser Arbeit fiir den Kontaktwinkel © = O = const. angenommen.
Mit der Dichte fiir Wasser pg,0 = 1% = 103% ist die Reynoldszahl Re, = 1,2 und
Rey. = 0,4 und somit wesentlich kleiner als 2000. Daher ist der Fluss in der Kapillare

wirbelfrei, also laminar. Innere Reibungskrafte sind gegentiber Tragheitskraften dominant.

5.2.4 Abschatzung der Kapillarkrafte

Mit den oben errechneten Werten folgt fiir den Kapillardruck geméafi Gl 5.5
Apoag. = TO00N/m? und Appse. = 750N/m? fir die groBe Kapillare bzw.
Appzia. = 1300N/m? und Apggia. = 1400 N/m? fiir die kleine Kapillare. Der Volumen-
strom Q betrigt fiir die grofie Kapillare Qg = 4,8 mm?/s bzw. fiir die kleine Kapillare
Qu. = 0,4mm?/s. Nach Younggon Son kann die Wandscherspannung mit Gl. 5.6 be-
rechnet werden. Dies ergibt Tooq. ~ 670mN/m? und 7pge. ~ 720mN/m? fir die grofie
Kapillare bzw. 79230, & 610 mN/m? und 70810, &~ 650 mN/m? fiir die kleine Kapillare. Die
scheinbare Scherrate (vgl. Gl. 5.8) betrégt mit *(0,05) = 0,94 44, = 1400/s in der grofen
Kapillare und 4y5. = 940/s in der kleinen Kapillare.

Analog zu newtonschen Fliissigkeiten, bei welcher die Scherspannung linear proportional
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5.2 Ergebnisse

zur Scherrate ist, kann fir Aktinlésungen eine effektive Viskositét eingefithrt werden

Meff = Tw/”'}/, (59)

welche fiir die Aktinlosungen zwischen peg = 0,5mPas und g = 0, 7mPas in beiden

Kapillaren betrug.

Tabelle 5.3: Direkter Vergleich relevanter Groflen der Fliissigkeitsdynamik in beiden Ka-
pillaren fiir cayyin = 0,2 mg/ml und cakiin = 0, 8 mg/ml.

Groflen grofle Kapillare kleine Kapillare

CAktin [Mg/ml] 0,2 0,8 0,2 0,8

Kapillarhohe H [mm] 0,1 0,05

Kapillarweite W [mm]| 2 1

Kapillarliange L [mm] 50 50

Fiillgeschwindigkeiten
UAktin [1mM /8] 24+ 8 8+3
Dimensionslose Grofien

Viskositét pg,0 [mNs/m?] 1 1

©.[°] 40 £ 13 46 + 11

~ [mN/m] 44 47 44 47

Bond-Zahl Bo 4,5-10°7 | 1,7-107% | 1,1-1077 |4,2-1077

Kapillarzahl Ca 55-107* |51-10* [1,8-107%* |1,7-107*

Reynoldszahl Re 1,2 0,4
Groflen zur Kraftabschétzung

Volumenstrom @ [mm?/s] 4,8 0,4

Kapillardruck Ap [N/m?] | 700 750 1300 1400

Wandscherspannung 670 720 610 650

Tw [MN/m?]

Wandscherrate 4 [s7!] 1400 940

effektive Viskositat peg = | 0,5 0,5 0,6 0,7

£ [mNs/m? = mPas]
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5 Fliissigkeitsdynamik in der Kapillare

Tabelle 5.4: Bestimmung der Viskositat von Wasser in den Mikrokapillaren

Grofen groBe Kapillare | kleine Kapillare
Vi,0 [mm/s] 20+5 11+1
0.[%] 46 + 14 46 +3
Volumenstrom @ [mm?/s] 4,0 0,6
Kapillardruck Ap [N/m?] 1100 2100
Wandscherspannung 7, [mN/m?] 1,0 1,0
Wandscherrate % [s7!] 1200 1300
effektive Viskositit por = % [mNs/m* = mPas] 0,9 0,8

Zur Validierung der Methode wurde die Viskositat von destilliertem Wasser bestimmt.
Dafiir wurden fiir die grofle Kapillare ng, = 7 und fiir die kleine Kapillare ng, = 4
Kontaktwinkel bestimmt. Nach Mittelung der Kontaktwinkel folgte ©. g0 = 46° (vgl.
Tabelle 5.4). Die Oberflaichenspannung betragt vm,0 = 73mN/m [11]. Nach Berechnung
des Kapillardrucks, der Scherrate und der Scherspannung resultiert die effektive Viskosi-
tat fiir Wasser, welche vergleichbar mit dem Erwartungswert pes = 1 mPas ist [54]. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 5.4 aufgelistet.

Die wesentlichen Grofien, welche in die Kraftabschétzung eingehen, sind die Abmessungen
der Kapillaren, die Oberflichenspannungen, der Kontaktwinkel und die Fiillgeschwindig-
keiten. Da die Fehler der Fiillgeschwindigkeiten bis zu 38% der Mittelwerte betragen,
stimmt die effektive Viskositdt von destilliertem Wasser mit denjenigen von Aktin, die
bei Scherraten von ca. 1400s~! bzw. 900 s~! bestimmt wurden, innerhalb der Fehler iiber-

ein.
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6 Messung der Lokalisationsrohre
von Aktinfilamenten in

Abhangigkeit von Gegenionen

6.1 Ergebnisse

Eine Teilaufgabe dieser Arbeit war die Bestimmung der Roéhrenradienverteilungen von
Aktinfilamenten in Abhéngigkeit von der Magnesiumionenkonzentration. Zunéchst war es
Ziel der Lichtstreumessungen den Phaseniibergang von Aktinfilamenten zu Aktinbiindel
in Abhéngigkeit der Magnesiumionenkonzentration zu bestimmen. Bei der Magnesium-
ionenkonzentration, bei welcher die Aktinfilamente gerade noch keine Biindel gebildet
haben, wurde die Lokalisationsrohre von Aktinfilamenten in darauffolgenden Messungen

bestimmt.

6.1.1 Statische Lichtstreumessungen an Aktinfilamenten in

Abhangigkeit der Gegenionkonzentration

Die Ergebnisse der statischen Lichtstreumessung an Aktinfilamenten zu den Konzentra-
tionen cagin = 0,2mg/ml und cppin = 0,4mg/ml bei Variation der Magnesiumionen-
konzentration sind in der Abbildung 6.1 zusammengefasst. Die Messung zu cy2+ =
2mM dient als Vergleichsmessung, da dies die Menge an Magnesiumionen ist, die im
G-Puffer enthalten ist. Fiir beide Aktinkonzentrationen gelten dieselben Beobachtungen.
Fiir cype2+>15mM steigt die gestreute Intensitdt um eine Gréfienordnung. Der Anstieg der
gestreuten Intensitat ist ein Anzeichen fiir das Einsetzen der Aktinbiindelung. Daher wur-
den die Fluktuationen von Aktinfilamenten in Abhéngigkeit von cyj,2+ = 10 mM gemessen
(vgl. Abschnitt 6.1.2). Die gestreute Intensitét fiir ¢y 2+ = 10 mM liegt in derselben Gré-
Benordnung wie die bei Verwendung von cy2+ = 2mM im physiologischen G-Puffer.

Daher wird angenommen, dass bei ¢y 2+ = 10 mM Aktinbiindelung nicht dominiert.
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Abbildung 6.1: Ergebnisse der statischen Lichtstreumessung an Aktinfilamenten in Ab-
hangigkeit der Magnesiumionenkonzentration: Fiir beide Aktinkonzentrationen steigt die
gestreute Intensitat um eine Grofenordnung fir ¢y,2+ > 15mM. Nur jeder 1000. Daten-

punkt ist hier gezeigt.
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Abbildung 6.2: Rohrenradienverteilung in der makroskopischen Kammer zu
Cpgz+ = 10mM.

6.1.2 Messung der Lokalisationsrohre von Aktinfilamenten in

Abhingigkeit der Gegenionkonzentration

Rohrenradienverteilungen in Abhéingigkeit der

Magnesiumionenkonzentration

In Abbildung 6.2 sind die Réhrenradienverteilungen in der Kammer zu ¢y 2+ = 10 mM
dargestellt. Die Rohrenradienverteilungen werden mit zunehmender Aktinkonzentration
zu kleineren Werten verschoben. Die Ergebnisse zu c¢y1,2+ = 2mM aus Abbildung 4.1b die-
nen als Vergleichsmessungen. In den Abbildung 6.3 werden die Verteilungen jeweils einer
Aktinkonzentration zu beiden Magnesiumionenkonzentrationen gegeniibergestellt. Fiir je-
de Aktinkonzentration fluktuieren die Filamente stédrker, wenn die Konzentration von
Magnesiumionen von cy,2+ = 2mM auf ¢y2+ = 10mM erhoht wird. Die Rohrenradien
sind relativ zu cy,2+ = 2mM zu hoheren Werten verschoben.

In der Tabelle 6.1 sind die mittleren Roéhrenradien (r) und die Standardabweichun-
gen o, der Rohrenradien in Abhéngigkeit der Magnesiumionenkonzentration aufgelistet.
Die Rohrenradien wurden entlang der Filamentkontur in dquidistanten Absténden von

a = 0,065 pm bestimmt (vgl. Abschnitt 2.8).

Statistischer Vergleich der Rohrenradienverteilungen in Abhingigkeit der

Magnesiumionenkonzentration

Der Signifikanztest und die Analyse wird analog Abschnitt 4.1.4 durchgefiihrt. Die Roh-
renradien wurden entlang der Filamentkontur in aquidistanten Abstdnden von a = 0, 065 pm

bestimmt. Dieser Abstand ist kleiner als die Segmentlange, so dass fiir diese Auswertung
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Abbildung 6.3: Vergleich der Rohrenradienverteilung zu unterschiedlichen cyyg2+ fiir Mes-
sungen in der makroskopischen Kammer: Fur jede Aktinkonzentration fluktuieren die Fi-
lamente stérker, wenn die Magnesiumionenkonzentration von cy2+ = 2mM auf ¢y 2+ =

10 mM erhoht wird.
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Tabelle 6.1: Vergleich der mittleren Rohrenradien in der Kammer fir cyj,2+ = 2mM und
cpg2+ = 10mM: Hier sind die Mittelwerte (r) der Rohrenradien, die Standardabweichun-
gen oy sowie die Anzahl n bzw. j ausgewerteter Rohrenradien aufgelistet. Die Daten zu
Cypg2+ = 2mM entsprechen den Werten aus Tabelle 4.2.

Cpe2+ = 2mM Cpg2t = 10 mM
clmg/ml] | (r) [pm] | oy [pm] | n | (r) [pm] | oy [um] | j
0,2 0,267 0,032 8301 0,329 0,048 | 7584
0,4 0,252 0,038 | 22914 0,280 0,041 | 8029
0,6 0,227 0,024 4158 0,248 0,027 | 6426
0,8 0,210 0,022 4773 0,244 0,029 | 7701

die Stichprobengréfie durch das Verhéltnis der effektiven Gesamtfilamentlinge zur Seg-
mentlange festgelegt wurde (vgl. Abschnitt 4.1.4).

In Tabelle 6.2 ist die Anzahl unabhéangiger Rohrenradien angegeben. Diese Stichproben-
grofle, Priifwert, Prifgrofle und kritischer Wert werden analog zu Abschnitt 4.1.2 berech-
net (vgl. Tabelle 6.3). Das Ergebnis zeigt, dass die Verteilungen aller Rohrenradien in

Abhéangigkeit der Magnesiumionenkonzentration signifikant unterschiedlich sind.

Tabelle 6.2: Bestimmung der Stichprobengrofie der Rohrenradien in der Kammer fiir
Cppgz+ = 10mM: Zu jeder Aktinkonzentration ¢ wurde die Rohrenradienanzahl j bestimmt.
Die Rohrenradien wurden entlang der Filamentkontur in dquidistanten Absténden von
a = 0,065 pm bestimmt. Daraus kann eine gesamte Filamentlinge L,e; berechnet wer-
den. Die Stichprobengréfie J' ist der Quotient aus Lges; und der Segmentlédnge Lgeg .

’ Kammer ‘
¢[mg/ml] | Rohrenradienanzahl | Filamentlénge | Segmentlénge | Stichprobengréfie
j Lges,j pm Lseg7j pm J'
0,2 7584 492,96 4,66 106
0,4 8029 521,89 4,08 128
0,6 6426 417,69 3,69 113
0,8 7701 500,57 3,63 138

LSF-korrigierte Rohrenradienverteilungen in Abhéngigkeit der

Magnesiumionenkonzentration

In Abbildung 6.4 sind die LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen in der Kammer zu
opgz+ = 10mM dargestellt. Wie zuvor bei den Rohdaten gezeigt, wurden die LSF-
korrigierten Rohrenradienverteilungen mit zunehmender Aktinkonzentration zu kleineren
Werten verschoben. Die Ergebnisse zu ¢y 2+ = 2mM aus Abbildung 4.4b dienen als Ver-
gleichsmessungen. In Abbildung 6.5 werden die Verteilungen jeweils einer Aktinkonzentra-

tion zu beiden Magnesiumionenkonzentrationen gegeniibergestellt. Fiir jede Aktinkonzen-
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6 Messung der Lokalisationsréhre von Aktinfilamenten in Abhédngigkeit von Gegenionen

Tabelle 6.3: Signifikanztest der Rohrenradienverteilung P(r) in der Kammer
fir cyge+ = 2mM und ¢p2+ = 10 mM: Der Priifwert PW ist durch die Stichprobengrofien
bestimmt und legt die kritische Grofie Dy, fest. Die Priifgrofie D ist durch das Supremum
der kumulierten Verteilungen F(r) definiert. Fiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%

betragt k =1, 22.

’ Signifikanztest von P(r) in der Kammer fiir unterschiedliche ¢ 2+ ‘

¢ [mg/ml] Prifwert PW Priifgrofle D kritischer Wert
Dkrit
_ \/<{}tj§;> — suplFy(r) — Eu(r)] | =1,22.PW
0,2 0,1294 0,8259 0,1578 D>Diait,
0,4 0,1017 0,2974 0,1240 D>Dyais.
0,6 0,1467 0,3477 0,1789 D> Digit.
0,8 0,1321 0,5166 0,1612 D>Diaie,

tration fluktuieren die Filamente starker, wenn die Konzentration von Magnesiumionen
von ¢y2+ = 2mM auf ¢y,2+ = 10mM erhoht wird. Die korrigierten Rohrenradien sind

relativ zu ¢y,2+ = 2mM zu hoheren Werten verschoben.

Kammer

20 c(Mg*) =10 mM
0,2 mg/ml
—-=- 0,4 mg/mil
........... 0,6 mg/ml
- —-0,8 mg/ml

154

P(r) [1/um]

0.1 02 03 04 05
r [um]j

Abbildung 6.4: LSF-korrigierte RoOhrenradienverteilungen in der Kammer fiir
Cppg2+ = 10mM.

In der Tabelle 6.4 sind die mittleren Réhrenradien (r) und die Standardabweichun-
gen o, der Rohrenradien in Abhéangigkeit der Magnesiumionenkonzentration aufgelistet.
Die Rohrenradien wurden entlang der Filamentkontur in dquidistanten Absténden von

a = 0,065 pm bestimmt (vgl. Abschnitt 2.8).
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6.1 Ergebnisse

20+ c(Aktin) = 0,2 mg/ml 20+ c(Aktin) = 0,4 mg/ml
......... C(Mgz*) =10 mM C(M92+) =10 mM
151 c(Mg*) =2 mM 151 c(Mg*)=2mM

P(r) [1/um]
P(r) [1/um]

0.1 0.2 03 04 0.5
r[um]
1,0+
= = 059
g g
c(Aktin) = 0,2 mg/ml c(Aktin) = 0,4 mg/ml
] e c(Mg*) =10 mM (5| e c(Mg*) =10 mM
0’0, ...... o 2en _ 0’07 e _
c(Mg™)=2mM c(Mg)=2mM
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
r[um] r[um]
(a) (b)
20+ c(Aktin) = 0,6 mg/ml 204 c(Aktin) = 0,8 mg/ml
......... c(Mg®") = 10 mM seeeee g(Mg?) = 10 mM
151 c(Mg*) =2 mM 151 c(Mg*) =2 mM

P(r) [1/um]
P(r) [1/um]

01 0.2 03 04 0.5 0.1 02 03 04 0.5
r[um] r[um]
1,0+ 1,0+
= 0,51 = 0,51
g g
c(Aktin) = 0,6 mg/ml c(Aktin) = 0,8 mg/ml
......... c(Mg*) =10 mM seeneee g(Mg?") = 10 mM
0,0+ 24y _ 0,0 +— 26y _
c(Mg~)=2mM c(Mg”)=2mM
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

r [um]

(c) (d)

Abbildung 6.5: Vergleich der LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen in Abhéngig-
keit der Magnesiumionenkonzentration: Fir jede Aktinkonzentration fluktuieren die
Filamente starker, wenn die Magnesiumionenkonzentration von c¢yy2+ 2mM auf

g2+ = 10mM erhoht wird.
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6 Messung der Lokalisationsréhre von Aktinfilamenten in Abhédngigkeit von Gegenionen

Tabelle 6.4: Vergleich der LSF-korrigierten mittleren Rohrenradien in der Kammer fiir
cpg2+ = 2mM und ¢yg2+ = 10mM: Hier sind fiir beide Kammern die Mittelwerte (rior)
der Rohrenradien sowie die Standardabweichungen o, aufgelistet. Die Daten zu cy 2+
entsprechen den Werten in Tabelle 4.9.

Cpg2t = 2mM Cpig2t+ = 10mM
g /m] | (riorr) (0] | O (0] | 70| (rigre) (o] | o, o] | J
0,2 0,237 0,036 8301 0,305 0,052 7584
0,4 0,221 0,042 22914 0,250 0,045 8029
0,6 0,193 0,029 4158 0,215 0,031 6426
0,8 0,172 0,027 4773 0,210 0,033 7701

Statistischer Vergleich der LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen in

Abhingigkeit der Magnesiumionenkonzentration

Die Berechnung der Priifwerte, der Priifgrofle und des kritischen Wertes erfolgte gemafl
Abschnitt 6.1.2. Die Berechnung der Priifgrofle und des kritischen Wertes ergibt, dass die
Verteilungen aller LSF-korrigierten Rohrenradien in Abhangigkeit der Magnesiumionen-

konzentration signifikant unterschiedlich sind (vgl. Tabelle 6.5).

Tabelle 6.5: Signifikanztest der LSF-korrigierten Rohrenradienverteilung P(ryo,) in der
Kammer fiir ¢y,2+ = 2mM und ¢yp2+ = 10mM: Der Prifwert PW ist durch die Stich-
probengrofien bestimmt und legt die kritische Grofle Dy, fest. Die Priifgrole D ist durch
das Supremum der kumulierten Verteilungen F(r) definiert. Fiir eine Irrtumswahrschein-
lichkeit von 5% betrigt k = 1,22.

’ Signifikanztest von P(rkey) in der Kammer fiir opg2+ = 2mM und ¢pp2+ = 10mM ‘

¢ [mg/ml] Prifwert PW PrifgroBe D kritischer Wert
Dt
- \/(‘(]}flj\\/[;) = sup‘Fj(Tkorr) — Fu(rkorr)| | = 1,22-PW
0,2 0,1294 0,8259 0,1578 D> Dyt
0,4 0,1017 0,2974 0,1240 D>Dyis.
0,6 0,1467 0,3477 0,1789 D> Dierit.
0,8 0,1321 0,5166 0,1612 D> Dyt
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7 Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Vorgeschichte der Probenpriapara-
tion einen wesentlichen Einfluss auf die Ordnung von Aktinfilamenten in halbverdiinnten
Losungen hat. Besonders durch den Scherfluss wéhrend der Befiillung von Mikrokapilla-
ren konnte gezeigt werden, dass die Filamente entlang einer Vorzugsrichtung ausgerichtet
waren. Im Gegensatz dazu verteilten sich die Filamente in makroskopischen Kammern
isotrop in einer Ebene. Die Ordnungsparameter in den Kapillaren und makroskopischen
Kammern wurden verglichen, um den Einfluss der Scherausrichtung auf die dynamischen
Eigenschaften, insbesondere auf die Fluktuationsamplituden, zu bestimmen. Die Fluktua-
tion von Aktinfilamenten héngt sowohl von dieser Ordnung als auch von der Konzentra-
tion an Gegenionen ab. Die Ergebnisse werden in diesem Kapitel diskutiert und in den

aktuellen Stand der Forschung eingeordnet.

7.1 Einfluss der Probenpraparation auf die Ordnung
von Aktinfilamenten in Mikrokapillaren und in

der makroskopischen Kammer

7.1.1 Langenverteilung von Aktinfilamenten

Ein Vergleich der Haufigkeitsverteilungen der Filamentlangen von Aktin ergab, dass die-
se unabhédngig von der Probenpréiparation sind (vgl. Abbildung 3.1). Das Befiillen der
Kammer mit der Pipette und das Einsaugen von Aktinlésungen in die Kapillaren ha-
ben keinen Einfluss auf die Langenverteilung. Da die Filamente, welche fiir die Messun-
gen in der kleinen Kapillare préapariert wurden, zu einem spéateren Zeitpunkt (demnach
aus einer zusétzlichen Aktinaufreinigung) isoliert wurden, kann zudem gefolgert werden,
dass die Léngenverteilung unabhéngig von der Aufreinigung ist. Die Polydispersitét von
Aktinfilamenten bestimmt die Dynamik wesentlich. Dadurch, dass die Mittelwerte der
Filamentlingen und die Verteilungen in unterschiedlichen Probengefif in guter Uberein-

stimmung sind, war somit gewahrleistet, dass gleiche Versuchsbedingungen beziiglich der



7 Diskussion der Ergebnisse

Filamentlédnge vorlagen. Die Anpassung der Haufigkeitsverteilungen durch eine exponen-

tielle Verteilung ist mit fritheren Forschungsarbeiten in guter Ubereinstimmung [104, 68].

7.1.2 Vergleich des Ordnungsparameters in den Kapillaren und

in der makroskopischen Kammer

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse des Ordnungsparameters und dessen Léngen-
wie auch Segmentléngenabhingigkeit fiir die Kammer und die Kapillaren diskutiert. An-
schliefend werden mogliche Griinde fiir die Unterschiede des Ordnungsparameters in
den Probengefafien erortert. Die Ergebnisse des Ordnungsparameters miissen als Mit-
telwert der Filamentordnung tiber einen Zeitraum von 2 Stunden betrachtet werden, da
aufgrund der Phalloidinkinetik und der damit zusammenhédngenden Abnahme des Signal-
zu-Rausch-Verhéltnis keine langer andauernden Messungen realisierbar waren (vgl. Ab-
schnitt 2.7.2).

Die Ordnung von Filamenten in der makroskopischen Kammer

Die Bestimmung des Ordnungsparameters von Aktinfilamenten in der makroskopischen
Kammer lieferte folgende Ergebnisse: Die Ordnung ist bei gleichen Segment- und Fila-
mentlangen statistisch unabhéngig von der Aktinkonzentration. Daraus kann geschluss-
folgert werden, dass Aktinlosungen im halbverdiinnten Konzentrationsbereich in der ma-
kroskopischen Kammer keine unterschiedlichen Ordnungen aufweisen. Zudem fallt der
Ordnungsparameter nicht wie erwartet auf S = 0 ab (vgl. Abbildung 3.2b, 3.3b, 3.5).
Folglich waren die Filamente in der Kammer nicht in drei Dimensionen isotrop verteilt.
Dieses Ergebnis wird auch unter Berticksichtigung der Eigenwertverteilung bestétigt (vgl.
Abbildung 3.7b). Bei isotroper Filamentanordnung wiirden die Eigenwertverteilungen bei
Ai = 1/3 tiberlappen. Die Verteilungen der Eigenwerte zeigen jedoch, dass die Filamente
in Ebenen liegen, da A3 < A1, Ay ist. In diesen Ebenen sind die Filamente nahezu isotrop
verteilt A\ & \o. Ergénzend dazu hat die Auswertung der Eigenvektoren p; bestéatigt,
dass die Filamente hauptsachlich in der Fokusebene liegen. Da die Fokusebene parallel
zur Grundfliche der makroskopischen Kammer ist, wird zum einen vermutet, dass sich die
Aktinfilamente durch das Befiillen der Kammer mit einer Pipette schichtweise als zwei-
dimensionales, verschlauftes Netzwerk anordnen. Die Wechselwirkung mit den Wéanden
konnte eine Ordnung parallel zur Grundfliche der Kammer induziert haben, welche durch
zusatzliche Filament-Wechselwirkung bis in die Kammermitte reicht. Zum anderen wird
vermutet, dass die Aktinfilamente aktiv durch das Pipettieren als verschlauftes Netzwerk

Ebene fiir Ebene angeordnet werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass selbst nach einer
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7.1 Einfluss der Probenpréparation auf die Ordnung von Aktinfilamenten in

Mikrokapillaren und in der makroskopischen Kammer

Relaxationszeit von mehreren Stunden fir cayiin, = 1,0 mg/ml keine isotrope Aktinlésung
in drei Dimensionen beobachtet wurde [55].

Ein weiteres Ergebnis in dieser Arbeit ist, dass die Ordnung von Filamenten in der Kam-
mer von der Konturldnge abhingt (vgl. Abbildung 3.2b). Je langer die Filamente sind,
desto hoher ist der Ordnungsparameter. Dieses Ergebnis kann wie folgt erklért werden:
Aus der Literatur ist bekannt, dass Scherfliisse selbst bei kleinen Reynoldszahlen zu einer
Ausrichtung von Objekten fithren [14]. Die laingenabhéngige Ausrichtung kann demzufol-
ge dadurch begriindet sein, dass durch das Befiillen der Kammer mit der Pipette klei-
ne Scherkréfte auf die Filamente gewirkt haben. Die Konturlangen-abhidngige Zunahme
der Ordnung durch Scherkréfte ist besonders durch zwei Faktoren bestimmt. Zum einen
konnte bereits in vielen Forschungsarbeiten gezeigt werden, dass sich ldngere Filamente
leichter entlang einer Vorzugsrichtung ausrichten als kiirzere [97, 20, 134]. Zum anderen re-
laxieren nach Befiillung der Kammer die Filamente in Abhéngigkeit ihrer Lange in einen
Gleichgewichtszustand. Hinner et al. konnten zeigen, dass dabei die Relaxationszeit 7,
dem Potenzgesetz 7, oc L2 gehorcht [59]. Diese Beziehung zwischen der Filamentlinge
und Relaxationszeit begriindet demnach zusétzlich die Filamentlédngenabhéngigkeit des
Ordnungsparameters. Innerhalb der Messzeit von zwei Stunden kénnten kiirzere Filamen-
te demnach schon relaxiert sein, doch je langer die Filamente waren, umso hoher war der
Ordnungsgrad, der in dieser Zeit durch die ldngeren Relaxationszeiten noch nachgewiesen
werden konnte. Zusammengefasst beruht die Langenabhéngigkeit des Ordnungsparame-
ters darauf, dass zum einen durch Scherkrifte langere Filamente leichter ausgerichtet
werden als kiirzere und zum anderen die ldngeren Filamente langsamer als kiirzere rela-
xieren.

Erganzend konnte nachgewiesen werden, dass sich mit zunehmender Segmentlénge der
Ordnungsparameter zu hoheren Werten verschiebt. Dieser Effekt ist unter anderem durch
die Konturlingenabhéngigkeit des Ordnungsparameters bedingt. Wie eben beschrieben
weisen Filamente mit langeren Konturlangen hoéhere Ordnungsparameter auf. Bei der
Segmentliangen-abhangigen Auswertung werden aber nur die Filamente in die Auswertung
mit einbezogen, welche Konturlangen aufweisen, die mindestens so grof3 wie die willkiir-
lich gewéhlte Segmentlange sind, also L > Lg. Alle kiirzeren Filamente werden somit
nicht beriicksichtigt, was die hoheren Werte des Ordnungsparameters relativ zu kleineren
Segmentliangen begriindet.

Die Abhéngigkeit von der Segmentlinge enthélt jedoch noch eine zusédtzliche physikali-
sche Information. Der Trend der Segmentlingenabhéngigkeit resultiert auch dann, wenn
nur Filamente einer bestimmten Lénge bzw. Langenklasse ausgewertet wurden (vgl. Ab-

bildung 3.3b und 3.4). Bei der Wahl einer Segmentlange Lg ist der Ordnungsparameter
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7 Diskussion der Ergebnisse

(zu einer fixen Konzentration) ein Mittelwert der Ordnungen, die sich fiir alle kleineren
Segmentlangen (bei dieser Konzentration) ergeben wiirde. Demnach représentiert die Ab-
hangigkeit des Ordnungsparameters von der Segmentlange eine Langenskala, auf welcher
die Korrelation der Ordnungen einzelner Segmente und somit eine Nahordnung beschrie-
ben werden kann. In Anlehnung an die Tangentenkorrelation, welche die Flexibilitat von
Filamenten charakterisiert, wird durch die Korrelation der Ordnung aufeinanderfolgen-
der Segmente die Steifigkeit des Filaments auf Léingenskalen der Segmentlidnge bestimmt.
Wihrend die Tangentenkorrelation mit dem Abstand entlang der Konturldnge abféllt,
steigt hier die Segmentlangen-abhéngige Korrelation. Je hoher die Langenskala der Seg-
mente wird, desto weniger werden Unordnungen auf kleineren Langenskalen berticksich-

tigt.

Die Ordnung von Filamenten in der Mikrokapillare

Ein weiteres Teilergebnis dieser Arbeit ist, dass die Ordnung von Filamenten in der grofien
Kapillare zunimmt, je hoher sowohl die Aktinkonzentration als auch die Filament- und
die Segmentlangen sind (vgl. Abbildung 3.2a, 3.3a, 3.5).

Wiéhrend des Befiillens der Kapillaren entstanden Scherspannungen von ungefdhr
700 mN/m? (vgl. Abschnitt 5.2.4). Durch diese wurden die Filamente entlang der ling-
sten Kapillarachse parallel zur Scherkraft ausgerichtet. Diese Ausrichtung kann durch die
Analyse der Eigenwertverteilung bestétigt werden (vgl. Abbildung 3.6a). Die Eigenvekto-
ren lagen ndmlich in der Fokusebene (xy-Ebene) und waren zusétzlich vermehrt parallel
zur x-Achse ausgerichtet, welche der Richtung der langsten Kapillarachse entspricht. Die
Ausbildung dieser Vorzugsrichtung wird durch die Ergebnisse der Eigenwertverteilung un-
terstiitzend reprasentiert, da die Eigenwertverteilung von \; signifikant zu héheren Werten
im Vergleich zu den Verteilungen von A, und A3 verschoben ist.

Wie zuvor fiir die makroskopische Kammer beschrieben, sind die Scherausrichtung und
Relaxationszeit von der Filamentlinge abhiangig. Die Filamentlangen- und Segmentlan-
genabhangigkeit des Ordnungsparameters kann daher analog zum Abschnitt iiber die
Ordnung von Filamenten in der Kammer interpretiert werden. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass sich der Ordnungsparameter in Abhéngigkeit der Aktinkonzentra-
tion zu hoheren Werten verschiebt (vlg. Abbildung 3.2a, 3.3a). Zudem konnte beobach-
tet werden, dass fiir Filamentldngen in den Klassen 20pm < I < 30 pm und hoher bei
Caktin = 0,6 mg/ml der Ordnungsparameter in die Sattigung geht und sich nicht mehr von
den Werten fiir capin = 0,8 mg/ml unterscheidet (vgl. Abbildung 3.2a, 3.4). Fir Aktin-
konzentrationen von cayin = 0,8 mg/ml iiberlappen zudem die Ordnungsparameter trotz

unterschiedlicher Filamentléngenklassen (vgl. Abbildung 3.2a). Solch ein Séttigungswert
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7.1 Einfluss der Probenpréparation auf die Ordnung von Aktinfilamenten in

Mikrokapillaren und in der makroskopischen Kammer

des Ordnungsparameters, der unabhéngig von der Filamentlange war, konnte schon zuvor
bei nematischen Fliissigkristallen beobachtet werden (vgl. Abbildung 3.2a, 3.4) [134, 97].
Die Séttigung wurde in der Literatur damit erklart, dass selbst bei ausgepragter Ordnung
Filamente noch Verschlaufungen bilden kénnen und somit, durch den semiflexiblen Cha-
rakter und die Tendenz Verschlaufungen zu bilden, S = 1 nicht erreicht werden kann.
Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen sind jedoch geringer, als die in einem
isotrop-nematischen Ubergang, so dass fiir die obere Grenze des Ordnungsparameters
nicht nur die Verschlaufung entscheidend sein kann [46]. Ein weiterer Einfluss, welcher
die konzentrationsabhéngige Zunahme des Ordnungsparameters erkliaren konnte, ist der
rdumliche Einschluss durch die Kapillarwénde. Alvarado et al. haben nachgewiesen, dass
Aktinfilamente bei Konzentrationen von cakiin = 0,5 mg/ml héhere Ordnungen aufweisen,
wenn sie in Kammern polymerisiert werden, deren Wandabmessungen Aspektverhéltnis-
se grofer als zwei aufweisen [5]. Soares et al. konnten zuvor dhnliches beobachten [124].
In diesen beiden Arbeiten waren die Filamente keiner Scherkraft ausgesetzt und zeig-
ten dennoch eine Vorzugsrichtung. Daher kann die Vermutung aufgestellt werden, dass
in der groflen Kapillare zum einen durch die Kapillarkrafte und zum anderen durch die
Anwesenheit der parallelen Platten im Abstand von 100 pm die Aktinfilamente in einer
Vorzugsrichtung ausgerichtet wurden. Fiir ein Testfilament sind die Kapillarwénde, zu-
sétzlich zu den umliegenden Filamenten bzw. Lokalisationsrohren, Hindernisse, welche die
Diffusion beeinflussen. Die rdumliche Einschrinkung durch die Wéande konnte die Rep-
tation der Filamente in ihrer Rohre verlangsamen, analog zur Verlangsamung bei relativ

zum physiologischen Puffer erhéhten Magnesiumionenkonzentrationen [55].

Die Unterschiede des Ordnungsparameters in den Mikrokapillaren und in

der makroskopischen Kammer

Unter Beriicksichtigung gleicher Filament- und Segmentlangen werden in diesem Ab-
schnitt zunéchst die Unterschiede des Ordnungsparameters zwischen den Mikrokapillaren
und der makroskopischen Kammer diskutiert. Im Anschluss werden die Ergebnisse des
Ordnungsparameters in beiden Kapillaren verglichen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Ordnungsparameter zu jeder Aktin-
konzentration in den Kapillaren signifikant grofler ist als in der makroskopischen Kam-
mer. Diese Ergebnisse koénnen wie folgt interpretiert werden (vgl. Abbildung 3.5): Da
die Léngenverteilungen in allen Probengefdfien {ibereinstimmen, kénnen die Unterschie-
de des Ordnungsparameters zwischen Kammer und Kapillare nicht durch die Filament-
langen erklart werden, sondern resultieren aus den Kapillarkraften und dem raumlichen

Einschluss durch die Kapillarwande. Da die Kammer wesentlich langsamer als die Kapil-
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7 Diskussion der Ergebnisse

lare befiillt wurde, wird angenommen, dass die durch die Pipette induzierten Scherkrafte
wesentlich kleiner waren, als die in der Kapillare durch die Wandscherspannung indu-
zierten Scherkrafte. Die Ergebnisse nach Auswertung des Ordnungsparameters und die
der Lokalisationsrohre sind in beiden Probengeféfien zu jeder Aktinkonzentration direkt
vergleichbar, denn die Filamente in der Kammer sind in parallelen Ebenen zur Fokusebe-
ne des konfokalen Mikroskops isotrop verteilt und in der Kapillare in parallelen Ebenen
zur Fokusebene in Richtung der x-Achse ausgerichtet (vgl. Abschnitt 3.3). Somit stellen
beide Probengefafie zwei unterschiedliche Versuchsbedingungen in zwei Dimensionen fiir
die Lokalisationsrohre dar, namlich eines, in welchem die Filamente isotrop verteilt, und
eines, in welchem sie entlang einer Achse ausgerichtet sind.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Ordnungsparameter fiir zwei
Aktinkonzentrationen (caygin = 0,4 mg/ml und cppgin = 0,6 mg/ml) in beiden Kapillaren
identisch ist (vgl. Abbildung 3.5). Dieses Ergebnis kann mit Hilfe der Kraftabschatzung
in der Kapillare interpretiert werden (vgl. Abschnitt 5.2.4). Der Kapillardruck und somit
die Scherspannung sind in der kleinen Kapillare fast doppelt so hoch wie in der grofien
Kapillare. Da der Volumenstrom in der groflen Kapillare jedoch fast zwolfmal so hoch ist
wie in der kleinen Kapillare und dieser proportional zur Scherrate ist, ist die Scherrate
in der groflen Kapillare hoher. Daraus folgt, dass die effektive Viskositat in beiden Pro-
bengefafien nahezu gleich ist. Somit haben dhnlich starke Kréfte in beiden Kapillaren auf
die Filamente gewirkt, welches zu einer vergleichbaren Ordnung in diesen Probengefifien
fithrte.

7.2 Diskussion iiber die ordnungsabhangigen

Lokalisationsrohren von Aktinfilamenten

7.2.1 Vergleich der Lokalisationsrohre in der groflen Kapillare

und der makroskopischen Kammer

Da die Filamente in der Kammer isotrop in zwei Dimensionen verteilt sind und in der
Kapillare eine Vorzugsrichtung aufweisen, konnte die Lokalisationsrohre demnach unter
zwei verschiedenen Versuchsbedingungen beziiglich der Ausrichtung untersucht werden.
Da die Rohrenradienkorrektur mittels der LSF die Rohrenradien lediglich zu kleineren
Werten verschiebt, werden die Ergebnisse der Rohdaten und LSF-korrigierten Daten si-
multan diskutiert.

In dieser Arbeit konnten die Rohrenradienverteilungen von Aktinfilamenten in Kapillaren
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in Abhéngigkeit der Aktinkonzentration, wie sie in der Doktorarbeit von Dr. Inka Kirchen-
biichler beschrieben wurde, reproduziert werden [84, 48]. Sowohl in den Kapillaren als auch
in der makroskopischen Kammer wird die Asymmetrie der Réhrenradienverteilung P(r)
und damit die Dynamik des rohrenartigen Kéfigs um das Filament bestétigt. Mit zuneh-
mender Aktinkonzentration verschieben sich die Verteilungen zu kleineren Rohrenradien
(vgl. Abbildung 4.1a, 4.1b 4.4a, 4.4b). Durch den Kolmogorov-Smirnov Signifikanztest
wurde bewiesen, dass die Rohrenradienverteilungen in der grofien Kapillare und in der
Kammer zu jeder Aktinkonzentration fiir ein Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch
unterschiedlich sind. Die Ausnahme bilden die LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen
fir caxin = 0,8 mg/ml. Ein moglicher Grund kénnte die Auflosungsgrenze des Mikros-
kops sein. Rohrenradien, welche diese unterschreiten, konnen nicht aufgelost werden und
die Verteilungen scheinen identisch zu sein. Die Abnahme der Rohrenradien in der ma-
kroskopischen Kammer relativ zu denen in der Kapillare stimmt mit Onsagers Theorie
tiberein [101]. Wie in Abschnitt 3.3 geschildert, sind die Filamente in der Kammer in
den Ebenen parallel zur Fokusebene des Mikroskops isotrop verteilt und in der Kapillare
entlang der x-Achse ausgerichtet. Aus der Theorie folgt, dass im Gleichgewichtszustand
die freie Energie dann minimal ist, wenn sich die Filamente isotrop anordnen, weil dann
die Entropie maximal ist. Dies bedeutet wiederum, dass das ausgeschlossene Volumen
vergroflert wird und folglich die Filamente weniger freien Fluktuationsraum haben. Der
Rohrenradius wiirde im Vergleich zu ausgerichteten Filamenten kleiner werden, was die

Ergebnisse dieser Arbeit bestétigt.

7.2.2 Diskussion der Abweichungen zwischen Experiment und

Theorie

Die Segment-Fluid-Theorie, welche von unseren Kooperationspartnern (Arbeitgruppe Prof.
Kroy, Universitdt Leipzig) aufgestellt wurde, beschreibt die Verteilung der Rohrenradien
und wurde mit den experimentell bestimmten Verteilungen verglichen. Die Fitparameter
waren zum einen das Verhaltnis von Kontur- und Verschlaufungsliange ¢, = L/L, und
zum anderen die Konturlangendichte pg = ¢ - L.

Die Werte der Fitparameter in der Kapillare sind mit den Werten, welche zuvor in der
Arbeit von Dr. Inka Kirchenbiichler bestimmt wurden, vergleichbar [48]. Der Parame-
ter fir die Konturlangendichte ist im Vergleich zur Arbeit von Glaser et. al [48] zwar
hoher, aber dennoch um mindestens einen Faktor von 5,2 zu klein. Zudem weist die An-
passung der theoretischen Verteilungen an die experimentell ermittelten Verteilungen fiir

Caktin = 0,2mg/ml nach wie vor einen deutlichen Unterschied auf. Da die SMF-Theorie
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eine isotrope Verteilung der Aktinfilamente voraussetzt, wurde vermutet, dass die Anpas-
sungen an Rohrenradienverteilungen, welche fiir Aktinfilamente in der makroskopischen
Kammer bestimmt wurden, besser seien. Diese Vermutung konnte nicht bestatigt wer-
den. Trotz isotroper Filamentverteilung in der makroskopischen Kammer stimmen die
Fitparameter fiir diese Kammer nicht mit den Erwartungen iiberein. Die Messungen der
Rohrenverteilungen fiir isotrop verteilte Filamente ergab somit keine bessere Uberein-
stimmung der Theorie mit den Experimenten. Weitere Ursachen fiir den Unterschied
zwischen Theorie und Experiment wurden bereits in der Arbeit von Dr. Inka Kirchenbii-
cher aufgefiithrt [84]. In dieser wurde unter anderem angemerkt, dass besonders kollektive
Moden (gemafl der Effektiven-Moden-Theorie nach Morse [95]) den Unterschied zwischen
Theorie und Experiment begriinden kénnten. Um den Einfluss der Filamentausrichtung
zu bestimmen, wurden unter Berticksichtigung der Ansatzfunktion von Onsager in der
SMF-Theorie (vgl. Gl. 1.14) Fitparameter fiir die Ordnung bestimmt, welche die Ord-
nung der Filamente bei gegebenen Rohrenradienverteilungen voraussagen. Ein Vergleich
dieses Ordnungsparameters mit dem in dieser Arbeit fiir die grofle Kapillare bestimm-
ten ist in guter Ubereinstimmung fiir Filamente mit Konturlingen von 20 pm. Da fiir die
Auswertung der Rohrenradien nur Filamente am Mikroskop aufgenommen wurden, de-
ren Konturlangen mindestens so grof§ wie die Persistenzlange sind, ist der Wert fiir den
Fitparameter der Ordnung ein realistischer Wert. Die Ordnungsparameter, welche fiir
die makroskopische Kammer vorausgesagt wurden, stimmen mit den in dieser Arbeit be-
stimmten Ordnungsparametern nicht tiberein. Da in der Theorie die absoluten Filament-
langen nicht beriicksichtigt werden, kann der Unterschied der Ordnungsparameter nicht
durch Langenverteilungen begriindet sein. Eine weitere Ursache fiir den Unterschied der
drei Fitparameter konnte die Dynamik der Rohre selbst sein. Deshalb konnten mogliche
Anderungen der Fluktuationsamplituden iiber lange Zeiten (¢t > 150s) die Abweichung

der Theorie von den Experimenten erkléren.

7.2.3 Vergleich der Lokalisationsrohre in beiden

Mikrokapillaren

Die LSF-korrigierten Rohrenradienverteilungen waren bei Aktinkonzentrationen von cayti, =
0,4mg/ml und cakn = 0,6 mg/ml nicht signifikant unterschiedlich. Das Ergebnis ent-
spricht den Erwartungen, da zum einen die auf die Filamente wirkenden Scherkréafte wah-
rend der Befiillung vergleichbar hoch und zum anderen die Ordnungsparameter unter

Beriicksichtigung gleicher Filament- und Segmentlangen gleich sind.
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7.3 Einfluss der Kapillarkriafte auf Aktinfilamente

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Kapillaren mit polymerisierter Aktinlésung und
destilliertem Wasser fast mit der gleichen Geschwindigkeit gefiillt werden (vgl. Tabel-
le 5.3). Nach Son [125] wurde mit diesen Fiillgeschwindigkeiten und den Kapillarabmes-
sungen die Scherrate bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, das die Filamente durch
die Kapillarbefiillung mit Raten bis zu 1400s~! geschert wurden. Da die mittleren Fi-
lamentlingen in den Kapillaren nicht kiirzer sind als in der Kammer (vgl. Tabelle 3.1),
kann vermutet werden, dass diese hohen Scherraten kein Reiflen der Filamente induzie-
ren. Zudem konnte durch Bestimmung der Oberflichenspannung und des Kontaktwinkels
der Kapillardruck und daraus die Scherspannung bestimmt werden. Uber das Verhéltnis
der Scherspannung zur Scherrate wurde die effektive Viskositat bestimmt. Bei Scherraten

U wurde gezeigt, dass die polymerisierten Aktinlosungen effektive

von ungefahr 1000s™
Viskositaten aufweisen, welche mit der des Wassers vergleichbar sind. Dieses Ergebnis ist
nicht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Literatur [117], trotz vergleichbarer
Scherraten und Aktinkonzentrationen. Dieser Unterschied kann daraus folgen, dass die
Scherraten, die in den Versuchen von Sato et al. eingestellt wurden, kontinuierlich von
0,01s~ % auf 1000s~! erhoht wurden, wihrend in dieser Arbeit die Scherrate durch die

Kapillarbefiillung konstant war.

7.4 Diskussion uiber die Lokalisationsrohren von
Aktinfilamenten in Abhangigkeit der

Gegenionkonzentration

Zunéchst werden die Ergebnisse der Lichtstreumessung und anschlieend die der Rohren-
radienverteilungen thematisiert.

In den Lichtstreumessungen wurde die gestreute Intensitdt an Aktinlésungen
(cartin = 0,2mg/ml und cayin = 0,4mg/ml) in Abhéngigkeit der Magnesiumionenkon-
zentration cy2+ bestimmt. Fir cy,e+ > 15mM konnte ein Sprung in den Intensitats-
spektren analog eines Phaseniibergangs erster Ordnung beobachtet werden, welcher einen
Hinweis auf die Bildung von Aktinbiindelung gibt. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstim-
mung mit der Literatur [131]. Tang et al. zeigten, dass mit steigender Konzentration an
Kaliumchlorid die Menge an zweiwertigen Ionen erhoht werden muss, damit Aktinfilamen-
te sich zu Biindeln anordnen [131]. Fiir eine Aktinkonzentration von cakyn = 0,2 mg/ml

und einer Kaliumchloridkonzentration von cxcy = 150 mM konnten sie Aktinbiindel bei
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Cpg2+ = 25mM beobachten. Da die Konzentration an Kaliumchlorid im Puffer in dieser
Arbeit kleiner ist (cxc = 100 mM), setzte die Aktinbiindelung wie erwartet bei niedrige-
ren Werten von ¢+ ein (cyg2+ > 15mM).

Eine Anforderung an die Messungen der Filamentfluktuationen war, dass diese in Ab-
hangigkeit von Konzentrationen an Magnesiumionen durchgefiithrt wurden, bei welchen
noch keine Aktinbtindel erwartet werden. Eine Bestédtigung, dass in dieser Arbeit die
Lokalisationsrohre fiir Aktinlésungen bestimmt wurde, welche zumindest nicht von Ak-
tinbiindeln dominiert waren, liefert der Vergleich mit der Literatur von He et al. [55].
Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass der Schermodul fiir cay, = 1 mg/ml bei Erhohung der
Magnesiumionenkonzentration auf bis zu cypee+ = 16 mM im Puffer unverandert bleibt!.
Somit kann fiir die Messung der Lokalisationsrohre sichergestellt werden, dass in der ma-
kroskopischen Kammer noch ein isotropes, verschlauftes Aktinnetzwerk bestehen bleibt.
Die Vermutung, dass sich bei ¢yp,2+ = 10mM dennoch wenige Bundel gebildet oder Um-
orientierungen der Filamente stattgefunden haben, wird durch theoretische Arbeiten von
Borukhov et al. bestatigt [13]. Sie behaupteten, dass Polyelektrolyte in Abhangigkeit von
Gegenionen durch eines von drei von ihnen vorgestellten Phasendiagrammen beschreibbar
sei. In jedem dieser Phasendiagramme existieren Koexistenzen von isotropen Netzwerken
und Aktinbtuindel bzw. von isotropen Netzwerken und Netzwerken, in welchen sich die
stdabchenformigen Polyelektrolyte umorientiert haben. Diese Phase wird in der Verdoffent-
lichung ,,cubatic phase“genannt und beschreibt Filamente, die sich willkiirlich in drei
Richtungen senkrecht zu einander anordnen. Zudem konnten Wong et al. mittels Dop-
pelbrechung an Aktinlésungen zeigen, dass Koexistenzen von isotropen Netzwerken und
Biindeln wahrscheinlich sind [147]. Basierend auf diesem Hintergrund koénnen die Roh-
renradienverteilungen in Abhéngigkeit der Magnesiumionenkonzentration folgendermaflen
interpretiert werden: Die Rohrenverteilungen (sowohl die der Rohdaten als auch der LSF-
korrigierten Daten) unterscheiden sich zu jeder Aktinkonzentration signifikant und sind
zu hoheren Werten verschoben, wenn mehr Magnesiumionen (cyp,2+ = 10mM) im Puffer
vorhanden sind als im physiologischen Puffer (cyj2+ = 2mM) (vgl. Abbildung 6.3). In An-
lehnung an die Veroffentlichungen von Borukhov und Wong, wird angenommen, dass sich
in der Aktinlosung neben isotrop verteilten Aktinfilamenten auch Aktinbiindel befinden
oder lokal Bereiche existieren kénnen, in welchen sich die Filamente umorientiert haben.
Moglicherweise ist die Zahl der Kollisionspartner der Rohren aller iibrigen Filamenten
erniedrigt. Die Filamente in ihrer Rohre hatten folglich einen grofieren Fluktuationsraum
zur Verfiigung, woraus die Verschiebung des Rohrenradius zu héheren Werten resultieren

konnte.

'Diese Arbeitgruppe verwendetet eine Menge an Kaliumchlorid von cxc; = 50 mM im Puffer.
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Viele Arbeitsgruppen haben gegenwartig den Fokus ihrer Forschungsarbeiten zur Gegen-
ionkondensation von Biopolymeren auf die Untersuchung der Bilindelstruktur oder auf die
Untersuchung der Phasentiberginge von Biopolymeren bei Variation der Gegenionen ge-
legt [64, 69, 147]. Dennoch ist wenig tiber die Dynamik, speziell von Aktinfilamenten, wéih-
rend des Phaseniibergangs von isotrop verteilten zu gebiindelten Filamenten bekannt. He
et. al [56] haben bereits gezeigt, dass die Diffusion von Aktinfilamenten in der nematischen
Phase (bei cakiin = 4,0mg/ml) aufgrund von Gegenionkondensation mit Magnesium-
ionen langsamer ablduft als unter physiologischen Pufferbedingungen. Bei Untersuchung
der Diffusion parallel zur Filamentachse in isotropen Aktinlésungen (cakin = 1,0 mg/ml)
konnten sie hingegen zeigen, dass diese Diffusion nicht von den Gegenionen beeinflusst

wird.

Da in der vorliegenden Arbeit jedoch gezeigt wurde, dass die Magnesiumionen einen Ein-
fluss auf die transversalen Fluktuationen haben, muss im néchsten Schritt nachgewiesen
werden, ob die Filamente bei Magnesiumionenkonzentrationen von cy,2, = 10 mM bereits
Biindel bilden oder sich lokal zu definierten Strukturen, wie kiirzlich gezeigt werden konn-
te [69], umorientieren und damit die Zunahme des Rohrenradius relativ zur Konzentration
im physiologischen Puffer begriinden. Zur Realisierung der dafiir benotigten Experimente
konnte das Verhéltnis der markierten zu unmarkierten Aktinfilamente erhoht und weitere
Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden, um die Anordnung der Filamente in drei Dimen-
sionen zu analysieren.

Dartiber hinaus wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen theoretisch vorausgesagt, dass
Aktinfilamente bei niedrigeren Konzentrationen biindeln, wenn sie durch minimale Scher-
krafte entlang einer Vorzugsrichtung ausgerichtet werden [12, 39]. Fir die Untersuchung
der Dynamik und der lokalen Filamentorientierung in Abhangigkeit der Magnesiumionen-
konzentration bei gleichzeitiger Vororientierung der Filamente, bieten die Mikrokapillaren
eine optimale Moglichkeit.

Des Weiteren konnte untersucht werden, inwieweit die Wéande der makroskopischen Kam-
mer die Filamentorientierung beeinflussen. Eine Moglichkeit wéire die Abklinglangen zu

bestimmen oder die Filamentorientierung im Raum bei einem méglichst grolen Abstand
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von der Grundfliche der Kammer. Dies kénnte mit einem LD-Objektiv, wie z.B LD C-
Apochromat 63x/1.15 W Corr M27, relisiert werden, da mit diesem ein Arbeitsabstand
von fast 0,6 mm erreicht werden kann.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zukiinftige Versuche zur dynamischen Ana-
lyse von Aktinfilamenten in Abhéangigkeit der Gegenionen fiir ein Verstandnis der Kréfte-
verteilung wiahrend der Biindelung unerléfllich sind. Um die polyelektrolytische Natur der
Aktinfilamente in der Segment-Fluid-Theorie zu berticksichtigen, kénnen mit Hilfe dyna-
mischer Messungen die Wechselwirkungen von geladenen Aktinfilamenten mit Gegenionen

zu einem besseren Verstandnis beitragen.
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9 Anhang

9.1 Auflistung aller verwendeter Geréate,

Chemikalien und Materialien

Tabelle 9.1: Verwendete Programme

’ Name ‘ Version ‘ Herausgeber

) Imaris x64 7.6.4 . . . :
Imaris Imaris x64 7.6.5 Bitplane AG, Ziirich, Schweiz

2012 A32-Bit
MATLAB 2012 AGABit The MathWorks, Massachusetts (USA)

FIJI is just | 1.47a (64-Bit) Wayne Rasband, National Institute of Health

ImageJ (Washington D.C., USA)

Solis 4.22.30005.0 Andor Technologies, Connecticut (USA)
(64-Bit)

Zeiss LSM | 4.20.121 Carl Zeiss Mircolmaging GmbH, Jena

Image

Browser

Origin 9.0G 32-Bit Origin Lab; Northampton (USA)

Datamax 2.2 Jobin Yvon Horiba, Unterhaching




Tabelle 9.2: Technische Gerate

’ Gerat ‘ Spezifikation ‘ Hersteller
Zentrifuge Avanti-J-20XP Beckman Coulter, Krefeld
Centrifuge
Rotor Ja-10 Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifuge Optima LE-80K | Beckman Coulter, Krefeld
Ultracentrifuge
Rotor Type-45 Ti Beckman Coulter, Krefeld
Rotor Type-60 Ti Beckman Coulter, Krefeld
Homogenisator Counce, 17ml | Wheaton, Millville, NJ (USA)
loose
Nanodrop ND-100 Peqlab, Erlangen
Flissigkeits- Akta FPLC; | GE Healthcare, Miinchen
chromatographie UPC-900
Chromatographiesaule | XK50/100 GE Healthcare, Miinchen
Saulenmaterial Sephacryl S-300 | GE Healthcare, Miinchen
Mikroskop LSM 510 Zeiss, Jena
Objektiv C-Apochromat Zeiss, Jena
63x/1.2W corr
Mikroskop Axiovert 200 Zeiss, Jena
Objektiv Plan-Neofluar Zeiss, Jena
2.5x/0.075 pol
Fluoreszenz- Fluorolog 3-22 Jobin Yvon Horiba; Unterhaching
spektrometer
Kamera Zyla sCmos Andor Technologies, Connecticut (USA)
Waage Labstyle 204 Mettler-Toledo, Gieflen
Messschieber IP 67 Garant, Hoffmann Group, Miinchen
Schrittmotor MDrive 2 3 Steinmeyer, Feinmef}, Dresden




Tabelle 9.3: Verbrauchsmaterialien

’ Name ‘ Spezifikation ‘ Hersteller
Verbandmull Gazin Lohmann Rauscher, Neuwied
Dialyseschlduche Spectra/Por Carl Roth, Karlsruhe
No.4;  MWCO
12-14000 Da
Reaktionsgefifle 1,5 ml Safe-Lock | Eppendorf, Wiesbaden
Reaktionsgefifle 2ml Safe-Lock Eppendorf, Wiesbaden
Reaktionsgefifle 1,5ml Safe-Lock | Eppendorf, Wiesbaden
(blickdicht)
Reaktionsgefifle BD-Falcon, Greiner Bio-one, Frickenhausen
15ml
Kammerobjekttrager Lab-Tek- Thermo Scientific, Braunschweig
Chambers
Rechteckige Kapillaren W5010-50 Vitrocom, Shipley, UK
Rechteckige Kapillaren W5005-50 Vitrocom, Shipley, UK

Kuvette

115F-QS, 400 ml

Hellma Analytics, Miillheim

Deckglaser No.00 Menzel, Brauchschweig
Deckglaser No.O Menzel, Brauchschweig
Objekttrager AA00000112E VWR, Darmstadt
Tabelle 9.4: Chemikalien

’ Name \ Spezifikation \ Hersteller
Trizma Base T1503 Sigma, Taufenkirchen
CaCl, 1.02382.0500 Merck, Darmstadt
MgCl, M2670 Sigma, Taufenkirchen
KCl P933 Sigma, Taufenkirchen
Adenosintriphosphat A2383 Sigma, Taufenkirchen
Dithiothreitol 1.11474.005 Merck, Darmstadt
TRITC-Phalloidin P1951 Sigma, Taufenkirchen
Polysterene Latex Beads PSF R 3256 Magspheres, California
Agarose A9539 Sigma, Taufenkirchen




9.2 Pufferzusammensetzung

Das Ansetzen des G- und 10xF-Puffers erfolgte analog der Arbeiten von Frau Romanowska
und Frau Dr. Kirchenbiichler [112, 84], wobei in dieser Arbeit die Konzentration an Tris
auf insgesamt 5 mM erhoht wurde. Die Zusammensetzung des 10xF-Mg-Puffers resultierte
aus den Versuchen aus Abschnitt 6.1.1. Jeder Puffer wurde so angesetzt, dass nach Zugabe
von Tris Base, CaCly, DTT und ATP der pH-Wert gemessen und anschlieSend mit HCI
auf pH=8 titriert wurde. Fur die Polymerisation von Aktin wurde die Losung mit 1/10
10xF-Puffer bzw. 10xF-Mg-Puffer versetzt. Nach Auftauen dieser Puffer wurden frisch
5,0mM ATP und 2,0mM DTT hinzugegeben. Die genauen Anteile der Substanzen aller
in dieser Arbeit verwendeten Puffer (G-Puffer, 10xF-Puffer und 10xF-Mg-Puffer) sind in
der Tabelle 9.5 aufgelistet.

Die unterschiedlichen Puffer sind folgendermaflen zusammengesetzt:

Tabelle 9.5: Pufferzusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten G-, 10xF-, und
10xF-Mg-Puffer

’ G-Puffer \ 10xF-Pufter \ 10xF-Mg-Puffer ‘
5mM Tris Base | 50mM Tris Base | 50 mM Tris Base
0,2mM CaCl, 2,0mM CaCl, 2,0mM CaCl,

0,2mM DTT 1,0M KCI 1,0M KCI
0,2mM ATP 20 mM MgCl, 500 mM MgCl,
pH=8.,0 pH=8,0 pH=8.0
+ 5,0mM ATP | +5,0mM ATP
+2,0mM DTT | +2,0mM DTT




9.3 Abkiirzungsverzeichnis

a

A

Abstand entlang Filamentkontur analysierter Rohrenradien

Flache

a = 0,05 Signifikanzniveau

ABP

ATP

B

b

Bo

Aktin-bindende Proteine
Adenosintriphosphat
Biegesteifigkeit

linearer Ladungsabstand

Bond-Zahl

¢ = cartin Aktinkonzentration

Chg2+

Ca

Gl

Magnesiumionenkonzentration

Kapillarzahl

Kritische Monomerkonzentration

Prifgrofie im Kolmogorov-Smirnov Signifikanztest
kritischer Wert im Kolmogorov-Smirnov Signifikanztest
Diffusionskoeffizient der Reptation

Dithiothreitol

Elementarladung

Biegeenergie

Dielektrizitatskonstante

Fitparameter der SFM-Theorie
Gravitationsbeschleunigung

Oberflachenspannung

Gleichung



0 Wandscherrate
H Kapillarhohe
h Stunde

HeNe Helium-Neon

J Rohrenradienanzahl in der Kammer in Anwesenheit von cype2+ = 10mM
J' Stichprobenanzahl in der Kammer in Anwesenheit von c¢y,2+ = 10mM
k Rohrenradienanzahl in der kleinen Kapillare

K’ Stichprobenanzahl in der kleinen Kapillare

k~1  Debye-Abschirmungslinge

kg Boltzmann-Konstante

K; Korrelationskoeffizient

Kon Ratenkonstante der Monomeranlagerung
ko Ratenkonstante des Monomerabbaus

L Kapillarlénge

lg Bjerrum-Lange

Lrq Filamentlange

Lges;  Gesamte Filamentlange berechnet aus Rohrenradienanzahl j
Lges ik Gesamte Filamentlange berechnet aus Rohrenradienanzahl k
Lgesm  Gesamte Filamentlange berechnet aus Rohrenradienanzahl m
Lgesn  Gesamte Filamentlange berechnet aus Rohrenradienanzahl n
Lp Persistenzlédnge

Lg Segmentlange

Lss  Segmentléinge berechnet mit Hilfe der Segment-Fluid-Theorie

LSF  Linienspreizfunktion



LSM  konfokales Mikroskop

y Eigenwerte
A Anregungswellenléange
m Rohrenradienanzahl in der groflen Kapillare

M’ Stichprobenanzahl in der grofflen Kapillare
AM  Wigeunterschied

1 Viskositat

140 chemisches Referenzpotential

Heff Effektive Viskositat

min  Minuten

min Minimum

n Rohrenradienanzahl in der makroskopischen Kammer
n, Brechungsindex
N’ Stichprobenanzahl in der makroskopischen Kammer

N Segmentanzahl pro Bildstapel

Nikugel Anzahl fluoreszierender Kugeln

bt

Anzahl der Bildstapel

N Punktanzahl pro Bildstapel

Nges  Summe iiber alle Filamente pro Konzentration
Di Eigenvektoren zu Eigenwerten y;

(P)  Mittlerer Punktabstand pro Bildstapel

(dp)  Mittlerer Abstand zwischen zwei Punkten
dpmax Maximaler Abstand zwischen zwei Punkten

Ap Kapillardruck



Tr

Trep

Wahrscheinlichkeitsverteilung der Rohrenradien
Punktspreizfunktion

Prifwert im Kolmogorov-Smirnov Signifikanztest
Eigenvektoren zu Eigenwerten \;
Rohrenradius

LSF-korrigierter Rohrenradius
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