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Kurzbeschreibung

Seit Jahrzehnten stellt filamentoses Aktin aufgrund seiner bedeutenden Rolle in Hinblick auf Zellmobilitat,
-integritdt und Kraftgenerierung einen wichtigen Gegenstand zelluldrer Untersuchungen dar. Als Resultat
seiner semiflexiblen Natur zeigen Aktinnetzwerke sowohl viskoses als auch elastisches Verhalten. In vitro
Untersuchungen der mechanischen Eigenschaften von Aktin sind aber zumeist auf 3-dimensionale Gele oder
Einzelmolekiilexperimente beschréankt, obwohl es sich bei den bedeutendsten zelluldiren Aktintrukturen
um 1-dimensionale Biindel, die sogenannten Stressfasern, und um ein 2-dimensionales Netzwerk, den
Aktinkortex, handelt. Aus diesem Grund war es Ziel der Arbeit, neuartige Aktin und Aktin-Membran
Strukturen innerhalb mikrofluidischer Umgebungen zu erzeugen und ihre viskoelastischen Eigenschaften
mittels passiver FEinzelpartikel-Mikrorheologie zu untersuchen.

Im Vergleich mit 3- und 2-dimensionalen Netzwerken zeigte sich, dass gerichtete Strukturen ein zwischen
transversaler und longitudinaler Richtung divergierendes viskoelastisches Verhalten aufweisen, welches sich
bei Biindelung mittels M g?* Ionen angleicht. Zeitabhingige Untersuchungen des Biindelungsprozesses
im Konzentrationsbereich von 5 -12mM deuten darauf hin, dass die Biindelung auch bei geringeren
Mg** Konzentrationen auftritt als bislang aus 3-dimensionalen Gelen bekannt ist. AuBerdem zeigen
sie eine Langzeitstabilitét, selbst nach M¢?T Entfernung aus der Losung. Dariiber hinaus wurde als
Modellsystem ein freistehender Aktin-Membran Komplex auf funktionalisierten Lochstrukturen entwi-
ckelt, dhnlich dem Aktin-Membran Kortex in Zellen. Mit multiplen Vorteilen gegeniiber existierenden
Modellsystemen ausgestattet ermdoglicht es zukiinftige Studien der physikalisch-chemischen Eigenschaften

von plasmalemmaverkniipften Aktinnetzwerken.

Abstract

During the recent decades, filamentous actin has been a target of cellular investigations due to its major
role in cell motility, cell shape and force generation. As a result of its semiflexible nature, actin networks
show both viscous and elastic behaviour. However, studying the mechanical properties of actin in vitro is
typically limited to complex 3-dimensional gels or single molecules, while within cells actin’s major forms
are 1-dimensional bundles, the so called stress fibres, and a 2-dimensional network, the so called actin
cortex. Thus, this work aims to create novel actin and actin-membrane structures within a microfluidic
environment and probe their viscoelastic properties by using particle tracking microrheology, which is
based on the thermal motion of single microparticles attached to the filaments.

By comparing 3- and 2-dimensional networks with directed actin filaments it was found that linear
structures possess a divergent viscoelastic behaviour between the transversal and longitudinal directions,
which merges during bundling with Mg?* ions. Time dependent investigations of the bundling process
at Mg>t concentrations in the 5 - 12mM range indicated that crosslinking may take place at lower
concentrations than previously found in 3-dimensional gels and revealed a long term stability of the
bundles even after removing Mg?* from the solution. Furthermore a model system similar to the actin-
membrane cortex of cells, a free-standing actin-membrane complex on functionalized holey grids, was
developed. This system has several advantages over existing model systems and facilitates future studies

of the physical-chemical properties of plasmalemma attached actin networks.
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KAPITEL 1

Einleitung und Motivation

Die Zelle, Grundeinheit aller lebenden Organismen von E. coli bis B. musculus, zeigt in Hinblick
auf die physikalischen und chemischen Bedingungen ihrer Umwelt auflergewohnlich adaptives
Verhalten. Den Signalen rezeptorischer Proteine unterliegend stellen dabei die aus einer Lipid-
doppelschicht aufgebaute Zellmembran sowie das filamentose Skelett der Zelle eine zentrale
Rolle dar [93]. Mitbestimmend fiir die einzigartigen, je nach Zelltyp oder -zustand variierenden,
viskoelastischen Eigenschaften der Zelle bietet ihre physikalische Untersuchung die Chance neuer
Erkenntnisse, unter anderem auch in Hinblick auf Tumormigration oder vaskuldre Beanspruchung
[203] 228].

Abbildung 1.1: Fluoreszenzmarkierte REF-Zellen (links) und schematische Darstellung zellulé-
rer Aktinstrukturen (rechts). Im Fluoreszenzbild sind Zellkern respektive DNA (DAPI, blau),
fokale Adhésionen respektive Paxillin (YFP, griin) und Stressfasern respektive Aktinfilamente
(Phalloidin-TRITC, rot) zu erkennen. Die schematische Zelldarstellung zeigt neben dem Zellkern
(blau) und fokaler Adhésionspunkte (griin) 3 der unterschiedlichen Aktinstrukturen: Lamel-
lipodium (rot gekreuzt), Stressfasern (dicke rote Linien) und Aktinkortex (rote Umrandung)
direkt unter der Zellmembran (schwarz). MaBstab: 20 pm (Fluoreszenzbild mit freundlicher
Genehmigung von Rebecca Medda).

Neben einer Vielzahl interagierender Proteine verfiigt das Zellskelett mit Mikrotubuli, Intermediér-

und Aktinfilamenten {iber diversifizierte Bestandteile, die eine bedeutsame Rolle bei der Kraft-
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generation aber auch der Adhésions- und Migrationsdynamik von Zellen einnehmen. Die Ak-
tinkomponente selbst differenziert sich dabei in unterschiedlich dimensionale Strukturen (vgl.
Abbildung , deren Nachbildung und Untersuchung im Fokus der Arbeit lagen: 3-dimensionale
Netzwerke und planare Netzwerke unterhalb der Zellmembran, mit Dicken von wenigen hundert
Nanometern, die einen wichtigen Beitrag zu Zellform und -integrietét liefern, sowie biindelartige
Strukturen mit komplexer innerer Proteinkomposition, die sogenannten Stressfasern, beteiligt an
Mechanotransduktion und Migration [I96]. Dabei stellen Geometrie und Aktin bindende Proteine
(ABPs) einen bedeutenden Faktor fiir die Ausbildung der Strukturen und deren Eigenschaften
dar. Erschwert wird die Einordnung von Resultaten aus in vivo Untersuchungen durch die Kom-
plexizitdt der intrazelluliren Umgebung. In der Folge kam es zur Entwicklung von vereinfachten

in vitro Systemen, welche Studien in Abhéngigkeit spezifischer Parameter ermoglichen.

Ziel dieser Bottom-up Ansétze ist die Nachahmung zelluldrer in vivo Bedingungen in kon-
trollierbaren Umgebungen sowie die Steigerung der Komplexizitit durch schrittweises Hinzufiigen
neuer Komponenten. In dieser Hinsicht bietet die in der Arbeitsgruppe entwickelte mikrofluidische
Methode zur Erzeugung von Aktinstrukturen auf Sdulensubstraten die Mdoglichkeit fiir neue
experimentelle Ansétze [75]. Beschrankten sich bisherige Untersuchungen von Aktinfilamenten
zumeist auf dreidimensionale Gele oder Einzelmolekiile, so konnen in der kontrollierten Umgebung
der Flusszelle quasi 2- und 1-dimensionale Strukturen realisiert werden, dhnlich dem Aktinkortex
und den Stressfasern in Zellen. Dabei stellen 3-dimensionale Gele und die auf den Séulen fixierten
Strukturen mit festen Randbedingungen 2 Extremfille der zelluliren Netzwerke dar, deren
Bewegungen durch die Begrenzung des freien zelluldren Volumens sowie durch Verkniipfung mit
membranassizoierten Proteinkomplexen (z.B. fokale Adhésionen) stark eingeschriankt werden.

Neben dem Strukturaufbau durch ABPs unterliegt Aktin auch der elektrischen Wechselwirkung
mit Tonen. Aufgrund ihres in wéssriger Umgebung von Natur aus negativen Ladungsiiberschusses
kommt es unter in vitro Bedingungen bei Priasenz mono- und polyvalenter Kationen wie M g?*
abhéngig von Art und Konzentration zu Vernetzung und Biindelung der Filamente [202]. Bemer-
kenswerterweise zeigt dabei die experimentelle Bestimmung der wiahrend des Biindelungsprozesses
auftretenden Kréfte eine grofie Diskrepanz zu der aus Studien zur Bindelkonformation erwarteten
Biindelstabilitéat [99) 195].

Gegenstand der Arbeit war die rheologische Charakterisation der magnesiuminduzierten Vernet-
zung von - auf ihre geometrischen Parameter reduzierten - Aktinstrukturen mittels Einzelpartikel-
mikrorheologie. Mit geringsten Probenvolumina und ohne Anwendung externer Kréfte stellt sie
eine in zellbiologischen Aspekten besonders ergiebige Technik zur Bestimmung der rheologischen
Eigenschaften von organischen Komponenten dar. Sie verkniipft dabei die Bewegungen von ein-
gebetteten, klar detektierbaren Probenpartikeln mit der thermischen Anregung der umgebenden

Filamente und ermoglicht so Riickschliisse auf deren viskoelastische Materialparameter.



In Hinsicht auf das Verhalten zelluldrer Aktinnetzwerke wurden zwei zentrale Fragen an die in

vitro erzeugten Strukturen adressiert:

o Viskoelastisches Verhalten von verankerten Netzwerken: Bestehen viskoelastische Unter-
schiede zwischen den verschieden dimensionalen Systemen? Welchen Einfluss hat dabei die

Verankerung auf den Sdulensubstraten, insbesondere in Hinsicht auf Stressfasern?

o Filamentbiindelung durch Ionen: Lassen sich durch viskoelastische Untersuchungen Zeit-
und Konzentrationsabhiingigkeiten des Biindelungsprozesses quantifizieren? Uber welche

Langgzeitstabilitét verfigen die Netzwerkstrukturen?

Zur Klarung dieser Fragen war die Weiterentwicklung existierender mikrofluidischer Modell-
systeme notig. In diesem Zusammenhang war es auch Bestreben ein Modell des zelluldren
Aktin-Membran Komplexes zu erzeugen. Existierende Modellsysteme wie Aktinvesikel oder
unterstiitzte Membranen weiflen teilweise groflie Beschrankungen in ihrer Zugénglichkeit, der
Anwendbarkeit von Untersuchungstechniken oder der Kontrolle {iber chemische Vorgénge, auf. Die
Kombination von kiinstlichen Membranen und Aktinnetzwerken in einem freitragenden System
verspricht daher einen bedeutenden Beitrag zur besseren Untersuchung und Versténdnisses der

komplexen Membran-Filament-Interaktionen liefern zu kénnen.






KAPITEL 2

Zellmembran und zellulares Skelett

2.1 Das Zellskelett

Das Zellskelett ist ein komplexes Netzwerk unterschiedlicher filamentoser Proteine. Wie bei
vielen biologisch relevanten Makromolekiilen, wie beispielsweise der DNS oder der Cellulose,
handelt es sich auch hier um Polymere — lange Ketten &dhnlicher, sich wiederholender Bausteine
— die einen schnellen Auf- und Abbau der Filamente erméglichen. Ging man frither davon aus,
dass es ein Charakteristikum von Eukaryoten — sowohl der Fauna als auch der Flora — sei [94],
so haben neuere Untersuchungen Analoge zu allen Hauptbestandteilen auch in Prokaryoten
nachweisen konnen [I85]. Wie das Knochenskelett hoher entwickelter Spezies besitzt es fiir die
einzelnen Zellen stiitzende und formgebende Funktion, ermdglicht durch seinen flexiblen Aufbau
und seiner Verbindung mit der Zellmembran aber auch die aktive Migration und ist beteiligt
an Zelldifferenzierung und Zellteilung. Dariiber hinaus dient es dem gerichteten intrazelluldren

Transport von Stoffen mittels Motorproteinen sowie der Rezeption und Weiterleitung von Signalen.

Die unterschiedlichen Funktionen beruhen in Eukaryoten auf dem Verhalten dreier Klassen
von Filamenten, deren Struktur Abbildung entnommen werden kann. Mikrotubuli stellen mit
einem Durchmesser von circa 25 nm die grofiten Filamente dar. Sie bestehen aus Heterodimeren
von a- und S-Tubulin, kugelférmigen, etwa 55 kDa schweren, GTP-bindenden Proteinen. Diese
Dimere formen lineare Protofilamente, von denen sich 10-16 um einen hohlen Kern zu Mikrotubu-
li zusammenlagern und deren Lénge in der Regel bei einigen Mikrometern liegt. Sie zeichnen sich
aufgrund ihrer zylinderartigen Struktur gegeniiber den anderen Filamenten insbesondere durch
ihre hohe Steifigkeit aus, welche in einer ungewohnlich groflen Persistenzldnge von mehreren
Millimetern resultiert (vgl. Abschnitt [55, [64]. Mikrotubuli breiten sich gewdhnlicherweise
sternférmig von Regionen in der Ndhe des Nukleus, den Zentrosomen, iiber die Zelle aus. Als
zentrales Element des Spindelapparates sind sie dabei direkt an der Trennung der Chromosomen
wahrend der Mitose beteiligt. Sowohl Mikrotubuli als auch spezielle kreisférmige Anordnungen

von Tubulin-Dimeren finden sich aber auch in den Zilien und Flagellen von Pro- & Eukaryo-
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ten, wo sie der aktiven Fortbewegung der Organismen dienen. Aufgrund der Heterogenitét des
Grundbausteines besitzen Mikrotubuli eine Polaritit, die es molekularen Motoren auf ATP-Basis
ermoglicht sie als Transportschienen zu verwenden und deren Hauptaufgabe die Beférderung von
Vesikeln oder Organellen ist. Mitglieder der Kinesin Familie bewegen sich dabei im allgemeinen
in Richtung des (+)-Endes des Filamentes, Dyneine in Richtung des (—)-Endes, womit sie fir

den Transport in Richtung Zellzentrum verantwortlich zeichnen [89].

Tubulin Dimer

MIKROTUBULI 25nm

Tetramer
1

INTERMEDIARFILAMENTE _ I 10 nm

Aktin Monomer

AKTINFILAMENTE m { 8nm

(+) Q)

Abbildung 2.1: Struktur der filamentédsen Elemente des zelluldren Skeletts im relativen Gro-
Benvergleich. Mikrotubuli sind hohle Zylinder mit einem Durchmesser von 25nm, aufgebaut
aus Tubulin Dimeren mit o~ und -Untereinheit. Aktinfilamente sind doppelstrangige, helicale
Polymere mit globuldren Aktin Monomeren als Grundeinheit. Ihr Durchmesser betrigt circa 8 nm.
Intermediérfilamente bezeichnen eine Familie seilartiger Polymere die einen Durchmesser von um
die 10 nm aufweisen. Ihre strukturelle Grundeinheit bildet ein Tetramer gleicher, antiparallel
angeordneter Proteine.

Anders als Mikrotubuli oder Aktin bezeichnen Intermediérfilamente eine ganze Familie struk-
turell gleich aufgebauter, sich stark &hnelnder Polymere. Die Grundeinheiten bilden 40- 100 kDa
schwere, langliche Proteine, deren Polypeptidketten im Falle von intrazelluldren Strukturproteinen
eine ausgedehnte zentrale Region mit a-helikaler Struktur aufweisen. Umeinander gewunde-
ne Dimere bilden durch antiparallele Anordnung versetzte Tetramere, die sich in Form von 8
Einzelstringen zu einer ungefdhr 10 nm durchmessenden, seilartigen Gesamtstruktur verbinden.
Aufgrund der antiparallelen Anordnung weiflen Intermediérfilamente keine strukturelle Polarisa-
tion auf und es sind keine mit ihnen assoziierten Motorproteine bekannt [89]. Eine Unterfamilie
bilden dabei die Keratine, welche Hauptbestandteil von Haaren, Néageln oder Schuppen sind. Als
Bestandteil des intrazelluliren Netzwerkes dienen sie aber auch der Stabilisierung gegeniiber

starken externen Kréaften, wie sie zum Beispiel in Epithel- oder Herzmuskelzellen auftreten
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[2, 215].

Obwohl Aktinfilamente, auch bekannt als Mikrofilamente, mit einem mittleren Durchmesser
von lediglich 8 nm die diinnste Komponente der beschriebenen Filamente darstellt bilden sie eine
Vielzahl verschiedener intrazelluldrer Strukturen. Als Kernbereich der vorliegenden Arbeit wird

daher im Folgenden auf ihre Struktur und Funktion besonders eingegangen.

2.2 Aktin

Aktin, ein Protein welches in allen eukaryotischen Zellen vorkommt, gehort zu den fundamentalen
Molekiilen des Lebens. Mit einer Variation von weniger als 5% in der Sequenz der Aminosiauren
zwischen den Spezies handelt es sich um ein hochkonserviertes Protein [103]. Zusammen mit dem
Motorprotein Myosin II bilden Isoformen den Hauptbestandteil der in Muskelfasern enthaltenen

Myofibrillen, stellen daneben aber auch einen zentralen Aspekt des Zellskeletts dar.

2.2.1 Struktur und Funktion

In der Zelle liegt Aktin sowohl als circa 55 A langes Monomer als auch in filamentoser Form, als
mehrere Mikrometer langer Polymerstrang, vor. Das Monomer, aufgrund seiner globuldren Gestalt
auch als G-Aktin bezeichnet, ist eine 42kDa schwere Polypeptidkette aus 375 Aminosduren,
die sich in 4 Subdoménen gliedert. Je zwei der Subdoménen formen dabei eine kompakte
Struktur, die von der Anderen durch eine Spalte geteilt wird, die als Bindestelle fiir ATP und
ADP fungiert (siche Abbildung [89]. Aktin gehort damit als einzige der drei filamentésen
Zellskelettkomponenten zu den ATPasen, einer Gruppe von Proteinen, die ATP durch Hydrolyse
in ADP und Phosphat aufspalten kénnen. Dem ATP-Nukleotid kommt eine stabilisierende
Funktion zwischen den Untereinheiten zu, so dass G-Aktin in den Zellen hauptsichlich als
Komplex mit Mg-ATP vorliegt. Obwohl fiir die Polymerisation nicht zwingend nétig kommt
es dabei unter physiologischen Bedingungen zur Hydrolyse des Nukleotids, so dass F-Aktin
komplexiert mit Mg-ADP dominiert. Bis zu einem pH-Wert von 5,6 weiffit Aktin einen negativen
Ladungsiiberschuss auf [I83], welcher bei neutralen Bedingungen bis zu 11-fach negativ sein kann.
Die Ladungsverteilung ist dabei nicht homogen iiber die Proteinoberfliche verteilt; vielmehr
findet sich eine Konzentration der negativen Ladungen auf Subdoméne 1, nahe der Kontaktstelle
vieler Aktin bindender Proteine (ABPs) [6], 93].

Als F-Aktin formt Aktin eine Struktur dhnlich einem helikalen Doppelstrang, bei dem jedes
Monomer gegeniiber dem Vorherigen um 166° gedreht und um 2,75 nm versetzt ist [I97]. Dies
fiihrt zu einer Wiederholungslénge von 13 Monomeren respektive 36 nm in deren Folge es
zu einer 6-fachen Rotation um die Achse des Stranges kommt. In seiner filamentésen Form
bildet Aktin durch Vernetzung oder Biindelung mittels Proteinen und Ionen tiber den Zellraum
hinweg unterschiedlich strukturierte Netzwerke aus, wie sie in Abschnitt naher beschrieben

werden. Fluoreszenzmessungen der thermalen Fluktuationen von Einzelfilamenten ergaben fiir
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Abbildung 2.2: Proteinmodell von G- und F-Aktin. Oben: Quartérstruktur von globuldrem
Aktin. Zu sehen sind die 4 Subdoménen sowie die ATP-Bindungsstelle in einer Spalte zwischen
den Doménen. Unten: Struktur von filamentosem Aktin. Bei einem Durchmesser von 5-9nm
besitzt F-Aktin dhnlich der DNS eine helikale Struktur, die sich alle 13 Monomere, d.h. alle
37 nm wiederholt.

die Persistenzlinge von Aktin mit circa 17 pm bei weitem geringere Werte als fiir Mikrotubuli
[64] 153]. Aktinfilamente sind daher weitaus besser geeignet engmaschige, adaptive Netzwerke zu
bilden. Wie auch bei Mikrotubuli resultiert die parallele Anordnung des monomeren Aktins in
einer strukturellen Polaritdt und definierten Richtungen entlang der Filamente. Dies ermdglicht
Mitgliedern der Myosin Familie den Transport von Zellbestandteilen entlang der Filamente,

erlaubt aber dariiber hinaus auch eine hochdynamische Neuordnung des Zellskeletts [89].

2.2.2 Biochemie des Aktins

Aktinfilamente in Zellen sind einem stdndigen Umwandlungsprozess durch Polymerisation und
Depolymerisation unterworfen. Bei physiologischen Bedingungen und ATP Anwesenheit kommt
es unter ATP-Hydrolyse oberhalb einer kritischen Aktinkonzentration zu einer Polymerisation
globuldren Aktins zu F-Aktin wie in Abbildung schematisch dargestellt [I63]. In einem ersten
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Abbildung 2.3: Phasen der Aktinpolymerisation. In der Keimbildungsphase (a) lagert sich
globuldres Aktin zu Kondensationskeimen zusammen. In der folgenden Wachstumsphase (b)
binden freie Monomere an beide Enden des wachsenden Filaments. Dabei wéchst aufgrund der
strukturellen Polaritidt der Monomere das (+)-Ende schneller als das (—)-Ende. Bei erreichen der
Gleichgewichtskonzentration heben sich die Reaktionsraten k der beiden Enden gegenseitig auf
und die Polymerisation geht in den sogenannten Tretmiihlenzyklus tiber (c).

Schritt, der Keimbildungsphase, lagern sich je 2-4 ATP-gesittigte Monomere zu einem Kern
zusammen, welcher die Filamentbildung einleitet. Im Verhé&ltnis zur weiteren Polymerisation
fiihren die geringen Ratenkonstanten k, & k_, dabei zu einer Verzogerung der Polymerisation
und stellen einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion dar [I84]. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Anlagerung zuséitzlicher Monomere an beiden Enden des Kondensations-
keimes und zur Umwandlung gebundenen ATPs zu ADP + P; (Abbildung (b)). Aufgrund der
strukturellen Asymmetrie treten dabei an den beiden Enden des Filamentes, (+) und (-) genannt,
unterschiedliche kinetische Konstanten auf, die zu variierenden Polymerisationsgeschwindigkeiten
fithren. So betragt die von Pollard fiir die Anwesenheit von Mg-ATP mittels Elektronenmikrosko-
pie ermittelte konzentrationsabhingige Ratenkonstante k; = 11,6 + 1,2 uM s~ des positiven
Endes das 7-12-fache der Konstante ky = 1,3+ 0,2 uM ~'s~! am negativen Ende des Filaments
wohingegen die konzentrationsunabhingigen Raten der Depolymerisation k_; = 1,4 + 0,8 57!

& k_9 = 0,84 0,3 s! kaum voneinander abweichen. Die daraus kalkulierbare kritische Konzen-
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tration fiir die Polymerisation variiert zwischen 0,12 uM fiir das (+)-Ende und 0,62 pM fir das
(-)-Ende. Dies fithrt dazu, dass es bei Reduktion der Monomerkonzentration zunéchst zu einer
Depolymerisation des Filamentes am negativen Ende kommt, wihrend der F-Aktin Strang am
positiven Ende weiterhin verldngert wird. Bei weiterer Konzentzrationsabsenkung erreicht das
System schlieilich einen Zustand, bei dem kein Netto-Wachstum mehr auftritt, einem Zustand
der als Tretmiihlenzyklus bezeichnet wird. Polymerisation und Depolymerisation befinden sich
im dynamischen Gleichgewicht und es kommt in vitro wie auch in vivo zur Anlagerung und
Abspaltung von ADP einschlieBendem G-Aktin (Abbildung (c)). Aufgrund der hohen Um-
satzrate globuldren Aktins zu Filamenten ist die Polymerisation in ihrer Gesamtheit fiir bis zu
40 % des ATP Verbrauchs in Zellen verantwortlich [93].

Die Bildung filamentdsen Aktins variiert in ihrer Geschwindigkeit und Stabilitdt abhédngig vom
gebundenen Nukleotid sowie von Ionenart und -konzentration in der Lésung teilweise stark und
ist selbst bei kompletter ATP Abwesenheit moglich. Die dabei auftretenden Reaktionskonstanten
bei gebundenem Mg-ADP liegen mit k; = 2,94+ 0,2uM s~ & k_; = 5,4+ 0,1 57! respektive
ky = 0,09+ 0,03 uM 157! & k_g9 = 0,25 £ 0,04 57! bei gleichen Ionenkonzentrationen deutlich
niedriger als im Falle ATP induzierter Polymerisation und fiihren zu kritischen Konzentrationen
die um einen Faktor 5-15 hoher liegen [58), [162]. Abwesenheit sowohl von ATP als auch von ADP
erzeugt schlieflich Filamente, die gegeniiber physiologisch Polymerisierten eine Abweichung in

ihrer Konformation aufweisen und ohne Stabilisierungsagenzen beschleunigt denaturisieren [35].

2.2.3 Regulation durch Proteine

Zur Regulation des zelluldren Aktinnetzwerkes bedienen sich Organismen eines breiten Spektrums
unterschiedlicher Proteine und Ionen. Liegt die Gesamtkonzentration an Aktin in Zellen je nach
Typ bei 100-200 pM so besitzen sie dartiber hinaus eine nahezu gleich grole Konzentration an
G-Aktin bindenden Proteinen mit hohen Dissoziationskonstanten wie z.B. Profilin. Dies fiihrt
dazu, dass lediglich ein geringer Anteil der Aktin-Gesamtmenge als freie, globuldre Einheiten
vorliegt und bereits kleine Verdnderungen die Filamentbildung stark beeinflussen kénnen [103].
Durch Proteine wie Cofilin, Formin oder dem Ca?* regulierten Gelsolin, welches durch Bindung
an das (+)-Ende des F-Aktins dessen Verldngerung verhindert, wird zudem Einfluss auf die
Polymerisation und Depolymerisation von Einzelfilamenten genommen [I70]. Die Zelle ist so in der
Lage ihre Form und mechanischen Parameter rasch an Verdnderungen der Umwelt anzupassen.

Neben der die Polymerisation regulierende Proteine existiert eine Vielzahl an Strukturprote-
inen, die fir die Diversifikation des zelluldren Aktinnetzwerkes verantwortlich sind. Wahrend
Proteine wie a-Aktinin, Fascin oder Filamin fiir die Biindelung und Vernetzung von Filamenten
verantwortlich sind [30}, 206] erméglichen Proteine wie Arp2/3 und WASP die Verzweigung und
Nukleation beispielsweise in Lamellipodien der Zellen [4] [218]. Dabei ist wichtig zu betonen, dass
sich die Funktionen von ABPs aufgrund ihrer zahlreichen Wechselwirkungen und der kooperativen

Effekte nicht immer eindeutig charakterisieren lassen [30), 221].
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Eine Sonderstellung kommt Myosinen zu, einer Familie von ATP getriebenen Motorproteinen
mit tiber 2000 klassifizierten Vertretern in mehreren Dutzend Gruppen [I5I]. Sie sind am
Aufbau von Muskel- und Stressfasern beteiligt, stellen aber gleichzeitig auch das Analogon
zu den Mikrotubuli-Transportproteinen Kinesin und Dynein dar. Man unterscheidet allgemein
in prozessive Motoren — d.h. Motoren die im Laufe eines Kontaktes mehrer Bewegungs- und
Hydrolysezyklen absolvieren — und nicht-prozessive Motoren. Bei den meisten Myosinen handelt
es sich um nicht-prozessive Motoren, die ihre Bindung mit Aktin nach jeder ATP-Umsetzung
verlieren. Um durchgehende Transportprozesse zu gewéhrleisten werden in diesem Fall Gruppen
von Myosinen benétigt, von denen jederzeit mindestens ein Motor in Kontakt mit dem Filament
stehen muss [134]. Abgesehen von Mitgliedern der Myosin VI Familie bewegen sich dabei alle
Myosine in Richtung des (+)-Endes der Filamente [219].

Nachfolgend seien die beiden im Rahmen der Arbeit zum Einsatz gekommenen Proteine Myosin

IT und Phalloidin gesondert beschrieben.

Myosin 1l

Myosin II stellt eine der bekannten Untergruppen der Myosin-Superfamilie dar, welche insbeson-
dere in Stressfasern und den Sarkomeren der gestreiften Muskulatur vorkommt. Thre Vertreter
bestehen aus sechs Polypeptidketten, zwei je =~ 220kDa schweren Ketten (engl.: heavy chains)
sowie vier modulatorischen leichten Ketten (engl.: light chains) mit je ~20kDa. Durch Zusam-
menlagerung der schweren Ketten entsteht ein circa 150 nm langer a-helikaler Schafft, dessen
N-Termini zwei globulére, circa 17nm lange Kopfregionen bilden. Die leichten Ketten sind
assoziiert mit den kurzen Halsregionen zwischen Kopf- und Schwanzbereich des Myosin-Molekiils.
Sowohl ATP- als auch Aktinbindestelle sind in der Kopfregion der Myosine lokalisiert, so dass
enzymatische Spaltung der Ketten mittels Trypsin einen leichten (engl.: light mero myosin, LMM)
und einen schweren, aktiven Teil (engl.: heavy mero myosin, HMM) zur Folge hat [I97]. In den
Sarkomeren lagern sich Myosine mit ihren leichten Ketten zu 15nm dicken, 1-2pm langen Fila-
menten zusammen, wobei die Kopfregionen an parallel dazu verlaufende Aktinstrange angreifen
konnen. Im Verlauf von ATP-Hydrolyse & Austausch kommt es zu einer Konformationsdnderung,
die in einem = 5 nm verschiebendem Kraftschlag und einer damit verbundenen Muskelkontraktion
resultiert [208].

In Stressfasern komplexiert Nicht-Muskel Myosin II mit 10-30 Aktinfilamenten und anderen
Aktin bindenden Proteinen. Strukturelle und funktionale Aufklarung konnte unter anderem
durch Fluoreszenzmarkierung von Myosin und a-Aktinin erreicht werden. Die dabei erkennbare
Querstreifung der Filamentbiindel fithrte zur Entwicklung von Modellen die groBe Ahnlichkeit
mit Sarkomeren aufweisen — verbunden mit einer hohen Adaptivitdt und breitem Kontraktions-

vermogen der Stressfasern[I57].
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Phalloidin

Als Toxin des griinen Knollenblatterpilzes mit einer LD5g von 2-3 mg/kg ist das Cyclopeptid
Phalloidin verantwortlich fiir die in vivo Unterbindung der Depolymerisation und Umordnung
von Aktinfilamenten [33]. Mit einer Dissoziationskonstante Kp von = 1078 M bindet Phalloidin
an die Interaktionsseiten zwischen den G-Aktin Untereinheiten von F-Aktin Strédngen, wodurch
sich die Depolymerisationsrate 30-fach erniedrigt. [I81] [220]. Insbesondere auch in in vitro Expe-
rimenten kommen héufig fluoreszenzmarkierte Derivate, wie beispielsweise Phalloidin-TRITC,
zur Anwendung, da sie neben der Stabilisierung gleichzeitig auch die fluoreszenzmikroskopische

Beobachtung der Filamente ermoglichen.

2.3 Die Zellmembran

Membranen sind elementare Komponente aller lebenden Organismen. Die Existenz einer wenige
Nanometer starken Zellmembran aus Phospholipiden wurde zum ersten Mal Ende der 20er Jahre
des vergangenen Jahrhunderts von Gorter und Grendel postuliert. Bei der Extraktion von Lipiden
aus Erythrozyten stellten sie fest, dass die Menge exakt ausreichend war, um die Oberfliche
zweimal zu bedecken. Sie schlossen daraus, dass Zellen von einer Lipiddoppelschicht umgeben
waren, mit den hydrophoben Teilen zueinander und den hydrophilen Teilen nach auflen zeigend
[65]. Durch Inkorporation unterschiedlichster Proteine fungieren Membranen neben der simplen
Abgrenzung der Zelle von der Umgebung oder der Unterteilung in einzelne Kompartimente wie
Mitochondrien, endoplasmatischem Retikulum oder Zellkern auch als hochsensitive Schranken
zur Steuerung chemischer und elektrischer Vorgénge. Dadurch kontrolliert die Plasmamembran
den Kommunikationsfluss zwischen den Zellen und ihrer Umgebung; sie sorgt fiir die Rezeption
von Signalen und ihre Translation in Reaktionen der Zelle, wie z.B. der Umbildung zellulérer
Aktinstrukturen. Wahrend sich biologische Membranen so je nach Funktion oder Organismus
stark unterscheiden ist ihr grundlegender Aufbau aus Lipiden eine universelle Eigenschaft der
Zellen.

Zum Verstandnis des Beitrags kiinstlicher Membransysteme zur Erforschung der Zelleigen-
schaften bieten die nachfolgenden Abschnitte einen Uberblick iiber Aufbau und Funktion von
Lipiddoppelschichten und der Zellmembran sowie der Interaktion mit dem Zellskelett im Beson-

deren.

2.3.1 Lipide & Lipidmembranen

Bei Lipiden handelt es sich um wasserunlésliche, amphiphile Molekiile, die sowohl iiber polare
wie auch unpolare Bereiche verfiigen. Bei einer Lénge von circa 2,5 nm kann ihr spezieller Aufbau
dabei stark variieren. Die am haufigsten in biologischen Membranen anzutreffenden Phospholipide
(siehe Abbildung bestehen aus ein oder zwei Alkylketten von 14-24 C-Atomen Lénge, die

gesattigt oder ungeséttigt — d.h. mit Doppelbindungen versehen — vorliegen kénnen. Verzweigte
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Abbildung 2.4: Aufbau und selbstorganisierende Strukturen von Phospholipiden am Beispiel
von Phosphatidylcholin. Lipide lassen sich in einen unpolaren, hydrophoben (gelb) und einen
polaren, hydrophilen (griin, blau) Bereich unterteilen (a). Amphiphile Lipide bilden spontan eine
Reihe verschiedenster Strukturen aus, darunter Mizellen (b), inverse Mizellen (c), doppelschichtige
Vesikel (d) und planare Lipiddoppelschichten (e).

Fettsdureketten sind in Tensiden tierischer Membranen nicht anzutreffen. Die Ketten schlieflen
vornehmlich {iber Esterbindungen an das Riickgrat der Phospholipide, dem dreiwertigen Alkohol
Glycerin, oder an das weitaus komplexere Sphingosin an. Im Falle der Phosphoglycerine ist
die C-3-Hydroxylgruppe des Glycerol mit einer Phosphorsédure verestert, was in der Form von
Phosphatidat, dem einfachsten Phosphoglycerid resultiert [I97]. Uber die Phosphorylgruppe
schliefflich kann eine Reihe verschiedenster Alkohole, wie Glycerin, Cholin oder Inositol mit dem
Grundgeriist verbunden sein.

Neben Phosphoglyceriden und Sphingolipiden bilden Glykolipide und Sterole wie Cholesterol
die weiteren Hauptgruppen der Membranlipide. Bei Glykolipiden sind statt einer Phosphoryl-
gruppe ein oder mehrere Zucker direkt mit dem Riickgrat des Lipids verkniipft wiahrend Sterole
komplett vom vertrauten Muster abweichen. Bei Cholesterol ist die unpolare Fettsdurenkette an
ein starres System von 4 Kohlenstoffringen angeschlossen, welche mit lediglich einer Hydroxyl-

gruppe iiber einen duflerst geringen polaren Anteil verfiigt.

Die besondere Unterteilung in polare und unpolare Anteile fithrt dazu, dass Lipide sowohl
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in wéssriger als auch dliger Umgebung zu spontaner Selbstorganisation neigen. Formen sie an
der Grenzflache zwischen Luft und wéssrigen Losungen gerichtete monomolekulare Schichten,
bei denen die hydrophoben Alkylketten von der Oberfliche in den Luftraum hineinragen, so
sind sie abhingig von ihrer Struktur und ihres prozentualen Anteils in Losung in der Lage
sogenannte Mizellen oder invertierte Mizellen auszubilden (siche Abbildung (b) & (c)). Ei-
ne weitere Anordnung die die hydrophoben und hydrophilen Anforderungen der Lipide erfiillt
ist die Ausbildung einer Doppellipidschicht, welche von den meisten Lipiden aufgrund ihrer
Fettsdurekettenstruktur bevorzugt wird ((d) & (e)). Doppellipidschichten wenden wéssrigen Um-
gebungsmedien jeweils den hydrophilen Teil der Tenside zu, wiahrend die hydrophoben Alkylreste
zueinander in Richtung Membranmitte zeigen. An den Réndern fithrt dies zu einer energetisch
ungiinstigen, starken Kriimmung der Membranstruktur und einer damit einhergehenden hohen
Instabilitdt. Nichtunterstiitzte, freie Lipiddoppelschichten formen daher in der Regel spontan
geschlossene Vesikelstrukturen, wobei hauptséichlich hydrophobe Kriéfte fiir deren Ausbildung
verantwortlich zeichnen [72]. Weitere Beitrage zur Stabilisierung der Strukturen liefern van-der-
Waals-Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten sowie elektrostatische Interaktionen und
Wasserstoffbriicken zwischen den polaren Kopfgruppen und den sie umgebenden Wassermolekiilen
[197].

Lipidmembranen stellen keine starren, geschlossenen Strukturen dar. Es handelt sich vielmehr
um eine 2-dimensionale Fliissigkeit mit hoher innerer Dynamik, deren Viskositéit sowohl von
der Zusammensetzung als auch von der Temperatur abhangig ist. Die unterschiedlichen Kom-
ponenten fithren dazu, dass Membranen durchlissig sind fiir kleine lipophile Molekiile wie CO»
oder Ethanol. Auch die Permeabilitat fiir Wassermolekiile liegt temperaturabhéngig bei einem
vergleichsweise hohen Koeffizienten von einigen Dutzend pm/s wohingegen sich Ionen wie C1™
oder Nat lediglich im Bereich von 107%-107® pm/s bewegen, ein Effekt der direkt mit der
stabilen Hydrathiille um die Ionen verbunden ist [169, 197]. Die Permeabilitéit von Molekiilen
wie Glucose oder Glycerin liegt im Bereich dazwischen, wihrend Membranen fiir noch grofere
Molekiile praktisch undurchléssig sind.

Innerhalb der Lipiddoppelschicht kénnen 3 mdogliche Bewegungen der Molekiile in ihrer Ge-
samtheit unterschieden werden, die in Abbildung dargestellt sind. Neben einer Rotation um
die Vorzugsachse konnen Lipide sowohl lateral innerhalb einer Lipidschicht als auch transversal
diffundieren. Molekulardynamik-Simulationen liefern fiir Phospholipide in Ubereinstimmung
mit den Relaxationszeiten aus Kernspinresonanzspektroskopien Rotationskorrelationszeiten von
5-10ns [100]. Messungen der transversalen und lateralen Diffusion kénnen beispielsweise mittels
Elektronenspinresonanz oder FRAP (engl.: fluorescence recovery after photobleaching) erfolgen
[38, [T05]. Liegt die laterale Mobilitdt mit 107%s in einem — gemessen an zelluliiren Mafstiiben —
hohen Bereich, so ist die transversale Diffusion mit einer statistischen Dauer von circa 10°s um

einen Faktor 10! langsamer. Begriindet liegt dies in dem hohen Energiebedarf, den der hydrophile
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Abbildung 2.5: Dynamik von Lipidmolekiilen innerhalb einer Doppelschicht. Wéhrend es sich
bei der lateralen Diffusion und Rotation von Lipiden sowie bei Biegung der Fettsdureketten um
hochdynamische Bewegungen im Milli- und Nanosekundenbereich handelt ist die transversale
Diffusion stark gehemmt.

Teil eines Lipids aufwenden muss, um durch die hydrophoben Fettsdureketten benachbarter
Lipide hindurchzudringen. Eine Ausnahme bilden Lipide mit duflerst kleinen polaren Anteilen
wie Cholesterol die eine Rate von mehreren Schicht-Ubergingen pro Sekunde aufweisen [37].
Einen grofien Einfluss auf die Beweglichkeit der Membranlipide {ibt die Temperatur aus. Unter-
halb einer kritischen Temperatur liegen die Lipidmolekiile in einem hochgeordneten, gelartigen
Zustand vor. Bei Warmezufuhr erhoht sich die Brownsche Bewegung der Lipide und es kommt
zum Phaseniibergang in einen ungeordneten, fliissigen Zustand [204]. Grund fiir die Zunahme an
Mobilitat ist der gegeniiber der Gelphase geringerere Ordnungsgrad der Lipide. Dieser fiihrt zu
Dichteschwankungen und einer Abnahme der bereits erwihnten van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen den polaren Kopfgruppen. Dabei ist die Phaseniibergangstemperatur charakteristisch fiir
die jeweilige Zusammensetzung der Lipidmembran. Sowohl Cholesterol als auch ein hoher Anteil
an Fettsdureketten mit cis-Doppelbindungen respektive Knicken in den Alkylketten bewirkt
aufgrund des vergroflerten Abstandes zwischen den Lipidkopfgruppen eine Zunahme der Mobilitét

und damit verbunden eine Absenkung der kritischen Temperatur [2].

2.3.2 Das Flissig-Mosaik-Modell

Die Erkenntniss einer fliissigen Membran fithrte zu Beginn der 70er Jahre zur Entwicklung des
sogenannten , Fliissig-Mosaik-Modells“ fiir Zellmembranen durch Singer & Nicolson [189, 190]
(vergleiche Abbildung . Es zeichnet sich dadurch aus, dass Proteine nicht mehr wie vorher
angenommen auf der Membran lokalisiert, sondern in die Lipiddoppelschicht integriert sind, wobei

die Wechselwirkung mit Lipidmolekiilen fiir die Funktion der Proteine teils unerlésslich ist. Unter-
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schieden wird dabei in Transmembranproteine welche beide Lipidschichten durchspannen sowie
periphere Proteine die lediglich in eine Membranschicht eindringen. Wahrend Transmembranpro-
teine wie beispielsweise lonenkanéle haufig iiber grofle, geringpolare Zwischenbereiche verfiigen,
die ihre Integration in die Doppelschicht ermdglichen, sind periphere Proteine hauptséchlich tiber

polare Wechselwirkungen an die Lipidkopfgruppen gebunden.

Kanalprotein EXTRAZELLULARRAUM Kohlenhydratkette
Hydrophile Képfe

Globuléres Protein .
Glycoprotein

Phospholipid-
Doppelmembran

Phospholipid-Molekdil

Zytoskelettfilamente Alpha-Helix Hydrophobe Anteile
CYTOPLASMA

Peripheres Protein

Abbildung 2.6: Fliissig-Mosaik-Modell der Zellmembran®. Zellmembranen sind auf zwei Dimen-
sionen beschréinkte Losungen unterschiedlicher Lipide und Proteine. Membranproteine kénnen
sich in der Regel, wie auch einzelne Lipidmolekiile, lateral — zumindest begrenzt — frei innerhalb
der Membranschicht bewegen. Im Gegensatz dazu ist der transversale Wechsel von Proteinen
unterbunden was zu einer asymmetrischen Verteilung zwischen Innen- und Aufenseite der
Zellmembran fiihrt.

Gingen Singer & Nicolson noch davon aus, dass sich Lipide wie auch Proteine frei innerhalb
einer Membranschicht bewegen kénnen, zeigen neuere Erkenntnisse deutliche Heterogenitaten
in deren Strukturen. Zusammenlagerungen von Lipiden oder Proteinen, die sich haufig durch
hohe Anteile an Cholesterol und Sphingolipiden auszeichnen, formen fliissig-geordnete Doménen
innerhalb der Zellmembran, die als Lipidfl68e bezeichnet werden [211, [I88]. Dabei ist die Frage
iiber Stabilitét solcher Domédnen und deren Bedeutung fiir die Membranfunktion Gegenstand
aktueller Betrachtungen [50} [115] 159, 209].

Neben lateralen Unterschieden fiihrt der unterdriickte Ubergang von Lipiden und Proteinen
von einer Lipidschicht in die Andere zudem zu einer hohen transversalen Konservierung der
Membrankomposition und erméglicht so den Aufbau unterschiedlicher Strukturen in Auflen-
und in der dem Cytosol zugewandten Seite [2]. So finden sich beispielsweise Glykolipide und
Glykoproteine, welche bekanntermaflen eine bedeutende Rolle bei der interzelluldren Erkennung

spielen, lediglich auf der dem Extrazellularraum zugewandten Seite der Membran.

1 http://de.wikipedia.org/wiki/Flissig-Mosaik-Modell
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2.4 Interaktionen zwischen Zellskelett & Zellmembran

Die Plasmamembran der meisten pro- und eukariotischen Zellen ist von einem engmaschigen
Netzwerk filamentoser Proteine unterlegt, welches zur Formstabilitdt der Zelle und der Untertei-
lung der Membran in Doménen beitrégt. Erythrozyten beispielsweise verfiigen tiber ein spezielles
Netzwerk langkettiger Spektrinpolymere, welche iiber Proteine wie Ankyrin oder Protein 4.1 mit
Ionenkanélen der Membran sowie dem Aktinnetzwerk der Zelle verbunden sind [197]. Zuséatz-
lich zu intrazelluldren Strukturen verfiigen viele Zelltypen im extrazelluldren Raum auch iiber
dreidimensionale Filamentnetzwerke, die sogenannte Extrazelluldre Matrix (EZM), welche an
die Lipiddoppelschicht oder ,direkt* an das Skellet des Cytoplasmas [93] gebunden sind. Neben
solch spezialisierten Systemen stehen alle Komponenten des Zellskeletts in ihren verschiedenen
Ausprigungen tiber teils komplexe Proteinsysteme in wechselseitigem Kontakt mit Elementen

der Zellmembran.

Spezielle Membranproteine wie Ponticulin bilden direkte Angriffspunkte fiir Aktinfilamente
indem sie als Nukleationskomponente fungieren [29]. In beschrénkter Weise sind Filamente
dariiber hinaus in der Lage durch Ladungsinteraktion direkt an Lipidschichten zu koppeln,
eine Interaktion die von geringer Stédrke und daher ungeklédrter physiologischer Bedeutung ist.
Fluoreszenz- und elektronenmikroskopische Studien an Plasmamembranen konnten allerdings
zeigen, dass die laterale Diffusion von Lipiden und Proteinen und somit die Ausbildung von
Kompartimenten durch den unterliegenden Aktinkortex stark beeinflusst ist [104), 143]. Ebenso
spielt das Zellskelett eine grofie Rolle bei der Anderung aber auch Riickbildung von Zellform oder
-grofle beispielsweise im Verlauf von Endo- oder Exocytose. Durch Kopplung an die Membran und
insbesondere an Ionenkanéle ist das Filamentnetzwerk in der Lage Einfluss auf die osmotische
Druckregulation der Zelle zu nehmen. Dariiber hinaus bilden sich bei Dehnung oder Kompres-
sion des Netzwerkes Spannungen in der Membran und dem unterliegenden Kortex, von denen
angenommen wird, dass sie als Gedéchtnis fiir die Riickfithrung der Zelle in ihre urspriingliche
Form dienen [93].

Membranassoziierte Proteine — hdufig durch extrazelluldre Signale gesteuert — besitzen um-
gekehrt einen direkten Einfluss auf die Gestalt des zelluliren Netzwerkes. Uber eine Reihe
membranorganisierter Komplexe regulieren Gruppen von G-Proteinen Effektorproteine, wie bei-
spielsweise WASP und WAVE;, die die zellweite Nukleation und Verzweigung von Aktinfilamenten
kontrollieren [41]. Dariiber hinaus ist auch eine direkte Polymerisation im Kontaktbereich von
Membran und Aktin méglich. So kann die Zelle durch Bindung von mit F-Aktin verbundenen
Capping-Proteinen wie Gelsolin an Membranproteine eine Entkopplung mit dem Filament her-
beifithren, was eine instantane Verldngerung ermoglicht [91]. Dies fiihrt zum Teil zu kompakten
Aktinstrukturen wie Filopodien, fadenférmigen Ausstiilpungen der Membran, die fir die Zelle
von grofler Bedeutung fiir die Wahrnehmung der Umgebung sind [41].

Grundlage fiir die Interaktion zwischen Zellen und der Umwelt sind sensitive Proteinkomplexe
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in der Membran, wie beispielsweise die Fokalen Adhésionen. Bei Fokalen Adhésionen handelt es
sich um Cluster aus zum Teil iiber 50 verschiedenen Proteinen, welche das Zellskelett mecha-
nisch mit Elementen der extrazellularen Matrix — oder an kiinstliche Oberflachen verkniipft —
bindet. Als Hauptmediator fungieren dabei Transmembranproteine der Integrin-Familie, welche
extrazelluldr an Proteine der EZM (mit spezifischer Aminosiuresequenz, z.B. RGD-Sequenz) und
intrazellulér iiber eine Kaskade an Adapterproteinen wie a-Aktinin an die Stressfasern der Zelle
anschliefen und Einfluss auf den Netzwerkaufbau ausiiben [16] 63, 225]. Dabei unterliegen fokale
Adhésionskomplexe einer hohen dynamischen Variation durch Auf- und Abbau und spielen eine
zentrale Rolle bei der Adhésion und Migration von Zellen. Weiterhin existieren Komplexe, welche
direkte Kontakte zwischen Zellen herstellen, wie beispielsweise Integrin-verbundene Desmosome in
Epithelzellen oder Ahésionsverbindungen unter Einbindung von Mikrotubuli und Aktinfilamenten
[93].

2.5 Modellsysteme

Neben komplexer computerbasierter Simulationen haben moderne Préaparationstechniken in
den vergangenen Jahren eine Vielzahl an Modellsystemen zur Erforschung von Membran- und
Cytoskelettcharakteristika hervorgebracht. Dreidimensionalen Netzwerken zelluldrer Filamente
oder spezialisierten Strukturen an Oberflichen stehen dabei Vesikeln sowie unterstiitzten oder
freitragenden Membranen gegeniiber. Die folgenden Abschnitte geben einen Uberblick iiber aus-
gewahlte Systeme, deren Erzeugung und speziellen Eigenschaften. Weitergehende Informationen

zu Vesikeln und deren Erzeugung kénnen Abschnitt entnommen werden.

2.5.1 Aktinstrukturen

Die Nachbildung zelluldrer Aktinnetzwerke beschrénkt sich im allgemeinen auf die Erzeugung
dreidimensionaler Aktingele, die unter dem Einfluss ionischer oder mit Polymeren respektive Pro-
teinen angereicherter Reagenzien zur Ausbildung unterschiedlicher Strukturen angeregt werden
[120]. Neben der Strukturaufkldrung bilden dreidimensionale Gele eine verbreitete Grundla-
ge mikrorheologischer Messungen zur Bestimmung der viskoelastischen Parameter spezieller
Aktinsysteme. Abhédngig von der Aktinkonzentration sowie von Typ und Konzentration der
verwendeten Vernetzerreagenzien untergehen die Gele dabei strukturelle Phaseniibergédnge, von
rein verschrankten Filamenten tiber homogene Netzwerke bis hin zu Netzwerken aus Aktinbiindeln
[18]. Wihrend a-Aktinin dazu neigt homogen vernetzte Netzwerke zu erzeugen tendiert F-Aktin
zum Beispiel unter Zugabe von Filamin oder divalenten Kationen, wie Mg?T, dazu Aktinbiin-
del auszubilden [I79, [206]. Experimenten an reinen, passiven Aktingelen stehen Experimente
an gemischten, respektive aktiven Systemen, beispielsweise bestehend aus Aktin-Mikrotubuli
[158] oder Aktin-Myosin Losungen [14] gegeniiber, welche die dynamischen Interaktionen der

Zellnetzwerkkomponenten besser widerspiegeln.
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Einen anderen Ansatz verfolgten Reymann et al. [I71]. Um den Einfluss der Keimbildungsgeo-
metrie auf die Erzeugung spezifischer Netzwerkstrukturen wie Stressfasern und Filopodien zu
untersuchen, funktionalisierten sie Bereiche von Deckgldsern mit dem proteinadsorbtionsverhin-
derndem PLL-PEG. Anschlieflende Beschichtung der freien Fléchen mit dem keimbildungsférdern-
den Faktor pWA, einem Protein der WASP-Familie, ermdglichte das Wachstum von Aktinstriangen
auf begrenzten Bereichen der Oberfliche. So konnte anhand unterschiedlicher Strukturen eine
bedeutende Winkelabhédngigkeit bei der Strukturausbildung nachgewiesen werden.

Eine Moglichkeit zur Erzeugung quasi-2-dimensionaler Aktinstrukturen, dhnlich dem Aktin-
kortex in Zellen, stellt die von Roos et al. entwickelte Methode der freitragenden Filamente auf
Saulensubstraten dar [176]. Mit Myosin funktionalisierte, photolithographisch erzeugte Mikroséu-
len aus Polydimethylsiloxan (PDMS) fungieren dabei als Stiitzen fiir F-Aktin. Abhédngig von den
chemischen und flussgeometrischen Parametern lassen sich durch Integration in mikrofluidische
Kammern sowohl homogene Netzwerke als auch Filamentbiindel erzeugen. Analog dazu ist es
moglich begrenzte Netzwerkstrukturen mittels holographischer optischer Pinzetten (HOP) zu
generieren [75]. Dabei fungieren multiple funktionalisierte Polystyrolkugeln, gefangen in den
Strahlzentren der optischen Pinzette, als Ankerpunkte. Neben der Generierung und Modulation
einer Vielzahl unterschiedlicher Geometrien bietet die Verwendung einer HOP den Vorteil einer
simultanen und hochsensitiven Messung, der beispielweise im Verlauf der Vernetzung auftretenden
Kréfte [195].

2.5.2 Vesikel & Membranstrukturen

Fiir die in wvitro Untersuchung der Eigenschaften von Zellmembranen steht eine Vielzahl an
diversifizierten Systemen zur Verfiigung. Eine Auswahl davon kann Abbildung entnommen
werden. Groflie, unilamellare Vesikel (GUVs) haben sich dabei als zentrales System zur Erfor-
schung genereller, mechanisch-dynamischer Membraneigenschaften [60] als auch der Untersuchung
integrierter Proteine erwiesen [40]. Beispiele hierfiir seien neben der Ermittlung von Diffusi-
onskonstanten einzelner Lipide oder der Funktionen von Proteinen auch die Entstehung von
Heterogenitiaten durch Phasenseparation [209, [209]. Dariiber hinaus fungieren Vesikel auch als
abgeschlossene Kompartimente zur Untersuchung chemischer Reaktionen bis hin zur Proteinsyn-
these in Zellen, durch Einschluss von Plasmiden und den zugehorigen Transkriptions-Translations
Faktoren [I50, 214]. Eine Beschreibung verschiedener Herstellungstechniken kann Abschnitt
entnommen werden.

Von ebenso grofier Bedeutung sind unterstiitzte Membranen, typischerweise durch Vesikel-
abscheidung erzeugt [I73]. Neben der hohen Stabilitdt bieten sie den Vorteil eine Vielzahl
oberfldchensensitiver Untersuchungstechniken wie AFM oder TIRFM einsetzen zu konnen [26].
Bietet die Abscheidung so einerseits grofle Vorziige, so kann sie in Hinsicht auf Molekiildynamik
oder Funktion von Transmembranproteinen ebenso grofle Hindernisse darstellen. Ein Weg um

dies zu minimieren stellt die Abscheidung von Membranen auf Polymersubstraten wie PEG dar
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Abbildung 2.7: Modellsysteme zelluldrer Lipidmembranen. (a) Phasenseparation in GUVs; (b)
Vesikelnetzwerke verbunden durch Lilpidzylinder; (c) & (d) unterstiitzte Lipiddoppelschichten
erzeugt durch GUV Ausbreitung; (e) Membran mit Ionenkanélen auf Polymersubstraten; (f)
isolierte Membranscheiben mit Transmembranproteinen; (g) aufgebrochene Zellmembranen
auf Substraten; (h) Potentialmessung an ,black lipid“ Membran; (i) freitragende ,black lipid“
Membranen auf porésem Silikon; (j) Computersimulationen (Adaptiert aus [3, [26, [137]).

[135. 201

Schrénken die zwei bislang beschriebenen Modellgruppen die gleichzeitige Zuganglichkeit beider
Membranseiten stark ein, so ertffnen freistehende Membranen deutlich vereinfachte Messungen,
beispielsweise von Transportprozessen iiber die Lipiddoppelschicht. Vielfach auch black lipid
membranes genannt — aufgrund der Ausléschung des an beiden Lipidschichten reflektierten Lichts
durch Interferenz — finden sie verbreitete Anwendung bei Bestimmungen der Membranstabilitét
[105, 137] oder bei Messungen zur Leitfahigkeit [211], [222]. Durch Analyse von Ionenstromfluktua-
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tionen lassen sich dabei selbst Aussagen iiber die Funktion von Kanilen auf Einzelmolekiilebene
treffen. Eine bereits in den 60er Jahren entwickelte Technik zur Erzeugung ist die Auftragung
einer Verdiinnung aus Lipiden in organischen Losemitteln auf ein l6chriges, hydrophobes Substrat
mittels eines Pinsels in wéssriger Umgebung. Durch Ausbreitung der Lipide auf dem hydrophoben
Substrat (z.B. Teflon) verjingt sich der Film bis hin zur Ausbildung einer Lipiddoppelschicht
iiber den Offnungen (vergleiche Abbildung (h)). Die erzeugten freistehenden Membranen
konnen einen Groéflenbereich von Bruchteilen eines Mikrometers bis hin zu mehreren Millimetern
abdecken. Aufgrund der verwendeten Losung beinhaltet jedoch auch die resultierende Membran
grofle Teile an Losemitteln, was zu einer Verfilschung der viskoelastischen Eigenschaften bezie-
hungsweise der Diffusionskonstanten fiihren kann [222]. Eine Moglichkeit nahezu losemittelfreie
Membranen zu erzeugen ist die Auftragung der Lipidlosung auf die wéssrige Losung der Umge-
bung mit anschlieBender Absenkung und Anhebung des Fliissigkeitsstandes in dessen Verlauf es

zur Membranausbildung auf dem senkrecht stehenden Lochsubstrat kommt.

2.5.3 Aktin-Membran Kombisysteme

Die vielfaltigen Interaktionen zwischen Zellmembran und Zellskelett machen es unméglich diese
essenziellen Komponenten der Organismen durch separate in vitro Experimente vollstdndig zu
verstehen. Waren die bislang beschriebenen Modellsysteme jeweils auf Eine der Beiden spezialisiert,
so wurden dariiber hinaus Systeme entworfen die die Untersuchung der Wechselbeziehungen
ermoglichen.

Ein solches System sind beispielsweise Aktinvesikel. Dabei ist zu unterscheiden nach Vesikeln
welche Aktinfilamente einschliefen und Vesikeln deren Auflenseite durch ein Aktinnetzwerk
bedeckt ist [82]. Stellen Erstere ein Modellsystem fiir Aktinstrukturen in Zellen dar, so fungieren
Letztere auch als Analogon fiir die Vesikelentstehung aus Zellmembranen im Laufe der Endocytose
[167]. Wéahrend der Aufbau &uflerer Netzwerke durch Anlagerung von filamentosem Aktin
an Ankerpunkte in der Membran ablduft erfolgt der Aufbau interner Strukturen durch den
Einschluss einer Aktin-Polymerisationslosung im Laufe der Vesikelherstellung. Nachdem die
Konzentration an G-Aktin im Auflenraum durch Verdiinnung oder Spilung herabgesenkt wurde
kann die Polymerisation innerhalb der Vesikel durch Temperaturerh6hung, den Zufluss von
Ionen tiber Ionenkanéle und Elektroporation oder UV Bestrahlung von Polykationen initiiert
werden [31), [71, 213]. Problematisch dabei ist die Herstellung von Vesikeln mit Aktin- und
Ionenkonzentrationen von physiologischer Relevanz, ohne dabei die Stabilitadt der Membran zu
beeintrachtigen, was jedoch mittels spezieller Praparationstechniken umgangen werden kann
[213]. Anwendungsbereiche bilden unter anderem die Erforschung des selbstdndigen Aufbaus
individueller Aktinstrukturen [205] oder die Bestimmung kooperativer mechanischer Eigenschaften
[81]. Studien zum Adhésionsverhalten durch Murrell et al. beispielsweise zeigten eine deutliche
Abhéngigkeit der Vesikel-Ausbreitungsdynamik vom unterliegenden Aktinkortex [147].

Eine weitere Methode ist die Erzeugung von Aktinstrukturen auf unterstiitzten Membranen.
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Im Gegensatz zu Aktinvesikeln bietet der schrittweise Aufbau eine bessere Kontrolle tiber die
experimentellen Bedingungen — zusétzlich zu den im vorherigen Abschnitt erleuterten Vorteilen
unterstiitzter Membranen. Der Aufbau geschieht dabei wahlweise durch Abscheidung prapoly-
merisierter Filamente [I7] oder der in situ Polymerisation, eingeleitet durch Aktin bindende
Membranproteine wie Ponticulin [96]. Aktuelle Studien schliefen neben der Untersuchung von
Aktin-Membran Interaktionen und der Eigenschaften Aktin bindender Proteine auch die For-
mation komplexer filopodiendhnlicher Strukturen ein. So gelang es Lee et al. durch Beigabe
von Frosch-Ei Extrakt zu auf Membranen wachsenden Komplexen aus Aktin und Aktin binden-
den Proteinen nicht nur eine Reorganisation und Biindelung der Filamente, sondern auch die

selbststiandige Anlagerung weiterer filopodienassizoierter Proteine einzuleiten [109].



KAPITEL 3

Polymertheorie und Mikrorheologie

Zellen und mit ihnen die Strukturen des zelluldren Skellets unterliegen stidndig wechselnden
Umweltbedingungen. Thre hohe Fahigkeit zur Adaption héngt dabei in besonderem Mafle von der
semiflexiblen Natur der am Zellskelett beteiligten Polymerfilamente ab. Sie fiihrt im Netzwerk-
verbund zu einem mechanischen Verhalten, welches sowohl die elastischen, energiespeichernden
Eigenschaften von Festkorpern, als auch das viskose, dissipative Verhalten von Fliissigkeiten
widerspiegelt. Weit verbreitete Anwendung in der Untersuchung dieser speziellen Eigenschaften —
sowohl im Rahmen von in vitro als auch in vivo Experimenten [108| 139, 216] — findet dabei die
Technik der Mikrorheologie, bei der die Bewegung der Netzwerke auf mikroskopischer Ebene
durch die Einbringung von Probenpartikeln bestimmt wird. Das folgende Kapitel bietet einen
Uberblick iiber die mechanischen Eigenschaften semiflexibler Polymere sowie ihre Vernetzung
mittels Gegenioneninteraktion. Es gibt dariiber hinaus Einblick in das grundlegende viskoelasti-
sche Verhalten von Polymernetzwerken und legt einen Schwerpunkt auf die der Mikrorheologie

zugrunde liegende Theorie sowie der fiir die Auswertung nétigen Routinen.

3.1 Semiflexible Polymere und viskoelastische Korper

3.1.1 Persistenzlange

Kinstliche, aber auch natiirliche Polymere wie Aktin, zeichnen sich dadurch aus, dass sich
ihre Untereinheiten aufgrund verschiedener molekularer Interaktionen — beispielsweise durch
Wasserstoffbriicken oder Coulomb Abstoflung — in einer Konformation befinden welche nicht
beliebig stark gegeneinander verschoben werden kann. Dies fiihrt zu einer inneren Steifigkeit

welche bei linearen Polymerketten mittels der Persistenzlénge [, beschrieben werden kann.
Eine Moglichkeit zur Beschreibung semiflexibler Polymere stellt das von Kratky und Porod

Ende der 40er Jahre entwickelte und von Saitd et al. erweiterte Wormlike- Chain-Modell dar.

Anders als beispielsweise im Freely-Jointed- Chain-Modell, welches ein Polymer als Kette von NV

25
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S us) = dr(s)

Abbildung 3.1: Definition der Persistenzlinge anhand des Wormlike-Chain-Modells. Durch
Berechnung des zeitlichen Mittels der Tangentialvektoren u(s) an allen Orten s ldsst sich die
zur Persistenzlidnge exponentiell proportional abfallende Korellation der Filamentorientierung
bestimmen.

steifen Abschnittten der Lénge [, auch Kuhn-Segmente genannt, darstellt, wird ein Filament
hier als kontinuierliche, differenzierbare Kurve r(s), mit der Konturlinge I, = $;qz, gemessen
entlang der Kette des Polymers, beschrieben. Obwohl das Modell die Elastizitéit realer Materiali-
en beriicksichtigt werden aufgrund der nicht exakten Losbarkeit im allgemeinen entsprechende
Terme vernachléssigt [232]. Eine Randbedingung des Modells ist sodann, dass Filamente ledig-
lich transversalen Schwingungen, nicht aber longitudinalen Fluktuationen durch Dehnung oder
Kompression unterliegen, was bedeutet, dass [. {iber alle Zeiten konstant bleibt.

Die Persistenzlénge ist in dieser Beschreibung iiber die Richtungskorrelation zweier Tangential-

vektoren

u(s) = T (3.1)

an den Orten s und s’ bestimmt. Im zeitlichen Kontinuum ldsst sich die Korrelationsfunktion
(u(s) - u(s")) bei kleinen Richtungsinderungen u(s) — u(s’) und kleinen Abstédnden s — s’ zu

einer exponentiell abfallenden Funktion mit

=4

(u(s) -u(s)) = (3.2)

entwickeln. Fiir wachsende Absténde s — s fillt die Korrelation auf 0 ab, mit [, als Abklingrate.

Durch Austausch von Energie mit der Umwelt, auch im thermischen Gleichgewicht, kommt
es zu Fluktuationen in der Form von Polymeren. Abbildung zeigt ein solches Filament in
verschiedenen Ausschnitten. Gewohnlich ist die Konturlinge [. gréfler als die rdumliche Aus-
dehnung. Ist die Konturliange sehr viel grofler als die Persistenzlange, so ist das Polymer in der
Lage in sich verschlungene Konformationen einzunehmen und es wird als flexibel bezeichnet. Mit
zunehmender Verkiirzung nimmt der Grad der Deformierbarkeit jedoch stark ab. Ist die Lénge
im Bereich von [, so ist die Beweglichkeit derart eingeschrankt, dass man von Semiflexibilitat

spricht. Bei Abschnitten, die deutlich unter der Persistenzlange des betrachteten Polymers liegen,
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Abbildung 3.2: Klassifikation eines thermisch angeregten Polymers anhand von Kontur- [. und
Persistenzldnge 1,,. Die Unterscheidung in flexibel, semiflexibel oder starr ldsst sich fiir unter-
schiedliche Polymere nicht absolut treffen, sondern hdngt vom Verhéltnis der durchschnittlichen
Kettenlinge zur Persistenzlédnge ab. So fallt F-Aktin auf zellulirer Ebene in die Kategorie der
semiflexiblen, Mikrotubuli jedoch in die Gruppe der Filamente mit eher starrem Charakter.

néahert sich die Konturldnge schliellich der Langsausdehnung L der Kette an. Eine thermische
Verformung des Polymerstranges ist nur noch in geringem Mafle moglich; das Filament ist starr.
Waiéhrend die Persistenzlénge eine feste, wenn auch temperaturabhéngige Gréfle des jeweiligen
Polymermaterials ist, so ist fiir das Verhalten eines einzelnen Filaments das Verhaltnis von /. zu [,
mafBgebend. Anhand dieses Verhéltnisses lassen sich auf zelluldrer Gréflenordnung die Filamente
des Zellskeletts in semiflexibel (Aktin, Intermediarfilamente) und starr (Mikrotubuli) einteilen
(vgl. auch Abschnitt [2.1).

Aufgrund der Temperaturabhéangigkeit des Energiezustands eines Polymers hiangt auch die

Persistenzldange direkt von der Temperatur des umgebenden Mediums ab. Mittels

l— K
P kpT

steht sie iiber die Biegesteifigkeit x zudem in Verbindung mit den inneren mechanischen Ki-

(3.3)

genschaften des Polymers. In Experimenten lielen sich die Persistenzldngen von F-Aktin und
Mikrotubuli beispielsweise anhand fluoreszenzmarkierter, auf 2 Dimensionen beschriankter Fila-

mente durch Korrelations- oder Modenanalyse ermitteln [64, [153].

3.1.2 Mechanische Parameter linearer Polymere

In der Néaherung fiir schwach gebogene Stibe sollen fiir Filamente im Folgenden einige Zusam-
menhinge der Materialeigenschaften geklart werden um eine Grundlage fiir die Beschreibung
der Netzwerkeigenschaften zu liefern. Wie wir gesehen haben lédsst sich die semiflexible Natur
eines Filamentes zuriickfithren auf dessen Biegesteifigkeit x, einem Maf fiir den Widerstand eines

Materials gegen transversale Verformung. Durch Biegung erfahren Objekte bei Kompression der
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konkaven Seite eine gleichzeitige Dehnung der Konvexen was zu lokalen Spannungen senkrecht zur
Filamentachse fithrt. Ein Maf3 fiir den Widerstand unterschiedlicher geometrischer Formen gegen
diese Spannungen stellt das axiale Flachentridgheitsmoment I, dar. Unter Vernachlidssigung der
inneren Struktur eines Polymers ergibt sich fiir einen zylinderférmigen Strang mit Durchmesser

a ein Flachentrégheitsmoment von I, = [, y2dA = ma* /4. Bei geringer lokaler Kriimmung C

_ Ou(s)  9%r(s)
- 09s  0s2

d.h. bei kleiner Anderung des Tangentialvektors w(s) mit s, konnen Querschnitt und I, als

Cn

(3.4)

konstant angesehen werden. Die lokale Kriimmung ist dann iiber die Biegesteifigkeit x, dem
Produkt aus Elastizitdtsmodul F und Flachentrigheitsmoment I, mit dem Biegemoment Mp
der angreifenden Kraft verkniipft:

M B M B ™ a4M B

x  EI, 4FE (3.5)

Zahlreiche Messungen der Biegesteifigkeit von F-Aktin durch fluoreszenzmikroskopische Analyse

C:

der Filamentbewegungen fiihrten zu Werten im Bereich von 10726 Nm? [64], [94]. Vergleichsmes-
sungen an mit Phalloidin stabilisierten und unstabilisierten Filamenten durch Isambert et al.
lieferten — einhergehend mit einer Verdopplung der Persistenzlinge — Werte von 3,6 x 10726 Nm?

fiir unstabilisierte und 7,6 x 10726 Nm? fiir stabilisierte Filamente [90].

Neben der simplen Biegung kann eine Polymerkette, anders als bislang angenommen, auch
einer axialen Deformation unterliegen. Wird eine Kraft F' auf die beiden Enden eines gestreckten,
idealen Filaments ausgelibt, so kommt es zu einer gleichméfiigen Dehnung oder Kompression der
Struktur. Die Verbindung zwischen dem durch die Kraft ausgeiibten Druck und der relativen
Léangsdeformation As/s

F F As

A= 2= E? (3.6)

stellt das Elastizitatsmodul E dar. Je hoher der Widerstand, den ein Material seiner Verformung

entgegensetzt, desto grofer ist der Betrag des Elastizitdtsmoduls. Dabei wird der Widerstand,
also das Verhéltnis F/AL = FA/L, auch als Dehnungssteifigkeit £ des Materials bezeichnet.
Rontgenbeugungsanalysen und Einzelfilamentmessungen an Aktin durch Kojima et al., mittels
dem AFM-Messprinzip dhnelnder Mikronadeltechnik, lieferten fiir € bei 1 pm langen Aktinfi-
lamenten Werte von ~45pN/nm sowie ein abgeschitztes E-Modul von 1,8 x 10 N/m? [102].

Damit liegen Aktinfilamente um eine Gréflienordnung unter den fiir viele Metalle iiblichen Werten.

Uberschreitet die komprimierende Kraft einen kritischen Wert Fi, so fithrt dies nicht mehr
langer zu einer reinen Verkiirzung des Polymers. Stattdessen beginnt sich das Filament zu

verkriimmen, eine Eigenschaft von besonderer Bedeutung fiir das Verhalten von Zellen unter
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Abbildung 3.3: Deformationsformen eines idealen Polymers unter Angabe der wichtigsten
Kenngrofien. (a) Biegung, (b) Dehnung, (c) Torsion.

auBerer Krafteinwirkung. Im Falle der Filamentorientierung entlang der x-Achse von x = 0 bis
x = L kommt es unter Krafteinwirkung zu einem Biegemoment Mp(x) und einer transversalen

Auslenkung h(z), im Gleichgewicht verbunden durch

Mpg(x) = Fh(x) . (3.7)

Im Falle schwach gekriimmter Kurven lésst sich r(s) durch h(z) ersetzen, so dass unter Verwen-
dung der Gleichungen [3.5] und [3:4 und Beachtung des Kriimmungsverlaufs
d’h(x) F
o =~ Erhe) (3.8)

folgt. Gleichung entspricht der Differentialgleichung eines einfachen harmonischen Oszillators,

deren Losungen Linearkombinationen der Form h(z) = A - sin(mx) + B - cos(max) darstellen.

Unter Beachtung der Randbedingungen h(0) = h(L) = 0 ergibt sich die geforderte Losung zu

h(z) = hmae sin(nmx /L) (3.9)

mit Ayee als Amplitude der Auslenkung und der Modenanzahl n. Eingesetzt in Gleichung [3.8
folgt daraus die zur Biegung notwendige kritische Kraft Fo zu

L El,
Lz

welche unabhéngig von der Amplitude der Auslenkung ist. Betrachtet man ein Aktinfilament

Fo=m (3.10)

mit einer durchschnittlichen Biegesteifigkeit von x =5 x 1072 Nm? unter einer kompressiven
Kraft von 5 pN, wie sie auf zelluldrer Ebene tiblich ist, so kommt es schon ab Filamentlingen
von approz 300nm zu einer Verkrimmung. Um dieser Kraft iiber die Dimension einer Zelle
von mehreren Dutzend Mikrometern widerstehen zu kénnen miissten sich daher viele Dutzend

Filamente zu einem gebiindelten Strang zusammenlagern. Fiir Mikrotubuli, mit einer um den
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Faktor 10-100 hoheren Persistenzlidnge, geniigen hingegen bereits Biindel aus einigen wenigen

Filamenten, wie sie beispielsweise in Flagella vorkommen.

Eine weitere Art der Verformbarkeit stellt die Torsion dar. Betrachtet man ein ideales, zy-
linderférmiges Filament der Lange L, das an einem Ende fixiert ist, so kommt es bei Angriff
eines Drehmoments M7 am anderen Filamentende zu einer Rotation © des Abschlusssegmentes
um die Polymerachse. Das Verhéltnis von angreifendem Moment zu Verwindung o = ©/L des

Zylinders stellt die Torsionssteifigkeit

o«

0 (3.11)

dar. Wie die Biegesteifigkeit x proportional zum Elastizitdtsmodul E des Filamentes ist, so steht
# in direkter Relation mit dem sogenannten Schub- oder Schermodul G und dem Torsionsdreh-
moment I;. Fir den Fall eines kreisrunden Stabes ist I; = I, woraus
ma

0=GI, = G7 (3.12)
folgt. Die starke Abhéngigkeit der Torsions- und Biegesteifigkeit vom Radius des Filamentes
erfordert eine genaue Kenntniss der Struktur, was — wie im Falle des helikalen F-Aktins — zu
unkalkulierten Faktoren fiihren kann. Die Ermittlung der Torsionssteifigkeit filamentdsen Aktins
gelang experimentell beispielsweise durch den Einsatz optischer Pinzetten. Ein Filament, fixiert
auf der Oberfliche wurde am freien Ende an eine Mikrokugel angebunden. Durch Beschichtung

der Partikeloberfliche mit fluoreszenmarkierten Nanopartikeln konnte dessen Rotation innerhalb
der optischen Falle beobachtet und 6 zu (8,0 4 1,2) x 10725 Nm? bestimmt werden [207].

3.1.3 Spannung und Deformation in Netzwerken

Im Falle eines 2- oder 3-dimensionalen Polymernetzwerkes lésst sich bei Deformation aufgrund
der zufélligen Ausrichtung keine Unterscheidung mehr nach Dehnung, Biegung oder Torsion
einzelner Filamente treffen. Stattdessen findet ein Ubergang zu einer kontinuumsmechanischen

Betrachtung statt.

Die Deformation eines Korpers durch eine duflere Kraft, einschlieSlich der thermischen An-
regung durch umgebende Teilchen, ldsst sich anhand eines Verschiebungsvektors u(r) =" —r
beschreiben. Dabei ist die Verschiebung abhéngig vom Ort r und nicht zwingend uniform {iber
die Punkte des Korpers. Tatséchlich beschreibt w(r) = const. keine Deformation, sondern eine
Verschiebung des Korpers als Gesamtheit. Abbildung zeigt zwei mogliche Deformationen eines
Modellnetzwerkes. Im Falle einer Scherung variiert beispielsweise die Verschiebung u; entlang
21 mit x5. Die Beschreibung einer beliebigen Verformung ldsst sich daher mittels eines Tensors

zweiter Stufe, dem sogenannten symmetrischen Deformationstensor (engl.: strain tensor)
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o 1 (‘3ul 8Uj 8uk %
uij = 5 (axj T o +Zk: e axj> (3.13)

vornehmen. Betrachtet man lediglich kleine Verzerrungen, so ldsst sich der Tensor durch Ver-

nachléssigung des quadratischen Terms linearisieren [20] und man erhélt

. 1 8u,~ au]‘
iy =35 (axj + 8%) . (3.14)

Fiir den erwahnten Fall einer Verschiebung des gesamten betrachteten Korpers u(r) = const.

verschwindet die Ableitung des Verschiebungsvektors, womit fiir alle Komponenten des Tensors
u;j = 0 gilt. In Ubereinstimmung damit steht die Eigenschaft des Deformationstensors, dass
sich die relative Anderung eines Volumenelements dV — respektive Flichenelements dA im

2-dimensionalen Fall — wiahrend der Deformation aus der Summe der Diagonalelemente ergibt:

av' —dv
7dV = E ‘uij. (3.15)
=7

Die fiir die Deformation des Korpers verantwortliche Spannung resultiert aus dem Wirken
ungleichméfliger Krifte auf die Oberfliche des betrachteten Korpers. Bewirken senkrecht zu einer
Flache wirkende Kréfte eine Dehnung oder Kompression, so fiihren Kréifte, die parallel an einer
Oberfliache angreifen, zu einer Scherung des Korpers. Dies macht neben der Kraftamplitude und
den Materialeigenschaften auch die Wirkungsrichtung der Kraft relativ zur Koérperoberflache
zu einem fir die Deformation relevanten Faktor. Gleichzeitig hangt die Deformation aber auch
von der GroBe der unter Krafteinwirkung stehenden Fléche ab. Um diesem Rechnung zu tragen
werden die wirkenden Krifte als Tensor o;; beschrieben, wobei sich die in Richtung z; wirkende
Gesamtkraft

Fi = j( (zj: O‘ijdAi) (3.16)

als Integral aus dem Produkt der Tensorkomponenten und der entsprechenden Flidchenelemente
dA; ergibt. 0;;, allgemein als Spannungstensor (engl.: stress tensor) bezeichnet, besitzt in drei Di-
mensionen die Einheit Kraft pro Flache, in zwei Dimensionen die Einheit Kraft pro Einheitslédnge.
Betrachtet man den in Abbildung dargestellten, rechtwinkligen Ausschnitt eines Netzwerkes,
so beschreiben die Diagonalelemente o;; sogenannte Normalspannungen, resultierend aus Kréften,
die auf die Seitenflichen des Rechteckes wirken und die so verantwortlich zeichnen fiir Dehnung
oder Kompression. Die restlichen Komponenten o;;, mit ¢ # j, beschreiben Scherspannungen in

Richtung z; die an den parallel zu z; verlaufenden Seiten angreifen.

Die zeitliche Abhangigkeit zwischen dem Verlauf einer Deformation u;; und der inneren me-
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- r_’
Dehnung Scherung

Abbildung 3.4: Dehnung und Scherung eines teilverbundenen Filamentnetzwerkes. In beiden
Féllen induziert die Deformation eine Spannung in einzelnen Elementen des Netzes indessen
Kréfte auf andere Elemente nicht beeinflusst oder sogar verringert werden.

chanischen Spannung o;; stellt der als Relaxations- bzw. viskoelatische Modul bezeichnete, bei
Scherverformungen auch Schermodul genannte G(¢) mit der Einheit N/m? (Pascal, Pa) in 3
Dimensionen dar. Unter Beachtung des Superpositionsprinzips von Boltzmann, welches besagt,
dass sich fiir kleine Anderungen eine lineare Uberlagerung der Spannungen und der dafiir verant-
wortlichen Deformationen herstellen lédsst, d.h., dass die Einzelterme unabhéngig voneinander
sind, ergibt sich der Zusammenhang zu

doj du
L= G(t)2—7
dt 025

Die internen Verformungen der Netzwerkfilamente, d.h. die Anderung der internen Spannung

(3.17)

o(t) folgt der duBeren Verformung, d.h. den wirkenden Kréften mit einer gewissen Verzogerung.
Damit hingt die Spannung o zum Zeitpunkt ¢ vom Verlauf der Deformation u(t'), mit ¢ < ¢
ab. Aufgrund des Superpositionsprinzips folgt o(¢) somit aus der Summe aller vorhergehenden

Deformationen, oder nach Ubergang zum Kontinuum aus dem zeitlichen Integral

t
0ij(t) = —pdij + 2/G(t — t’)augt(wdt’ : (3.18)

0
mit dem konstanten, isotropen Druck p in Raumrichtung z;. Betrachtet man lediglich Spannungs-
differenzen, so verschwindet der erste Term in Gleichung Fiir den Fall einer variierenden

Scherspannung o(t) ergibt sich so die zentrale Gleichung

/ nov(t)
olt)= | Gt —1t) dt (3.19)
0/ ot

mit dem Scherwinkel v &~ 2us;.
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Nachfolgend seien zwei Spezialfille fiir den Spannungsverlauf bertrachtet. Ist der Relaxati-

onsmodul G(t) = Gy zeitlich konstant, so folgt daraus fiir die Spannung:

o(t) = Go - (t) . (3.20)

Dies ist analog zum Hookeschen Gesetz fiir das Verhalten rein elastischer Feststoffe. Ein né-
herungsweise konstantes Relaxationsmodul tritt beispielsweise auf, wenn eine nichtnewtonsche
Fliissigkeit schnellen Deformationsénderungen unterzogen wird. Die ansonsten viskose Fliissigkeit
nimmt sodann elastische Eigenschaften an. Fiir den umgekehrten Fall einer punktuell auftretenden
Relaxation zum Zeitpunkt ¢, ausgedriickt durch G(¢) = nd(t) ergibt sich

o(t) = nagg) =y (3.21)
mit der Viskositit des Materials 1 [Ns/m?] und der Schergeschwindigkeit 4. Dies entspricht dem
Newtonschen Gesetz fiir rein viskose Fliissigkeiten und tritt ein, wenn beispielsweise eine nicht-
newtonsche Fliissigkeit langsamen Deformationen unterzogen wird. Gleichung [3.19] erlaubt somit
— bei geeigneter Wahl von G(t) — die Beschreibung des komplexen viskoelastischen Verhaltens

eines Materials.

3.1.4 Maxwell- und Kelvin-Voigt-Modell

Zur Beschreibung der allgemeinen Félle bedient man sich unterschiedlicher mechanischer Mo-
delle, zusammengesetzt aus seriellen und parallelen Anordnungen von Federn und Dampfern,
die jeweils unterschiedliche Aspekte des Verhaltens viskoelastischer Kérper widerspiegeln. Zu
den Grundlegendsten zdhlen dabei das Maxwell- (Feder und Démpfer in Serie geschaltet) und
das Kelvin-Voigt Modell (Feder und Dampfer parallel geschaltet) welche in Abbildung (a)
dargestellt sind.

Analog zur Aufteilung von elektrischem Strom und Spannung in Reihen- und Parallelschal-
tungen von Widerstdnden kommt es bei den betrachteten Systemen zu einer Aufspaltung von
Deformation und Spannung iiber die einzelnen Grundelemente. In einer Reihenschaltung ent-
spricht die Gesamtdeformation der Summe der Einzeldeformationen, v = >, v;, wiahrend die
Gesamtspannung gleich der an den einzelnen Elementen angreifenden Spannungen, ¢ = o;,
ist. Im Falle einer Parallelschaltung kehren sich die Verhé&ltnisse um: Die Gesamtspannung
entspricht der Summe der Einzelspannungen, o = )", 0;, wiahrend die Gesamtdeformation gleich
den Deformationen der einzelnen Elemente, v = 7, ist.

Das Verhalten des Gesamtsystems spiegelt dabei die Eigenschaften der einzelnen Elemente
wider, wie es auch in Abbildung (b) dargestellt ist:

e Federelemente mit Federkonstante G reagieren auf duflere Krifte durch instantane Verfor-
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a
Maxwell-Modell Kelvin-Voigt-Modell
M
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Feder Dampfer Maxwell Kelvin-Voigt
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Abbildung 3.5: Mechanische Modelle zur Beschreibung viskoelastischer Materialien (a) und
Deformationskurven der Elemente (b). Im Maxwell-Modell sind Feder und Dampfer in Reihe, im
Kelvin-Voigt-Modell parallel geschaltet. (b) zeigt die Deformationskurven der unterschiedlichen
Elemente auf eine konstante duflere Spannung zwischen den Zeiten t1 und to.

mung bis zum kraftausgleichenden Maximalwert. Sie entsprechen damit dem energiespei-

chernden, elastischen Verhalten eines Festkorpers.

o Déampfungselemente mit Viskositdt 7y reagieren durch eine linear ansteigende Verformung.

Sie entsprechen damit dem dissipativen, viskosen Verhalten einer Fliissigkeit.

Polymernetzwerke sind in der Lage durch Filamentdeformation Energie zu speichern. Gleich-
zeitig kann es durch Filamentverschiebung zu einer Energieleitung wie in Fliissigkeiten kommen.
Sie zeigen daher im allgemeinen ein viskoelastisches Verhalten. Aus Gleichungen und

folgt fiir den zeitlichen Verlauf der Deformation, aufgespalten in elastisches

del

Yol = —— 3.22
Fer = (3.22)
und viskoses Element:
Ovis
'vis - . 3.23
¥ o (3.23)

Im Falle des newtonschen Modellsystems setzt sich — wie die Gesamtdeformation — auch deren
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zeitliche Ableitung aus der Summe der Deformationsdnderungen zu

. . Oel = Oui
Y = Yel + Yvis = Gfe() + ;;;S (324)
respektive
’3/77 = TO¢l + Ovis (325)

zusammen. Dabei stellt 7 = 19/Gy eine charakteristische Relaxationszeit dar. Fiir den Fall einer

konstanten dufleren Spannung zwischen den Zeiten ¢ und t5 ist ,; = 0 und die Deformation

~(t) = const. + Tuis 4 (3.26)
n

steigt linear mit der Zeit an. Dabei kommt es zum Zeitpunkt ¢; zu einem Deformationssprung
resultierend aus der instantanen Verformung der Feder, wiahrend der lineare Anstieg rein auf
das Verhalten des Dampfungselements zuriickzufiihren ist. Klingt die Spannung ab, so relaxiert
die Feder instantan und es kommt zu einer Abnahme der Deformation. Dennoch bleibt das
System auch nach 9 in einem deformierten Zustand aufgrund der Energiedissipation, die eine
Riickfithrung des Dédmpfungselementes in seine Ausgangslage verhindert.

Im Kelvin-Voigt-Modell setzt sich — wie erlautert — die Gesamtspannung aus der Summe der
Einzelspannungen zusammen. Unter Verwendung von Gleichungen und ergibt sich:

o=Goy+ny. (3.27)

Fiir den Fall einer konstanten dufleren Spannung im Zeitraum ¢; < t < to entspricht die Losung

dieser Differentialgleichung einer Exponentialfunktion der Form

N(t) = Gio (1—e) . (3.28)

Es kommt also zu einem exponentiellen Anstieg der Deformation und zu einer ebensolchen

Riickkehr in den relaxierten Zustand fir ¢ > t5.

3.1.5 Der komplexe viskoelastische Schermodul G*

Um der Frequenzabhéngigkeit des Verhétnisses von Spannung o(¢) und Deformation ~(t) — wie sie
beispielsweise beim variierenden Verhalten nichtnewtonscher Fliissigkeiten zum Ausdruck kommt
— Rechnung zu tragen werden die viskoelastischen Eigenschaften in der Regel als komplexer
Schermodul G*(w) beschrieben. Dabei entspricht G*(w) der Fouriertransformierten des zeitlich
abgeleiteten Schermoduls G(t):

dG(t)

G*(w) = F [dt} (3.29)
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Nimmt man fiir die Deformation — wie bei vielen aktiven Messmethoden der viskoelastischen
Parameter iiblich (vgl. auch Abschnitt [3.2.1]) — ein oszillatorisches Verhalten v = g sin(wt) mit
der Deformationsrate 4 = w~y cos(wt) an, so folgt unter Verwendung von Gleichung und des

Additionstheorems cos(a + ) = cos acos B F sin asin

= /G(t — " )wo cos(wt’)dt’

o o (3.30)
= / ) sinwTdr | sinwt + 7o / ) coswTdT | coswt
0 0

mit der Substitution 7 =t — ¢ [20]. Wahrend der erste Term augenscheinlich in Phase mit der
Deformation des Objektes ist und somit die elastischen Figenschaften widerspiegelt, beinhaltet
der zweite, um 7 /2 phasenverschobene Term das viskose Materialverhalten. Gleichzeitig sind die

Integrale nach Substitution nicht mehr ldnger abhéngig von ¢, sodass sich auch schreiben lasst

o =70 (G'(w) sinwt + G" (w) cos wt) (3.31)

mit dem Speicher- G'(w) = Re G*(w) und Verlustmodul G”(w) = Im G*(w). Fiir die komplexe
Viskositét n(w) folgt sodann

\/G’2 )+ G"2(w) (3.32)

Obwohl hier fiir den speziellen Fall einer sinusférmigen Materialdeformation hergeleitet kann
die Aufteilung des Schermoduls in elastische und viskose Anteile auch allgemein als Verhéltnis

zwischen den Fouriertransformierten der Spannung 6(w) und Deformation 4(w)

= (W) = G'(w) +iG" (W) (3.33)

betrachtet werden.

3.2 Mikrorheologie

Aufklarung iiber die viskoelastischen Eigenschaften eines Objektes liefert das weite Feld der Rheo-
logie. Wie am Beispiel einer nichtnewtonschen Fliissigkeit erlautert, lassen sich reale Materialien
weder mittels des Hookschen Gesetz fiir ideale Festkorper noch nach dem Newtonschen Gesetz fiir
ideale Fliissigkeiten vollstdndig beschreiben. Stattdessen verfiigen sie iiber ein frequenzabhingiges
Verhalten, welches je nach Bereich durch eine verschieden starke Uberlagerung aus elastischem
Deformations- und verzogertem viskosen Fliefiverhalten entsteht. Fiir eine materialspezifische
Anwendung iiber einen moglichst breiten Frequenz- und Druckbereich stehen dabei multiple

Messmethoden zur Verfiigung.
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3.2.1 Rheologie und Prinzip der Mikrorheologie

a b A cos wt
108

10° Aktive Mikrorheologie

10 C A cos wt
10°
10?

10'

Frequenz [Hz]

10°
107

102

103

r(t)

10° 10* 103 102 107 10° 107 102 103 104 10°
Schermodul [Pa]
(1)

Abbildung 3.6: Auswahl und Anwendungsbereich (a) makro- und mikrorheologischer Techniken:
Rotationsrheometer (b), AFM basierte Oszillationsrheometrie (c), aktive Mikrorheologie mittels
optischer Pinzette (d), passive Mikrorheologie (e). Im Diagramm markiert auch der Einsatzbereich
des konstruierten Mikroskopieaufbaus. (Adaptiert nach [28].)

Abbildung zeigt eine Auswahl sowohl makroskopischer als auch mikroskopischer Rheolo-
gietechniken. Zur Untersuchung von Festkérpern im mittleren Frequenzbereich werden héufig
mechanische Rheometer wie Dehn-, Kapillar- oder das in (a) abgebildete Rotationsrheometer
verwendet. Wahrend Ersteres der Bestimmung der Dehnviskositat dient ist Ziel der Weiteren
die Ermittlung viskoelastischer Parameter bei Scherung. Dabei ist ihnen allen gemein, dass
das zu untersuchende Material einer teilweise variierenden dufleren Krafteinwirkung unterzogen
wird, die zu einer Materialverformung fiithrt und die Berechnung der Materialparameter iiber
die Messung der ausgeiibten Kraft und der Deformation erfolgt. Einen direkteren Zugang zu
den Materialparametern stellen Methoden der Akustik oder der dynamischen Lichtstreuung dar,
bei welchen Informationen der gestreuten Wellen mit der atomaren Bewegung der Festkorper
verkniipft werden.

Bei der Anwendung an biologischen Praparaten weist die klassische Rheologie jedoch héufig
Nachteile auf. Zum einen werden fur die Messgeréte im allgemeinen Probenvolumina bendtigt,
die weit {iber der zelluldren Groflenordnung liegen, zum anderen handelt es sich bei biologischen
Préparaten meist um relativ weiche Materialien, deren typischer Druck- und Frequenzbereich mit

makroskopischen Techniken nur beschrankt zugénglich ist. Dariiber hinaus ist es nicht méglich
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mit ihnen lokale Parameter in Zellen oder Netzwerken zu messen. Zum Einsatz hierbei kommen

daher vor allem die Techniken der passiven und aktiven Mikrorheologie [2§].

Der Begriff der Mikrorheologie biindelt — wie auch die Makrorheologie — eine Vielzahl unter-
schiedlicher Techniken, die darauf abzielen, die Materialeigenschaften bei Verwendung moéglichst
kleiner Probenvolumina zu ermitteln [I2I]. Dazu zédhlen neben einzelpartikelbeobachtenden
Techniken auch die diffusive Wellenspektroskopie [I55] sowie Messungen mittels AFM. Besonders
im Rahmen von in vivo Experimenten bietet die AFM die Moglichkeit die lokalen Eigenschaften
von Zellen unter duBlerer Krafteinwirkung zu studieren [231]. Daneben zeigen sich jedoch auch
wieder starke Beschrinkungen im einsetzbaren Frequenz- und Druckbereich der Technik. Ein
breiteres Einsatzspektrum bietet hierbei die partikelverfolgende Mikrorheologie.

Bei der Partikel-Mikrorheologie werden mikro- oder nanometergrofle, kolloidale Probenpartikel
in das zu untersuchende Material eingebracht — oder spezifisch angebunden — und ihre Bewegung
mittels konventioneller Hellfeld- oder Fluoreszenzmikroskopie aufgezeichnet. Die Verfolgung
der Partikelbewegung kann dabei sowohl iiber ein entsprechendes Kamerasystem als auch
anhand einer 4-Quadranten-Diode erfolgen. Wahrend die Beobachtung anhand Dioden iiber
einen breiteren Frequenzbereich erfolgen kann, da sie liber eine geringere Detektorauslesezeit
verfiigen, ermoglichen Kameras die gleichzeitige Beobachtung multipler Partikel. Die theoretische
Betrachtung (vgl. Abschnitt ermoglicht dann die Verkniipfung der Partikeltrajektorie mit
dem Schermodul des umgebenden Materials.

In der aktiven Partikel-Mikrorheologie werden eingebundene Partikel mittels optischer oder
magnetischer Pinzetten einer periodischen oder impulsartigen Auslenkung unterzogen, die zu einer
aktiven Verformung des Materials fithrt. Wahrend erstere der Ermittlung des frequenzabhingigen
Schermoduls G*(w) dient wird im zweiten Fall die Kriechfunktion J(¢) gemessen, welche mit

dem zeitabhéngigen Schermodul tiber

/J(t — Gt )dt' =t (3.34)
0

verkniipft ist. Der Unterschied der beiden Funktionen J(¢) und G(t) liegt dabei lediglich in der

charakteristischen Form des Messprozesses. J(t) beschreibt das innere Deformationsverhalten

A(t) = / J(t —t) dzgf,) dt’ (3.35)
0

welches einer angelegten Kraft d.h. &uleren Spannung folgt, wohingegen der bereits in Gleichung
definierte Schermodul G(¢) bzw. G*(w) die Relaxation der internen Spannungen mit einer
vorausgehenden dufleren Deformation verkniipft.

Bei der simpleren, aber nicht minder effektiven Technik der passiven Mikrorheologie wird die

mittlere quadratische Verschiebung (MQV) der Probenpartikel aufgrund thermischer Anregung
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registriert. Wahrend in der aktiven Mikrorheologie der Messbereich auf das Frequenzspektrum
der Kraftquelle limitiert ist und nichtlineare Deformationen erreicht werden kénnen, spiegeln die
Partikelbewegungen im passiven Fall das exakte lineare Antwortverhalten der Materialparameter
wider und decken das gesamte Frequenzspektrum ab. Der messbare Frequenzbereich hdngt hierbei
also lediglich von der Detektion und nicht von der fiir die Kraftausiibung nétigen Apparatur ab.

Die Abweichung der Partikelbewegung vom freien Diffusionsverhalten stellt ein Maf fiir die elas-
tischen Eigenschaften des Materials dar. Dabei miissen die lokal gemessenen Parameter aufgrund
von Strukturinhomogenititen des Materials nicht notwendigerweise mit makrorheologischen
Messresultaten iibereinstimmen. Eine Moglichkeit, dies zu umgehen und zu eher makroskopischen
Materialparametern zu gelangen, ist die Bestimmung der Bewegungskorellation multipler Partikel
[210]. Um den Zusammenhang zwischen Partikel- und Netzwerkbewegung zu verdeutlichen und
um eine Grundlage fiir die Interpretation der experimentellen Resultate zu liefern soll im Folgen-
den das grundlegende Verhalten eines Probenpartikels in 2- und 3-dimensionalen, semiflexiblen

Netzwerken erldutert werden.

3.2.2 Probenpartikel und Einzelfilamente in semiflexiblen Polymernetzwerken

Zusammen mit den mechanischen Eigenschaften einzelner Polymerstringe ist die Filament-
konzentration und -dimension einer Polymerlésung von ausschlaggebender Bedeutung fiir die
viskoelastischen Eigenschaften: In verdiinnten Losungen zeigen Filamente aufgrund der grofien
rdumlichen Distanz zwischeneinander nur duflerst schwache Wechselwirkungen. Probenpartikel
und einzelne Filamente kénnen sich nahezu ungehindert bewegen und es dominieren die viskosen
Eigenschaften des umgebenden Mediums. Abbildung (b) zeigt den mit t steigenden MQV-
Verlauf eines Partikels in einer rein viskosen Fliissigkeit. Die Partikelbewegung entspricht dabei
dem Fall einer freien Diffusion geméafl Finstein. Dem gegeniiber stehen konzentrierte Losungen
mit einer isotropen Netzwerkstruktur. Den Extremfall einer solch hochkonzentrierten Lésung
stellt ein elastischer Festkorper dar, dessen eingebettete Partikel ein von der Zeit unabhéngiges,
konstantes Bewegungsverhalten zeigen.

Zwischen diesen beiden Extremféllen liegt ein Kontinuumsbereich, indem eine gestiegene
Konzentration und/oder Polymerldnge zu einer Verschriankung der Filamente (engl.: entangled
filaments) untereinander und zu einer unterdriickten Diffusion aufgrund ihrer semiflexiblen Natur
fithren. Aufgrund variierender Lange der Polymerketten ldsst sich die Dichte eines Netzwerkes
weder im 2- noch im 3-dimensionalen Fall direkt iber deren Monomerkonzentration angeben.
Stattdessen wird der mittlere Abstand zwischen zwei Filamentkreuzungspunkten, die sogeannnte
Maschenweite £ (vgl. Abbildung (a)) als beschreibendes Maf} genutzt. Fiir 3-dimensionale
Aktingele konnte aufgrund der durchschnittlichen Filamentléinge eine empirische Abhéngigkeit

von der G-Aktin Konzentration entsprechend

§=10,34/\/ca pm (3.36)
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Abbildung 3.7: Veranschaulichung der longitudinalen (griin) und transversalen (gelb) Fila-
mentbewegungen in einem vernetzten Netzwerk (a) und deren Auswirkungen auf das mittlere
Verschiebungsquadrat von Probenpartikeln (b). (Adaptiert nach [223].)

(mit ¢4 in mg/ml) ermittelt werden [I78]. Dies ldsst sich jedoch nicht auf Netzwerke aus Aktin-
biindeln oder Aktinstrukturen auf Sdulensubstraten iibertragen. Hier ist eine Dateninterpretation
nur durch Vergleich mit Fluoreszenzaufnahmen méglich.

Wie von Wong et al. gezeigt hiangt die Bewegung eines Probenteilchens in Aktingelen in hohem
Mafle vom Verhéltnis zwischen Durchmesser der Probenpartikel 2a und Maschengrofie £ ab
[224]. Fur Probenpartikel mit 2a < ¢ gewinnen die viskosen Eigenschaften des umgebenden
Losungsmittels mit abnehmendem Durchmesser zunehmend an Bedeutung, wihrend sich die
hydrodynamische Interaktion mit den Netzwerkfilamenten verringert. Die Bewegung lésst sich
sodann vergleichen mit der Bewegung von Makromolekiilen durch das zelluldre Skelett, die
mechanischen Eigenschaften der Polymerfilamente spiegelt dies jedoch nur noch in begrenztem
Rahmen wieder. Ausschlaggebend fiir die Untersuchung an 3-dimensionalen Gelen ist daher die
Verwendung von Probenpartikeln deren Durchmesser deutlich iber der Maschengrdfe liegt. Im
vorliegenden Fall der 2- und 1-dimensionalen Strukturen macht die rdumliche Begrenzung des
Netzwerkes eine aktive Anheftung der Partikel an die Aktinstrédnge nétig, welche die Abhangigkeit
der Messresultate von der Partikelgrofie entkoppelt.

Das in diesen Fallen fiir die Partikelbewegung dominierend verantwortliche Verhalten der Fila-
mentbewegungen lasst sich wie in Abbildung (a) dargestellt in Fluktuationen longitudinal
ri(s,t) und transversal r.(s,t) zur lokalen Filamentorientierung einteilen. Von Doi und Edwards
fir flexible und starre Polymere entwickelt [42, 43, 47] und von Morse fiir semiflexible Polyme-

re adaptiert stellt das sogenannte Reptationsrohren-Modell eine Grundlage fiir die Erklarung
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der Filamentbewegungen dar. Die Bewegungsmoglichkeit des Polymers ist dabei fir den Fall
verschrankter Filamente auf eine Rohre ldngs der betrachteten Kette beschrdnkt. Charakte-
risiert wird sie durch den Roéhrendurchmesser d. und die Verschriankungsldnge [, entlang der
Kontur zwischen zwei Verkniipfungspunkten. Innerhalb dieser Rohre kénnen translatorische
oder longitudinale Bewegungen im Rahmen der intrinsichen Materialparameter frei ausgefiihrt
werden. Néhert sich die Bewegungsamplitude allerdings den Grenzen an, so unterliegt sie durch
Interaktionen mit benachbarten Polymerketten einer Riickstellkraft —kr,(s,t), was zu typischen
Abklingzeiten fiihrt. Das im Nachfolgenden beschriebene Polymerverhalten stellt lediglich eine
grobe Vereinfachung dar, sodass reale Netzwerke ein zum Teil abweichendes Skalenverhalten in
ihrem MQV-Verlauf zeigen. Fiir eine genauere Abhandlung iiber den Einfluss der Netzwerkpa-
rameter auf das Diffusionsverhalten von Probenpartikeln sei dabei auf die Arbeiten von Morse
verwiesen [145)], [146].

Fir den Fall schwach verschriankter Netzwerke § < [. ~ [, ndhern sich die transversalen
Bewegungen bei den in Abschnitt diskutierten Bedingungen den Fluktuationen eines freien
Filamentes an. Sie lassen sich so ndherungsweise durch eine stochastische Differentialgleichung
geméafl Langevin

4
G 8r§:,t) S ’ggf Dy frisi) (3.37)

ausdriicken, mit dem Reibungskoeffizienten (;, der Biegesteifigkeit x, der Langevin-Frequenz s

und stochastisch angreifenden thermischen Kréaften f(s,t). Die Reibungskréfte des umgebenden
Mediums fithren so auch ohne Interaktion mit benachbarten Filamenten zu einer Abklingdauer
Gt \4 Gt \4

abhéngig von der Wellenldnge A\ der angeregten Schwingung und zu einer mittleren quadratischen
Verschiebung ((Ary(t'))?) = <[rt(t +t') — Tt(t)]2>t

3/4
((Ar(0)?) o (gﬁ;) . (3.39)

Die longitudinale Bewegung wird hauptséchlich bestimmt durch die iibliche Stokessche Diffusi-
onsbewegung des Schwerpunkts in 2 Dimensionen D; = kT M mit der Mobilitdt M. Fiir den
nédherungsweisen Fall eines starren Stabes mit Léange Lo = I, und Durchmesser 2a ergibt sich

diese zu

kT In(l./2a)

D; =kpTM ~
! B 27l

(3.40)

Dariiber hinaus liefern jedoch auch die fluktuierenden transversalen Schwingungen einen Beitrag
zur longitudinalen Bewegung [66]. Wéahrend die Konturlinge [, im Wormlike-Chain-Modell iiber

alle Zeiten erhalten bleibt sorgen transversale Schwingungen zu einer sténdig wechselnden Kon-
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formation und variierenden Langsausdehnung, auch Projektionslange L < I. genannt. Ausgehend
von der Monge-Abschétzung flir den Zusammenhang zwischen Projektionslange und wahrer

Filamentlange

e [ (P o (1 (YY) ey
0

mit dem riumlichen Mittel (9r¢(x,t)/dx)?, ergibt sich die MQV von L als Funktion der Trans-
versalschwingungen r(x,t) zu

((AL#)?) = %zc<(Art(2t))2> . (3.42)
Die Tatsache von zufélligen Fluktuationen in der Projektionsldnge impliziert, dass sich beide
Enden in erster Naherung unabhéngig voneinander bewegen und es zu einer verzégerten Reaktion
im Verhéltnis zueinander kommt. Dennoch kann fiir lange Zeiten ,,iiberschiissige“ Lange durch
Fluktuationen von einem Filamentende zum Anderen geleitet werden, was effektiv einer Verschie-
bung des Schwerpunktes entspricht. Fiir den zusétzlichen Diffusionsbeitrag Dy, ~ ((AL(t))?)
ergibt sich so nach Abschétzung:

In[l./72a) (kpT)? _ kT In[l./72al

Dyep = .
e 157 nK 157 '

(3.43)

Betrachtet man stérker verschriankte oder verkniipfte Netzwerke, so werden die beschriebenen Fi-
lamentbewegungen durch Interaktion mit benachbarten Polymerstrangen deutlich eingeschrankt.
Qualitativ betrachtet erfahren transversale Schwingungen mit Wellenldngen A > [, eine starke
Dampfung ebenso wie die longitudinale Diffusionsbewegung entlang der Reptationsréhre. Das
Filamentverhalten wird somit charakterisiert durch eine Reihe statistisch unabhéngiger Teilstiicke
mit Lénge l.. Dabei unterliegen sowohl die Verschrénkungslédnge als auch die Reptationsréhre

stdndigen Verdnderungen durch Fluktuationen in der Netzwerkgeometrie.

Fiir die Filament- respektive Partikelbewegung resultiert dies in einem, vom MQV-Verlauf
einer idealen Fliissigkeit abweichenden, reduzierten Diffusionsvermogen wie in Abbildung (b)
dargestellt. Fiir Zeiten kleiner als die Verschrénkungszeit 7. = 7(A = ) dominieren schnelle,
transversale Fluktuationen r; der Filamente, die im Maximum zu einer mit ~ t*/4 ansteigenden
MQYV fiihren. Beschrénkte longitudinale Fluktuationen r;, die an r; gekoppelt sind liefern einen
zusétzlichen Beitrag. Fiir grofiere Zeiten erreicht die Partikelbewegung aufgrund der Schwingungs-
démpfung einen Plateaubereich, dessen Steigung von den Fluktuationen der Reptationsrohre
respektive des Netzwerkes abhéngig ist. Erst oberhalb einer Zeit 7,., resultierend aus der Fortpflan-
zungsdauer einer longitudinalen Bewegung von einem Ende des Filaments zum Anderen, kann es
zu einer Schwerpunktdiffusion des Polymers und somit zu einem MQV-Anstieg proportional zu

t! kommen.
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3.2.3 Theoretische Betrachtung der passiven Mikrorheologie

Entsprechend der beschriebenen Funktionsweise der Partikelmikrorheologie ist das Ziel der
theoretischen Beschreibung die Verbindung der Bewegung eines eingeschlossenen Kolloids mit den
rheologischen Eigenschaften des Umgebungsmaterials. Fiir den einfachen Fall der d-dimensionalen
Bewegung in einer rein viskosen Fliissigkeit steigt das MQV eines Probenpartikels geméafl Einstein

[49] linear mit der Zeit an:

(Ar*(t)) = 24Dt . (3.44)

D bezeichnet den Diffusionskoeffizienten, fiir welchen im Gleichgewichtszustand die Abhangigkeit

D = kgTM (3.45)

gilt, mit der hydrodynamischen Mobilitdt M, welche eine lineare Beziehung zwischen der Ge-

schwindigkeit eines Teilchens und der auf es wirkenden Kraft in einem viskosen Medium herstellt.

Fiir sphérische Partikel mit Radius a erhdlt man aus den Stokes Gleichungen die Beziehung

M = (2dmna)~t. Kombiniert mit Gleichung und erhélt man so einen Zusammenhang

zwischen den thermischen Fluktuationen eines Teilchens und den rheologischen Eigenschaften

(Viskositét ) des umgebenden Mediums, die sogenannte Stokes-Einstein Beziehung:
(Ar3(t)) kT

=D =kgTM =
2dt B 2dmna

(3.46)

Obwohl fiir den speziellen Fall einer rein newtonschen Fliissigkeit hergeleitet lasst sich dieser
Ansatz auch fiir den Fall eines Mediums mit frequenzabhéngiger Viskoelastizitét verallgemeinern,
wie von Mason und Weitz gezeigt [128| [130], sofern man annimmt, dass sich die Mobilitat M
durch ihr komplexes, frequenzabhéngiges Analogon M*(w) ersetzen lasst indem 7 durch n*(w)
ausgetauscht wird.

Ausgehend von der generalisierten Langevin-Gleichung zur Beschreibung der Brownschen

Molekularbewegung fiir ein sphérisches Objekt mit Masse m und Geschwindigkeit v(¢)

mb(t) = fo(t) — / C(t—tyo(t)dt (3.47)
0

wobei ((t —t') die dimpfende Geddchtnisfunktion des Materials bezeichnet und im Laplaceraum
mit der Mobilitit iiber ((s) = M(s)~! = 2dnaf(s) verkniipft ist. f(t) entspricht den auf
den Partikel wirkenden stochastischen thermischen Kréften, dargestellt durch gauBlsches weifles
Rauschen.

Durch Laplace-Transformation von Gleichung lasst sich die Gedéchtnisfunktion mit der
Autokorrelationsfunktion der Geschwindigkeit (v(0)9(s)) in Verbindung setzen. Nach unilateraler

Laplace-Transformation folgt aus|3.47
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m [0(s) — v(0)] = fr(s) — {(s) (3.48)

beziehungsweise

i(s) = mo(0) + fr(s) (3.49)
ms + ((s)
mit der Laplace-Frequenz s. Bildet man nach Multiplikation mit dem Randwert v(t = 0) = v(0)

(invariant unter Laplace-Transformation) das zeitliche Mittel, so fithrt dies zu

m (0(0)%) + ( fr(s)0(0))

RO = ——— 5

, (3.50)

der erwahnten Autokorrelationsfunktion. Berticksichtigt man weiterhin, dass es sich bei fgr um
eine stochastische Kraft handelt, deren zeitliches Mittel im Gleichgewicht verschwindet, so ergibt

sich unter Berticksichtigung des Equipartitionstheorems

- 2dkgT
(v(0)3(s)) = s+ N1

~ 2dkgTM(s) , (3.51)
wobei d weiterhin die Dimensionalitdt der Partikelbewegung bezeichnet. Die generalisierte
Form der Stokes-Einstein Beziehung erhalt man schliefllich unter Verwendung der Identitédten
(v(0)o(s)) = % (A2 (s)), mit der Laplacetransformierten der MQV und G(s) = j(s)s:

kgT kgT

<A7’2(s)> - was?7(s) - rasG(s) (3:52)

beziehungsweise

~ S QdkBT
52

C8) = Sara [ (Ar20)) (3.53)

mit G(s) als der Laplace-Transformierten des komplexen Relaxationsmoduls G*(w). Der letzte
Term in Gleichung spiegelt das Tragheitsverhalten des verwendeten Probenpartikels wider.
Ist dessen Dichte vergleichbar zu jener des umgebenden Mediums so ldsst sich der Term fiir

Frequenzen bis zu ~ 10 Hz vernachlissigen und man erhélt

~ 2dkgT
O = Ao

Obwohl die Generalisierung der Stokes-Komponente lediglich phdnomenologisch ist, so decken

(3.54)

sich die experimentellen Befunde mikrorheologischer Untersuchungen im Falle quasi-statischer
Deformationen, Isotropie und Homogenitdt des Mediums mit denen klassischer, makroskopischer

Messungen.
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3.3 Qualitativer Vergleich der Analysemethoden

Die Anwendung von Gleichung bzw. ist in der Praxis mit einigen Schwierigkeiten
verbunden. So erschweren verrauschte Daten zum einen die numerische Auswertung, zum anderen
fiihrt die Begrenztheit des Datensatzes bei Transformation zu unphysikalischem Verhalten und
Abbruchfehlern an den Grenzfrequenzen. Zur Anwendung in der Mikrorheologie wurden daher
unterschiedliche Herangehensweisen entwickelt, von denen hier die beiden Gebrauchlichsten
nach Mason und Evans, sowie die in der Arbeit verwandte spezielle Adaption der ,splinelike

interpolation® in ihren Grundziigen umrissen werden sollen.

3.3.1 Mason

Mason und Weitz [129) [130] umgingen die Probleme der numerischen Konvertierung, indem
sie ein Verfahren lokal angepasster Exponentialfunktionen fiir die Beschreibung der mittleren
quadratischen Verschiebung im Zeitraum (Ar?(t)) entwickelten. Hintergrund dafiir ist das
subdiffusive Verhalten von Probenpartikeln in viskoelastischen Materialien. Es lasst sich in

Anlehnung an Gleichung [3.44] charakterisieren durch

(Ar(t)) = Dt~ (3.55)

mit o zwischen 0 (rein elastisch) und 1 (rein viskos). In einem ersten Schritt schétzte Masondie

MQV durch lokale Entwicklung um die Frequenz s zu

<Ar2(t)> ~ <Ar2(1 /s)> (st)™(s) (3.56)

ab, mit der Amplitude (Ar?(1/s)) und dem bereits eingefithrten Exponentialkoeffizienten «, der

sich entsprechend

dln (Ar%(t))

o(s) dlnt

(3.57)

t=1/s

aus der zeitlichen logarithmischen Ableitung der mittleren quadratischen Verschiebung ergibt

[128]. Durch Laplacetransformation dieser Entwicklung s (A7%(s)) ~ (Ar?(1/s)) I'[1 + a(s)]

geht Gleichung [3.54] sodann iiber in die indirekte Transformation
N kT

G~ AR T T (0 (A1) /oI D)]

(3.58)
t=1/s

mit der Gammafunktion I". Man erhélt daraus schlussendlich G*(w) und damit G'(w) und G"(w)
mittels Substitution von s zu iw sowie anschliefender Aufspaltung in Real- und Imaginérteil.
Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch das Versagen bei starken lokalen Kriimmungen der

MQV, beispielsweise aufgrund von Oszillationen. Um diese auszugleichen erfahren die Messwerte
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in veroffentlichten Auswertealgorithmen (siehe Abschnitt [5.6)) zur Anpassung lokaler Polyno-
mialfunktionen eine Gaussche Gewichtung um den jeweils betrachteten Punkt. Dies beinhaltet
jedoch auch das Risiko der kiinstlichen Glattung relevanter Informationen, die aufgrund der

Nichtkonvertierung der numerischen Werte verloren gehen.

3.3.2 Evans

Anders als bei Mason bestand der Ansatz von Evans et al. zur Vermeidung der fehlerinduzierenden
Laplacetransformation nicht in der Anpassung lokaler Funktionen sondern in einer direkten
Fouriertransformation der Kriechfunktion J(¢), die mit dem zeitabhéngigen Schermodul G(¢) iiber
die Faltung in Gleichung in Verbindung steht [53| [54]. Als Beschreibung der Deformation
unter Einwirkung einer dufleren Spannung besteht ein direkter Zusammenhang zwischen J(t)

und der Probenbewegung, ausgedriickt durch die mittlere quadratischen Verschiebung:

J(t) = Nj;‘;T (ar(m). (3.59)

Aus der Faltung im Zeitraum folgt im Fourierraum der einfache lineare Zusammenhang

G (w) = — (3.60)
iwJ(w)

Anders als bei einer Laplacetransformation wie in Gleichung [3.54 kommt es bei Fouriertransfor-
mation nicht zu einer Konvergenz, da die mittlere quadratische Verschiebung — und damit auch
J(t) — fir alle Zeiten > 0 ist. Um die Fouriertransformierte dennoch zu bestimmen verwandte

Evans die Moglichkeit der Rekonstruktion durch Transformation der 2. Ableitung J(t):
Jw) = 57 [J] ) (3.61)

w
Dies ist moglich, da die Steigung der Kriechfunktion viskoelastischer Systeme fiir grofle Zeiten
konstant ist und es sich daher bei .J(¢) anders als bei J(t) um eine konvergente Funktion handelt.
Allerdings beinhaltet diese Transformation keine Informationen iiber Offset J(t = 0) oder
Anfangssteigung J (t = 0) der Ausgangsfunktion, so dass sie um weitere, frequenzunabhéngige
Terme ergénzt werden muss. Man erhélt so letzten Endes
G (w) = e (3.62)
iwo + Jo + F [ o] (w)

mit Jo = J(t) fir ¢ > 0 und 0 sonst.
In der Praxis wird die Funktion J(¢) durch eine Reihe der Differenzen der Datenpunkte N

zwischen zwei aufeinander folgenden Zeitpunkten k — 1 und k beschrieben
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iw ) ot [J1— J(0)]  emwin N (Jk _ Jk_1> » -
= = iwJ(0) + (1 — ¥t + + E ————— | (e"1 — ) | (3.63
G*(w) 0)+( tq n =y Ve — i1 ( )y ! )

wobei die stationédre Viskositat n, welche das Verhalten fiir ¢ — oo beschreibt, extrapoliert werden

muss.

3.3.3 Splinelike Interpolation

Die Transformationsmethode von Evans besitzt den groflen Vorteil der akuraten Widergabe
der Messdaten. Bei grofien Datenmengen schwankende Werte machen es jedoch in manchen
Féallen schwierig Trends zu erkennen. Daher wurden fiir die Auswertung auf die Arbeit von
Evans aufbauende Algorithmen verwand, die neben einer direkten Fouriertransformation der
Messwerte auch Fitkurven, gewonnen durch abschnittsweise Kurvenanpassung (engl.: , splinelike
interpolation®), lieferten. Weitergehende Betrachtungen kénnen dabei den Verdffentlichungen im

Rahmen der Arbeit entnommen werden [123], [124].

a b 102
1
J
e
= 0s
=10
o
=
JO | |
' I
' > 10%
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Dateninterpolation nach Evans (a) und Resultat
der splinelike interpolation (b) fiir den Fall eines unvernetzten, quasi 2-dimensionalen Netzwerkes.
(Adaptiert von [123].)

Anders als bei Evans wird bei der neu entwickelten Konversionsmethode J(¢) durch eine Reihe
von mehreren Datenpunkten umfassenden Interpolationsfunktionen fi(¢) angendhert. Da fur
viskoelastische Systeme der Kurvenverlauf von MQV und J(t) bei kleinen Zeiten héufig einem
Kelvin-Voigt Anstieg entspricht (vgl. Abschnitt koénnen die lokalen Segmente sowohl aus
Exponentialfunktionen (1 — e”) als auch aus linearen, dem Maxwell-Modell folgenden Funktionen

bestehen. So ergibt sich
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M
J(t) = foH ) + > [fes1(t) — fu(O)] H(t — t5) (3.64)
k=0

mit der Anzahl der Fitfunktionen M < N und der Heaviside-Stufenfunktion H. Fur die Fourier-

transformierte folgt daraus

Jw) =104 fj [fes1(w) = fuw)] = <e_m> , (3.65)
w o= iw
was direkt in Gleichung [3.60] eingesetzt werden kann.
Teilweise auftretendes schwaches, oszillatorisches Verhalten der Fitkurven ruht von Unstetig-
keiten zwischen den einzelnen Fitsegmenten her. Dieses besitzt jedoch keinen Einfluss auf den
qualitativen Kurvenverlauf und kann in der Praxis durch lokal interpolierende Linearkombination

zwischen den beiden Segmenten minimiert werden.
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Abbildung 3.9: Vergleich zwischen der Auswerteroutine nach Mason (a) und der splinelike
interpolation basierend auf der numerischen Konvertierung nach Evans (b) am Beispiel des
unvernetzten, quasi 2-dimensionalen Netzwerkes aus Abbi]dung

Der Vergleich eines Datensets, ausgewertet nach der Methode von Mason sowie mittels
Konvertierung nach Evans mit splinelike interpolation (siehe Abbildung (3.9 (a) und (b)) liefert
grundsétzlich tibereinstimmende Kurvenverlaufe. Aufgrund der logarithmischen Darstellung
kommt es dabei in (b) zu einer Verzerrung der Fehlerbereiche. Daneben besteht eine hohe
Korellation zwischen den Mittelwerten der Evans-Konvertierung und den Fitkurven durch
splinelike interpolation. Lediglich im hochfrequenten Verlauf treten Abweichungen auf, die aber
hervorgerufen sind durch die direkte Fouriertransformation der Datenwerte. Gleichzeitig zeigt
sich im Vergleich auch das teilweise Versagen der Mason-Konvertierung: Zusétzlich zu einem
unphysikalischen Abbruch von G”(w) bei niedrigen Frequenzen zeigt die Konvertierung in diesem

Fall auch eine Unterschitzung des Plateauwertes von G'(w).
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3.4 Bindelung und Vernetzung geladener Polymerfilamente durch

Gegenioneninteraktion

Viele biologische Molekiile wie die DNS, spezielle Lipide aber auch Aktin besitzen unter physiolo-
gischen Bedingungen einen negativen Ladungsiiberschuss. Wéahrend fiir die signifikate Aufladung
makroskopischer Objekte grofle Mengen Energie notig sind geniigen auf molekularer Ebene
bereits Energien im Bereich von kT um neutrale Molekiile in geladene Fragmente aufzuspalten,
beispielsweise durch Dissoziation schwach gebundener H*-Tonen [148]. Dies fiihrt im Falle von
F-Aktin zu dem bereits erwahnten negativen Ladungsiiberschuss von 11 e~ je globuldrer Unter-
einheit. In der Folge kommt es bei geringen Ionenkonzentrationen der umgebenden Losung zu
repulsiven Kréften zwischen den gleichartig geladenen F-Aktin Strangen. Neben den in Kapitel
beschriebenen vielzdhligen Interaktionen mit Proteinen sowie entropisch induzierter Biindelung
durch Makromolekiile (engl.: depletion forces) [84] kann es aber auch, wie den durchgefiihrten
Experimenten zu Grunde liegend, zur ioneninduzierten Biindelung oder Vernetzung von Aktinfi-

lamenten kommen.

Die von der Oberfliche eines Makromolekiiles dissoziierten Ionen sehen sich einerseits der
attraktiven elektrostatischen Kraft des gegenteilig geladenen Molekiils und andererseits einem
entropischen Energiegewinn durch Verteilung in der Losung ausgesetzt. Dies fiithrt im Gleichge-
wicht zur Bildung einer wenige Nanometer starken Ladungswolke um das Makromolekiil und zur
Abschirmung dessen Ladung, einem Effekt, der von Manning et al. als Gegenionenkondensation
(engl.: counter ion condensation) bezeichnet wurde [126]. Den minimalen Abstand, den dabei
zwei gleich geladene, monovalente Ionen aufgrund ihrer mittleren thermischen Energie in Losung

einnehmen konnen stellt die als Bjerrum-Léange Ap bezeichnete Grofle

62

= UrekpT

dar, mit der elektrischen Ladung e und der dielektrischen Konstante der Lésung . Dieser

Ap (3.66)

betrdgt fiir Wasser bei Raumtemperatur /g =0,71 nm. Liegt der Abstand der Ladungen des
Makromolekiils unter Ap, so kann es nicht mehr zu einer vollstandigen Ladungskompensation
kommen. Manning bestimmte den Anteil der Ladungskompensation eines Polyelektrolystranges
mit linearer Ladungsdichte 5 zu

1

welcher zusétzlich von der Valenz Z der Gegenionen abhéngig ist [125]. Aus der 11-fach negativen
Ladung eines globuliren Aktin-Molekiils, sowie seiner Ausdehnung von 55 A ergibt sich eine
Ladungsdichte von $=5e~ /nm. Daraus folgt eine theoretische Ladungskompensation von 72 %

fiir monovalente Kationen wie Ht und 86 % fiir divalente Kationen wie Mg?*. Trotz dieses
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abschirmenden Effektes besteht also weiterhin eine, wenn auch schwéchere repulsive Kraft zwi-
schen den Filamenten. Dabei bleibt aber anzumerken, dass die Betrachtung des F-Aktins als
gleichméfBig geladener Stab mit verschwindendem Durchmesser seinem molekularem Charakter
nicht gerecht wird. Einerseits liegt der Durchmesser eines F-Aktin Doppelstranges weit iiber
AB, sodass sich mehrere Ionen um ihn herum anlagern kénnen, andererseits liegt aber wie in
Abschnitt beschrieben ein Grofiteil der Ladung auf Subdoméne 1 des G-Aktins vor, was die
negative Ladungsdichte lokal erhoht.

Das Entstehen einer attraktiven Wechselwirkung unter diesen Voraussetzungen ist weiterhin
Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. In der der Berechnung des Abschirmpotentials
zugrundeliegenden ,,mean field“ Theorie werden die Gegenionen als voneinander unabhéigig und
frei entlang des Polyelektrolyts bewegbar angesehen, so dass eine gleichverteilte Ladungsdichte
entsteht. Bei Einfihrung eines Stérungstermes kann es aber bei entsprechend hoher Oberfla-
chenladungsdichte auch zu einer Abscheidung eines Teils der Gegenionen auf der Oberflache
des Polyelektrolyts kommen. Lau und Pincus konnten fir 2-dimensionale Platten theoretisch
zeigen, dass es dabei bei Fluktuationen aufgrund thermischer Bewegung zur Entstehung loka-
ler Ladungsschwerpunkte kommen kann [I07]. Ahnlich wie in klassischen Dipolen fiihrt dies
zu verdnderlichen van-der-Waals-Interaktionen, die eine Attraktion der Filamente hervorrufen
koénnen.

Wie Grgnbech-Jensen et al. berichteten kann es bei tiefen Temperaturen unter den verein-
fachenden Bedingungen der Brownschen Dynamik zur Attraktion zwischen gleich geladenen
Staben aufgrund ineindaergreifender Anordnungen der Gegenionen kommen [68]. Mit steigender
Temperatur nimmt die Langreichweitenordnung ab, wohingegen jedoch die Ordnung auf kurze
Distanz - abhéngig vom Stabdurchmesser und der Ionenvalenz - erhalten bleibt. Mehr noch
konnten Angelini et al. mittels Rontgenbeugungsanalyse die Existenz von wellenférmigen, streng
lokalisierten 1-dimensionalen Ladungswolkenverdichtungen entlang der Aktin Filamente bestéti-
gen [7]. Wird die Ionenkonzentration z.B. durch Zugabe einer Salzlosung erhoht, so reduziert dies
den entropischen Energiegewinn der Ladungswolke um die geladenen Makromolekiile. Dadurch
kommt es zu einer Verringerung der Ladungswolkendimension bei gleichzeitig stérkerer Bindung
der Gegenionen. Angelini et al. zufoge kommt es fiir multivalente Gegenionen in diesem Fall
zur Ausbildung der beschriebenen Struktur, die sich entsprechend der periodischen Filament-
konformation anordnet und so auch bei hohen Temperaturen eine Langreichweitenordnung mit

gestiegener attraktiver Wechselwirkung aufweist.
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KAPITEL 4

Aufbau

Moderne biologische Untersuchungen erfordern oftmals den Einsatz multipler Mikroskopietechni-
ken. Um den gewachsenen Anforderungen gerecht zu werden war Bestandteil der Promotion einen
Aufbau zu konzipieren und zu bauen, der neben herkémmlicher Licht- und Fluoreszenzmikroskopie
auch den Einsatz einer optischen Pinzette sowie der Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie
(RIKM) erméglicht.

Zentrales Element des entwickelten Aufbaus stellt ein unmotorisiertes IX71 Mikroskop (Olympus,
Deutschland) dar, welches zur Reduzierung externer Schwingungen auf einem passiv geddmpften
Mikroskopietisch (VH3660W-OPT; Newport Corporation, USA) montiert wurde. Ausgestattet
mit einer motorisierten Biithne des Typs SCAN IM 112x74 (Marzhauser Wetzlar, Deutschland)
sowie einer 3-Achsen Piezobiihne P-563.3CD (Physik Instrumente (PI), Deutschland), lassen sich
auch kleinste Bewegungen des Untersuchungsobjekts im nm-Bereich per Computer realisieren.
Hierfiir wurden unter Einsatz der objektorientierten Skriptsprache Python grafische Steuerungs-
programme entwickelt, welche neben linearen und zyklischen Bewegungen auch die Speicherung
und den automatisierten Abruf von Positionsdaten ermdglichte. Weitere Informationen hierzu
konnen Anhang[A] entnommen werden. Um die Durchfithrung von Langzeitexperimenten iiber
das Adhésionsverhalten lebender Zellen zu erméglichen [I0I] wurde um das Mikroskop herum
eine Inkubationskammer aus Plexiglas zur Kontrolle von CO2-Gehalt und Temperatur errichtet
(siehe Abbildung [4.2)).

Um eine optimale Qualitiat der Aufnahmen zu gewéhrleisten wurde eine komplette Trennung
von Beleuchtungs- und Abbildungsstrahlengang vorgenommen (vgl. Abbildung. Die optischen
Bauelemente (Spiegel & Filter: AHF Analysentechnik, Deutschland; Linsen & Polarisatoren:
Thorlabs, USA; siche auch Tabelle wurden dabei mittels eines adaptiven Kafigsystems
(Thorlabs, USA) befestigt und justiert und von der Umgebung mittels Aluminiumplatten lichtdicht
isoliert. Wahrend die Auskopplung der Bildinformation iiber den rechten Seitenzugang des
Mikroskops erfolgte fand die Einkopplung der Beleuchtungsquellen {iber den Mikroskopiearm

und die riickwértige, mit einer angepassten Linse modifizierte Mikroskopoffnung statt. Bei den
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Abbildung 4.1: Skizze des OP/RIKM Autbaus: Laser und Auflichtbeleuchtung werden iiber
die Fondéffnung und den Filterrevolver eingekoppelt. Die Auskopplung erfolgt iiber die rechte
Offnung mittels eines 100 % Reflektorwiirfels.(L: Linse; F: Filter; DS: Dichroitischer Spiegel;
CCD, CMOS: Kamera)

verfligharen Lichtquellen handelte es sich um:

o cine LED-Leuchte M660L2-C1 (Thorlabs, USA) mit einer Wellenldnge von 650 nm fir die

Durchlichtbeleuchtung bei gleichzeitiger Aufnahme von Fluoreszenzbildern

o eine mittels einer 400 pm Faser (Ocean Optics, USA) eingekoppelte 100 W Xe-Kurzbogenlampe
XBO R 100/45C OFR (Osram, Deutschland) zur Auflichtbeleuchtung wihrend des RIKM-
Betriebs

o ein 70mW Laser (532nm) DPSSL-70 (Roithner Lasertechnik, Osterreich) zur gepulsten

Fluoreszenzanregung im Millisekunden- bis Minutenbereich

Da die Einkopplung des Fluoreszenzlasers iiber einen dichroitischen Spiegel zwangslaufig zu
einem unterbrochenen Spektrum der Xe-Lampe gefiihrt hitte wurde hierfiir ein extrem schmal-
bandiger ,single notch“-Filter verwendet, welcher unter einem Winkel < 14° die eingestrahlte
Laserwellenldnge mit mehr als 90 %iger Effizienz reflektiert. Die Pulstechnik erlaubte es in
Kombination mit einer getriggerten Kameraaufnahme zum einen schérfere Abbildungen von

thermisch bewegten, fluoreszenzmarkierten Objekten zu erhalten, zum anderen ermoglichte sie
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Abbildung 4.2: OP/RIKM Aufbau: Die Beleuchtungsstrahlengénge von IR-, Fluoreszenzlaser
und Xe-Lampe wurden zur Verbesserung der Bildqualitidt vom Abbildungsstrahlengang (rechts)
isoliert und iiber die riickwértige Offnung in das Mikroskop eingekoppelt. Um Experimente
an lebenden Zellen zu erméglichen wurde das Mikroskop mit einer abgeschlossenen Kammer
umgeben, deren Temperatur und COz-Gehalt iiber die entsprechenden Steuergerdte geregelt
werden kann.

die Ausdehnung der Aufnahmedauer durch geringere Invasivitdt und verminderter Ausbleichung
des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs.

Zur Erzeugung der optischen Falle wurde ein Ventus IR 1064-1500 Laser (Laser Quantum,
Grof$britannien) mit der zugehorigen Steuereinheit mpc6000 implementiert, welcher mit einer
maximalen Ausgangsleistung von 1860 mW besonders geeignet ist fiir die Generierung hoher
Fallenstérken. Da das Strahlprofil fiir maximale Leistung optimiert ist wurde zur Einstellung
der Stérke ein rotierbarer Polarisator (PRM05GL5/M) sowie eine selbstentwickelte, manuelle
Klappblende nachgeschaltet.

Die Bildgebung bestand aus einer Anordnung von 3 Kameras: Einer A602f Kamera (Basler,
Deutschland) zur Detektion des LED-Hellfeldsignals (CMOS; A ~ 640-850 nm) sowie zweier
Orca ER Kameras (Hamamatsu Photonics, Japan) zur Aufnahme des Fluoreszenz- (CCD 1) oder
der RIK-Signale (CCD 1 & 2). Durch die Wahl entsprechender Filter erméglichte der Aufbau
so die simultane Aufnahme 3er RIK-Bilder in verschiedenen Wellenlédngenbereichen (CCD 1: A
~ 570610nm; CCD 2: A =~ 490-550nm). Dabei wurden 2 Bilder gleichzeitig nebeneinader auf
einer Kamera (CCD 2) abgebildet.
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Tabelle 4.1: Auflistung der optischen Bauelemente sowie ihrer Eigenschaften. R: Reflexionsbe-
reich [nm]; T: Transmissionsbereich [nm]; f: Brennweite der Linse; AR: Antireflexionsbeschichtet
im Bereich A =350-650nm, B=650-1050nm, C=1050- 1620 nm.

Bauteil Bezeichnung Eigenschaften

Filter

L1 AC 254-050-A1 f=50mm; AR A

L2 LA 1509-C f=100mm; AR C

L3 - f=12,5mm

L4 LA 1461 f=250mm

L5 AC 254-300-A1 f=300mm; AR A

L6 AC 254-150-A1 f=150mm; AR A

L7 AC 254-150-A1 f=150mm; AR A

L8 AC 254-150-A1 f=150mm; AR A

L9 LA 1986 f=125mm

L 10 LA 1986-Al f=125mm; AR A

Filter

F1 - T 632+22nm

F 2 - T 580-720nm

F3 - T 600-640 nm

F 4 HC 593/40 T 593+20nm

F5 FB 546/10 T 546 +5nm

F o6 FB 490/10 T 490+5nm

NF 1 Single Notch T 532nm

Dichroitische Spiegel

DS1 770 DCXXR R 450-750nm >90%, T 785-1100nm > 90 %;
AR C

DS 2 Q565 LP-1064 R 530-560nm >90%, T 575-1100nm > 90 %;
AR B

- 50 % Spiegel

DS 3 Q620 SPXR R 640-850nm >90%, T 500-606nm > 90 %

DS 4 560 DCXR R 410-550nm >90%, T 570-800nm > 90 %;
AR B

DS 5 505 DCLP R 450-500nm >90%, T 515-580nm > 90 %

DS 6 505 DCLP R 450-500nm >90%, T 515-580nm > 90 %

Polarisator/Analysator

LPVISE100-A

AR C

Die Bestimmung der Auflésung erfolgte durch Kalibration mittels einer Mikrometerskala (#
10008.04.004; POG Prazisionsoptik Gera, Deutschland). Dabei ergaben sich bei Verwendung
eines Wasser-Immersionsobjektivs (LCI Plan-NEOFLUAR, 63x, NA = 1,3; Zeiss, Deutschland)
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Werte von 143,4 +0,9nm/px fir die A602f-Kamera sowie 92,5+ 0,5nm/px fiir die Orca ER-
Kameras. Unter Verwendung des Antiflexobjektives (Neofluar Antiflex, 63x, NA =1,25; Zeiss,
Deutschland) ergab sich ein Wert von 183,0 2,0 nm/px fiir die Orca ER-Kameras und mit dem
Hochdistanzobjektiv LUMF1 (60x, NA =1,2; Olympus, Deutschland) 163,8 + 0,5 nm/px fiir die
A602f-Kamera.

4.1 Optische Pinzette

Die optische Pinzette ist eine lichtmikroskopische Technik, welche kleinste dielektrische Partikel
definierten Kréften aussetzt und so in der Lage ist Manipulationen und/oder Kraftmessungen an
Systemen im Pikonewtonbereich durchzufiihren. Gegeniiber Techniken wie der Rasterkraftmi-
kroskopie besitzt sie den Vorteil Messungen ohne mechanischen Kontakt ausfithren zu kénnen.
Erstmals beschrieben und angewandt von Ashkin et al. in den 70er & 80er Jahren [10, 111, 12] fin-
det sie heute weitverbreitete Anwendung in Bereichen der Mikrofabrikation, Mikrorheologie und
mikrobiologischen Studien von Einzelmolekiilexperimenten bis zu Zelladhésionsuntersuchungen
[138].

Die vorliegende Arbeit beschrankt sich auf die strahlenoptische Beschreibung der Funktionswei-
se, eine Ndherung fir Partikel deren Radius a > App, der Wellenlédnge des verwendeten Lasers
ist. Fiir eine tiefergehende Beschreibung seien die Arbeiten von Ashkin [13], Svoboda [199] und
Ashakura et al. [74] empfohlen.

4.1.1 Aufbau und Funktionsweise

Ein Laserstrahl mit einem gaufiférmigen Intensitétsprofil, wie es der im Aufbau integrierte
Einzelmoden-Infrarot-Laser aufweist, iibt bei Fokusierung auf ein dielektrisches Objekt eine
Gradientenkraft aus, welche dem regulédren Strahlungsdruck entgegenwirkt. Dabei wéchst die
Gradientenkraft mit steigendem Offnungswinkel des fokusierten Strahles an, und erzeugt bei opti-
maler Konfiguration eine Potentialtasche, welche eine stabile Positionierung der Objekte erlaubt.
Aus diesem Grund wird fiir die Erzeugung der optischen Falle ein 60x Wasser-Immersionsobjektiv

mit einer hohen Numerischen Apertur verwandt.

Bei Beschreibung der durch die Laserstrahlung verursachten Krifte auf Mikropartikel mit-
tels geometrischer Optik wird der betrachtete Lichtstrahl in separate Teilstrahlen zerlegt, wobei
jeder Strahl die Eigenschaften einer ebenen Welle besitzt. Der Strahl breitet sich geradlinig aus,
bis er auf eine Inhomogenitit im umgebenden Medium trifft. Durchdringt er eine Grenzfliche
wie z.B. die Oberfliche des betrachteten Mikroteilchens, so erfihrt er aufgrund der unterschiedli-

chen Brechungsindizes des Teilchens n; und des umgebenden Mediums n,, eine Anderung der
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Ausbreitungsrichtung entsprechend des Snelliusschen Brechungsgesetzes
Ny SINCy, = Ny SINOY (4.1)

mit den Winkeln «;,, und oy zwischen dem Einfallenden respektive gebrochenen Strahl und
der Grenzschicht-Normalen. Aus der Richtungsdnderung des Lichts folgt aufgrund des Impul-
serhaltungssatzes eine Impulsdnderung des Mikroteilchens in entgegengesetzter Richtung. Der

iibertragene Impuls ist dabei proportional zur Intensitdt des gebrochenen Lichtstrahls.

a b

Abbildung 4.3: Strahlenoptische Erlduterung der Gradientenkraft. Links: Partikel auferhalb
der Strahlachse. Aufgrund der inhomogenen Intensititsverteilung ist der Impulsiibertrag durch
die dargestellten Teilstrahlen unterschiedlich. Es wirkt eine Nettokraft entlang des Intensitéts-
gradienten, welche den Mikropartikel in das Fallenzentrum treibt. Rechts: Im Zentrum der
Strahlachse heben sich die Radialanteile der einzelnen Impulsiibertriage gegenseitig auf. Die
Nettokraft wirkt entgegen der Strahlrichtung und ist somit in der Lage die in Vorwértsrichtung
wirkende Streukraft auszugleichen.

Abbildung 4.3 zeigt einen sphérischen Mikropartikel im bzw. nahe des Fokus eines parallelen
Laserstrahls mit gauf3formigem Intensitéatsprofil. Jeweils zwei Teilstrahlen werden gesondert
betrachtet. Sie erfahren beim Durchgang durch die Partikelgrenzfliche eine Richtungséinderung
entsprechend dem Auftreffwinkel. Strahlen, die in einem flachen Winkel auftreffen bewirken
so einen starken Impulsiibertrag, jedoch weiflen sie im Vergleich zu den Zentralstrahlen eine
geringere Intensitéit auf.

Die Impulséinderung zwischen den einfallenden und den aus der Mikrokugel austretenden
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Strahlen ist gleichzusetzen mit einer auf die Mikrokugel wirkenden Kraft. Im Falle, dass der
Brechungsindex n; des Teilchens grofler ist als der des umgebenden Mediums n,, deutet der
resultierende Kraftvektor in Richtung des Intensitéitsgradienten. Um ihn zu maximieren ist
eine moglichst volle Ausleuchtung des Partikels, respektive eine Uberstrahlung der Apertur
des Objektivs durch den Fallenlaser notig. Die Zentralstrahlen tragen aufgrund ihres nahezu
senkrechten Auftreffens auf die Grenzflache kaum zu dieser Gradientenkraft bei. Sie sind hingegen
hauptverantwortlich fiir die Streukraft, welche — verursacht durch teilweise Reflexion des einfal-
lenden Lichts an der Grenzfliche — in einem Kraftvektor in Ausbreitungsrichtung des Strahls
resultiert.

Sofern ny > n,, ist wirken die Netto-Gradientenkraft und die Streukraft in entgegengesetzter
Richtung entlang des Strahls und fithren so zu einer Stabilisierung der Partikelposition. Der
Gleichgewichtspunkt ist in Folge der stirkeren Streukraft im Fokus leicht entlang der Strahlachse
verschoben. Fallenzentrum und Fokus sind daher nicht exakt gleichbedeutend. Die Abweichung

ist im experimentellen Betrieb jedoch vernachlassigbar.

4.1.2 Kalibrationstheorie

Die Steifigkeit einer optischen Pinzette hidngt von der Form der verwendeten Fallenpartikel
genauso ab, wie von Stérke und Strahlprofil des verwendeten Lasers. Die Bestimmung der auf die
Mikrokugel wirkenden externen Kraft wird im Experiment durch eine Messung der Auslenkung
aus dem Fallenschwerpunkt ermittelt. Dies ldsst sich z.B. mit Hilfe einer vorher kalibrierten 4-
Quadranten Photodiode [I87] oder wie in diesem Fall mittels einer CCD-Kamera bewerkstelligen.
Fiir den Fall eines gauformigen Strahlprofils bewegt sich ein gefangenes Teilchen in einem
radialsymmetrischen Feld, das sich in erster Naherung als harmonisches Potential beschreiben
lésst. Bei kleinen Auslenkungen lésst sich die wirkende Fallenkraft geméfi dem Hooke’schen
Gesetz

Fyg = —kzx (4.2)

linear ann&dhern mit x als Betrag der Auslenkung aus dem Fallenzentrum. Bei Kenntniss der
Federkonstante k£ der optischen Falle lasst sich die wirkende Kraft so eindeutig bestimmen. Die
Kalibrierung der optischen Pinzette durch Messung von k£ kann dabei auf unterschiedliche Arten

erfolgen [15], von denen im Folgenden die Methoden nach Brown und Stokes vorgestellt werden.

Kalibration nach Brown

Eine Moglichkeit bietet die Kalibration mittels Brown’scher Bewegung des Teilchens. In Medien
erfahrt das gefangene Teilchen Kraftstofie der umgebenden Molekiile aufgrund deren thermischer
Bewegung. Abhéngig von der Teilchenmasse und der Viskositat des umgebenden Mediums geht die
durch die StoBe verursachte gerichtete Bewegung bereits oberhalb von 100 ns in eine statistische

Zufallsbewegung des Teilchens iiber [86], was weit unterhalb der zeitlichen Kameraauflosung liegt.
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Dem Gleichverteilungssatz im Modell des idealen Gases folgend trégt im thermischen Gleichge-
wicht bei Temperatur 7" im Mittel jeder Freiheitsgrad eines Teilchens den selben Betrag 1/2 kT
zur gesamten inneren Energie bei. Sphérische Objekte — wie die verwendeten Polystyrolkugeln —
verfiigen lediglich tiber 3 Freiheitsgrade der Translation (ein Freiheitsgrad pro Raumrichtung).
Im harmonischen Potential der optischen Falle besitzen sie iiber die Zeit gemittelt eine innere
Energie U von

U= —ko* (4.3)

o’ = (@ - 2)) (4.4)

Die durch die Brown’sche Bewegung hervorgerufene Abweichung ist das Ergebniss sehr vieler,

statistisch unabhéngiger Beitrédge und lasst sich daher mittels einer Gaulkurve

T — )2
f(@) = ——eap <—()> (4.5)

o2r 202

beschreiben. Die mittlere Abweichung vom Fallenmittelpunkt o kann nun also gleich gesetzt
werden mit der Energie pro Freiheitsgrad. Durch Kombination von 1/2 kT mit Gleichung
erhélt man so fiir die Federkonstante

_ kgT

k= (4.6)

o2
Die Kalibration nach Brown ist damit unabhéngig von der Partikelgrofe oder der Viskositédt des
umgebenden Mediums. Ungenauigkeiten liegen bei dieser Methode unter anderem in Fehlern
der Positionsbestimmung. Niederfrequente Schwingungen des Systems verfalschen die mittlere
Abweichung und gehen so quadratisch in die Bestimmung von k ein. Eine weitere Fehlerquelle
ist die exakte Bestimmung der Temperatur. Da ein Teil des Laserlichts vom Medium absorbiert

wird kann die tatséchliche Temperatur von der der Umgebung abweichen.

Kalibration nach Stokes

Die Federkonstante ldsst sich auch ohne Beriicksichtigung des Gleichverteilungssatzes durch
Anlegen einer bekannten dufleren Kraft an das Teilchen bestimmen, mit dem Vorteil, dass man
direkte Kontrolle {iber die wirkende Kraft respektive die Auslenkung besitzt.

Bewegt sich das Teilchen relativ zum umgebenden Medium mit einer konstanten Geschwin-
digkeit v — was im vorliegenden Fall durch eine Bewegung der gesamten Probe mittels der

Piezobiihne realisiert wird — so wirkt auf es eine Reibungskraft
FR = _/87)7 (47)

was zu einer Auslenkung x aus dem Fallenzentrum fithrt. Fiir ein sphérisches Teilchen mit Radius



4.1 Optische Pinzette 61

a in einem Medium mit Viskositédt n ergibt sich der Reibungskoeffizient $ nach dem Gesetz von
Stokes durch
p = 6man (4.8)

Daraus folgt durch Kombination mit Gleichung [4.2]

= 9w (4.9)

T

Problematisch hierbei ist die exakte Bestimmung des Reibungskoeffizienten. Zum einen ist die
Viskositat von Wasser bei Zimmertemperatur stark temperaturabhingig und variiert zwischen
20 und 25°C um mehr als 10 % [98] (vgl. Tab. [.2), zum anderen sorgen Randeffekte dafiir,
dass sich der hydrodynamische Widerstand erhoht, was dazu fiihrt, dass die Viskositét in der
Néahe von Oberflichen grofler ist als weit davon entfernt. Dies wird durch das Faxensche Gesetz

berticksichtigt:
Bst

Bra =
Col- () s - - w5

Dabei bezeichnen h die Distanz zur Oberflache und a den Partikelradius. Fiir grofien Abstand

(4.10)
von der Oberfliche geht die Gleichung iiber in das Stokes’sche Gesetz. Bei einem fiir die Flufizelle

typischen Verhéltnis von h/a = 15 betragt die Abweichung noch 4 %.

Tabelle 4.2: Viskositdt von Wasser in Abhéngigkeit der Temperatur (T: Temperatur, n: Visko-

sitét).
Tin [°C]
n in [Ns/m?]

Da die Auslenkung nicht instantan erfolgt muss die Bewegung abhéngig von der Bildrate der

15 20 21 22 23 24 25 30
1,139 1,003 0979 0955 0933 0911 0,891 0,798

verwendeten Kamera oder der Frequenz der verwendeten Detektordiode tiber mehrere Sekunden
kontinuierlich durchgefiihrt werden, was eine entsprechend ausgeriistete Bithnenapparatur bedingt.
Alternativ dazu kann durch Anderungen der Strahlgeometrie, wie dies z.B. bei der holographischen
optischen Pinzette [45] moglich ist auch das Fallenzentrum und damit der Probenpartikel direkt

durch das Medium bewegt werden.

4.1.3 Kalibrationsresultate

Die konstruierte optische Pinzette ist ausgelegt auf die Manipulation sphérischer Objekte im
Bereich von 1,1-6,5 pm Grofle. Wéhrend es unterhalb von 1,0 pm aufgrund einer plateauartigen
Verbreiterung des Strahlprofils nicht moglich war Partikel stabil gefangen zu halten konnten
Partikel > 6,5 pm aufgrund zu geringer Laserleistung nur eingeschriankt bewegt werden. Die
Partikeldetektion wurde ausschliefilich im Durchlichtmodus iiber die Basler A602f-Kamera
durchgefiihrt. Die zeitliche Auflésung war dabei von der Bildrate der Kamera auf 100 bps
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limitiert, wihrend die rdumliche Auflésung von der verwendeten Wellenldnge und der Optik
des Aufbaus begrenzt wurde. Dabei ist die rdumliche Auflésung nach Abbé von der optischen
Auflésung des Kamerasystems zu unterscheiden.

Fir die Kalibration der optischen Pinzette, wie auch fiir die Untersuchung der Aktin-Dynamik
ist im allgemeinen eine weitaus genauere Positionsbestimmung der Probenpartikel nétig als es
die zu Beginn des Kapitels angegebene Auflésung von 143,44+ 0,9nm pro Pixel der Kamera
zuldsst. Umgangen wird dies durch einen Tracking-Algorithmus basierend auf der Arbeit von
Crocker und Grier [32]. Durch Gewichtung der Helligkeitsverteilung der Mikrokugel ldsst sich
der Schwerpunkt und somit das Zentrum des Partikels mit einer Genauigkeit lokalisieren, die um
einen Faktor 10-20 tiber der Pixelauflosung des Systems liegt (vergleiche auch Abschnitt
Mikroskopie und Datenanalyse).
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Abbildung 4.4: Messdaten zur Bestimmung der Fallenstirke mittels Brown- (a) und Stokes-
Methode (b) bei verschiedenen Polarisatorstellungen respektive Laserstarken. Bei der Brown’schen
Kalibration unterliegen die gefangenen Mikrokugeln den Bewegungen aufgrund thermischer Ener-
gie. Bei der Stokes Methode hingegen wird die Auslenkung des Partikels aus dem Fallenzentrum
aufgrund eines alternierenden Fliissigkeitsstromes bestimmt.

Da das Strahlprofil herstellerseitig auf maximale Ausgangsleistung optimiert ist wird der
Fallenlaser in allen Féllen mit der gréftmoglichen Leistung von 1860 mW betrieben. Dabei kommt
es bei mehrstiindigem Betrieb zu einer Erwérmung und damit verbundenen Verschlechterung
des Strahlprofils, sodass Messungen auf weniger als 1h zu begrenzen sind. Da das Laserlicht
eine vertikale Polarisation aufweist erfolgt die Regelung der Fallenstérke iiber einen vor dem
Laser platzierten, manuellen Polarisator. In Abbildungen (1.4 & sind Messdaten und die
daraus berechneten Fallenstdrken daher in Abhéngigkeit von der Polarisatorstellung angegeben.
Exemplarisch sind in Abbildung [£.4] die Positionsdaten eines gefangenen Polystyrolpartikels
mit 1,87 pm fiir Brown- (a) und Stokes-Kalibration (b) bei unterschiedlicher Polarisatorstellung
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Abbildung 4.5: Ermittelte Federkonstanten k nach Brown & Stokes im Vergleich. Bei hohen
Fallenstérken streuen die mittels der Brown’schen Kalibrationsmethode gemessenen Werte stark,
wéhrend die mit der Stokes-Methode Bestimmten den erwarteten Cosinusverlauf aufzeigen.

wiedergegeben. Zwar zeigen die ermittelten Partikelpositionen Abstdnde von weniger als 1 nm
jedoch liegen diese unter der Genauigkeit der fiir die Auswertung verwandten Fitroutinen, sodass
sie nur noch bedingt mit realen Bewegungen der Partikel korellieren.

Die Fallenstérke ist bei kleinem Polarisatorwinkel so stark, dass die Partikelbewegungen unter
das Auflésungslimit des Subpixel-Trackings fallen und es zu keiner Verkleinerung der Positions-
wolke mehr kommt. Die Verteilung wird nun von zufilligen Vibrationen des Systems bestimmt,
weshalb die daraus berechneten Fallenstérken einer hohen Streuung unterliegen (siehe Abbildung
4.5)). Die Partikelauslenkungen aus dem Fallenzentrum, welche der Federstarkenberechnung
nach Stokes zu Grunde liegen, befinden sich hingegen auch bei kleinen Polarisatorwinkeln noch
oberhalb der Auflésungsgrenze und lassen sich so eindeutig unterscheiden. Die in (b) darge-
stellten Positionen wurden fiir beide Winkelstellungen durch eine Bithnenbewegung von 200 um/s
hervorgerufen. Da die Auslenkungsgeschwindigkeit jedoch keiner formellen Beschrankung unter-
liegt kann sie der Fallenstérke angepasst werden, sodass in allen Féllen optimal detektierbare
Positionsverschiebungen erreicht werden.

Bei kleinen Polarisatorwinkeln beziehungsweise hohen Laserstidrken weisen so die Resultate
der beiden Methoden starke Abweichungen voneinander auf. Wéhrend die Ergebnisse der Stokes-
Kalibration dem Verlauf einer Cosinus-Kurve folgen, wie es aufgrund der Polarisatordrehung zu
erwarten ist, stellen die Ergebnisse der Brown-Kalibration grofle Abweichungen dar. Dies zeigt

zweierlei: Zum einen, dass der Fehler aus der statistischen Sicherheit der an die Partikelverteilung
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Abbildung 4.6: Symmetriebestimmung der optischen Pinzette. Mittels Stokes-Methode wur-
den die Partikelauslenkungen in verschiedene Richtungen bestimmt. Die daraus berechneten
Federkonstanten weisen in einem weiten Bereich eine hohe Ubereinstimmung auf woraus sich auf
die Giite der Fallenkalibration schlieffen lésst.

angepassten GauBfunktion im Falle der Kalibration nach Brown aufgrund des erreichten Auflo-
sungslimits zu einer hohen Unterschitzung des tatsédchlichen Fehlers fiihrt. Zum anderen, dass
die fehlerbehafteten Groflen bei der Stokes-Kalibration mit zu hohen Fehlern angesetzt wurden,
da die Fehlerbalken weit tiber den cosinusférmigen Korridor der Messwerte hinausreichen.

Neben der Fallenstérke ist bei Kraftmessungen mittels einer optischen Pinzette auch die Sym-
metrie der Falle von grofler Bedeutung. Um dies zu gewéhrleisten wurde mittels Bithnenbewegung
die Partikelauslenkung entlang der Achsen bestimmt und zur Berechnung der Federkonstante
herangezogen. Abbildung zeigt die Ergebnisse im Vergleich. Bis zu einer Laserstiarke von 60 %
weiBen die Fallenstéirken einen annihernd linearen Verlauf auf und zeigen hohe Ubereinstimmung
sowohl untereinander als auch mit den Resultaten der Kalibration nach Stokes. Bei hoheren
Starken beginnen die Werte stark zu streuen und die Fehler nehmen an Gréfie zu. Mit Werten von
200- 600 pN/nm liegt die bestimmte Fallenstérke hier jedoch bereits weit tiber dem fiir biologische
Messungen typischen Bereich von < 50 pn/pm [56), [70), [198].

4.2 Reflexions-Interferenz-Kontrastmikroskopie

Reflexions-Interferenz-Kontrastmikroskopie beschreibt eine markerfreie Technik, die — basierend
auf der Reflexion von Licht an Grenzflachen — eine Bestimmung des Abstandes zwischen bzw.

der Hohe von Objekten im Bereich von 1079-107%m auf lichtmikroskopische Weise erméglicht.
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Durch den Einsatz monochromatischen Lichtes und der kontrastoptimierenden Antiflex-Technik
stellt sie eine Weiterentwicklung der klassischen Interferenzreflexionsmikroskopie (IRM) dar. Der
folgende Abschnitt gibt einen Einblick in Funktionsweise und Anwendungsbreite des konstruierten
RIKMs. Weitergehende Betrachtungen kénnen dem Ubersichtsartikel von Limozin und Sengupta

[113] oder der Dissertation von K. Klein [101] entnommen werden.

4.2.1 Funktionsprinzip

Reflexionen treten nur auf an Grenzflichen von Objekten, die einen Sprung in ihren Brechungs-
indizes n markieren. Im Falle eines monochromatischen Lichtstrahls mit Intensitit Iy welcher
einen Objekttriager durchquert (vgl. Darstellung in Abbildung entsteht zunéchst ein an der
Grenzflache zwischen Glas und Medium reflektierter Strahl ;. Der transmittierte Anteil des
Ausgangsstrahles erzeugt nachfolgend beim Eintritt in das optisch dichtere Untersuchungsobjekt
einen zweiten Reflexionsstrahl I was zu einer konstruktiven oder destruktiven Interferenz der
beiden reflektierten Teilstrahlen entsprechend der Weglédngendifferenz 29 fiithrt. Die resultierende
Intensitat I ergibt sich fiir den vereinfachenden Fall eines quasi-senkrecht (o =~ 0) einfallen
Strahles I zu

I(h(zy),k) = I + I + 2v/T1 Iycos [2kh (z,y) + D) (4.11)

mit der Kreiswellenzahl k& = 27n1 /) sowie einer aus der Anderung der optischen Dichte resultie-
renden Phasenverschiebung @ (hier: @ = m da ng > np). Damit ist das detektierte Interferenzbild
eine direkte Funktion des Abstandes h (x,y) zwischen Objekt und Objekttrager. Fiir Bereiche in
denen das Objekt in Kontakt (h = 0) mit der Oberfliche ist nimmt der Cosinus aufgrund des
Phasensprunges den Wert -1 an und es ergibt sich ein Minimum in Formel Kontaktstellen
erscheinen daher als dunkle Bereiche im Interferogramm. Allerdings kommt es bei steigendem
Abstand zu einer periodischen Wiederholung heller und dunkler Regionen alle Ah = \/2n, sodass
durch die Verwendung einer einzelnen Wellenldnge keine Aussage zur absoluten Hohendifferenz

iiber die erste Periode hinaus getroffen werden kann.

4.2.2 Einrichtung & Kalibration

Wie beschrieben erlaubt der Einsatz einer Wellenlénge keine Aussage iiber die absolute Hohen-
differenz zwischen Objekt und Objekttrager. Dies kann jedoch durch die simultane Verwendung
mehrerer Wellenldngen umgangen werden. Der Aufbau wurde deshalb derart konzipiert, dass
die gleichzeitige Abbildung von Interferogrammen 3er Wellenléngen moglich ist, von denen 2
(A1 =593nm, A2 =546 nm) sténdig genutzt wurden. Da die Periodizitat der Intensitét im Hohen-
verlauf direkt von A abhéngig ist ergeben zwei, der Wellenldnge nach separierte Strahlen, minimal
differierende Interferenzbilder mit einzigartigem Muster. Durch Vergleich der Intensitdten der
beiden Bilder lésst sich so in einem gegeniiber der Einzelwellenldngen-RIKM um den Faktor 10

vergoBerten Bereich eine eindeutige Abstandsbestimmung treffen.



66 4 Aufbau

MEDIumM

Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des RIKM-Funktionsprinzips. Ein einfallender Strahl
Iy wird sowohl an der Grenzfliche Glas-Medium als auch an der Grenze zwischen Medium und
Objekt reflektiert. Der daraus resultierende Wegunterschied 6 zwischen den Teilstrahlen I; und
I, fiihrt zu einem Interferenzbild das vom Abstand h(z) zwischen Glas und Objekt abhédngig ist.

Die Filterung nach und Auftrennung in die einzelne Wellenldngen findet dabei erst nach Aus-
kopplung des Lichtstrahles aus dem Mikroskop im Abbildungsstrahlengang statt. Der Lichtstrahl
wird mittels des dichroitischen Spiegels DS 4 in zwei Teilstrahlen aufgespalten und A; (593 nm)
iiber den Filter F 4 auf der Kamera CCD 1 abgebildet. Der zweite Teilstrahl (490 - 550 nm)
wird durch einen Spalt auf ein Strahlteilersystem (DS 5 & 6, F 5 & 6) geleitet, wo er in seine
blaue und griine Komponente aufgespalten, und die Wellenldngen Ay (546 nm) und Az (490 nm)
isoliert werden. Durch den Spalt wurde der Strahl dabei derart begrenzt, dass beide Wellenldngen

nebeneinander auf Kamera CCD 2 abbildbar waren.

In der Praxis ist die Intensitdt der reflektierten Teilstrahlen aufgrund der geringen Unter-
schiede in den Brechungsindizes zwischen Glas (ng = 1,52), Medium (Bsp. H2O: n; = 1,33) und
Objekt (Bsp. Zellmembran: ny = 1,46) [19] so gering, dass bei der klassischen IRM Streulicht
aus der Objektivebene zu groflen Problemen fithrt. Der Aufbau wurde daher nach der von Ploem
entwickelten Antiflex-Technik realisiert [I61]. Durch den Einsatz von Polarisator, Analysator
sowie speziellem, mit einem rotierbaren \/4-Plattchen ausgestatteten Objektiv (Neofluar Antiflex,
63x, NA =1,25; Zeiss, Deutschland) lasst sich dabei Streulicht herausfiltern und der Kontrast
der Interferenzbilder so erhéhen (vergleiche Abbildung :

Unpolarisiertes Licht aus dem Beleuchtungsstrahlengang des Aufbaus tritt nach einer begren-
zenden Iris durch einen Polarisator in den Reflektorwiirfel des Mikroskops ein, wodurch es eine

lineare Polarisation erfihrt. Mittels eines dichroitischen Spiegels wird ein Teil des Lichtes auf die
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Abbildung 4.8: RIKM Strahlenverlauf. Mittels Polarisator und Analysator kann bei Einsatz
des Antiflex-Objektives mit \/4-Plattchen Streulicht aus der Objektebene herausgefiltert und so
der Kontrast des Interferenzbildes erhéht werden.

Probe gelenkt. Beim Durchgang durch das Objektiv wird es mittels des \/4-Pliattchens zirkular
polarisiert. Bei der Reflexion am Objekttriager bzw. Objekt erfahrt nun aber jeweils nur eine
Feldkomponente eine Phasenverschiebung um 7, abhéngig vom Vorzeichen der Brechungsindex-
danderung. An der Grenzschicht zwischen Glas und Medium (ng > n1) ist dies die Komponente
parallel zur Einfallsebene, aufgespannt durch Einfallsrichtung und Oberflichennormalen, am
Ubergang zwischen Medium und Objekt (ns > n;) die Komponente senkrecht zur Einfallsebene.
Dadurch erfdhrt das reflektierte Licht in beiden Féllen eine Umkehr der Zirkulationsrichtung,
wodurch es nach abermaligem Durchgang durch das Objektiv eine lineare Polarisation senkrecht
zur Urspriinglichen aufweist. Dies ermoglicht dem Strahl den Durchtritt durch den um 90°
gegeniiber dem Polarisator gedrehten Analysator. Im Gegensatz dazu ist das vom Eingansstrahl
ausgehende Streulicht in Ursprungsrichtung oder zuféllig polarisiert, so dass es zu einem hohen
Anteil vom Analysator blockiert wird.

Die Auswirkungen der beschriebenen Technik lassen sich in Abbildung [4.9] anhand einer
25 pm durchmessenden Polystyrolkugel erkennen. Im regulidren Hellfeldmodus (aufgenommen
mit einem 60x Wasser-Immersionsobjektiv) werden die Grenzflicheninterferenzen von Streulicht
iiberlagert, sodass sich in (a) lediglich die Umrandung der Mikrokugel erkennen lidsst. Durch
den zuséatzlichen Einsatz der Polarisatoren und Filter (b)) lassen sich bereits die kreisrunden

Interferenzringe erkennen, welche Aufschluss iiber die Krimmung der Kugel geben. Das Zentrum
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Abbildung 4.9: Vergleich einer Polystyrolkugel im Auflicht- und im RIKM-Modus des Aufbaus.
(a) Hellfeldbild der Polystyrolkugel aufgenommen mit einem 60x Wasser-Immersionsbjektiv im
konventionellen Auflichtmodus, (b) im RIKM-Modus (mit Polarisatoren und Filter), (c) im
RIKM-Modus unter Verwendung des 63x Antiflex-Objektives bei vollstindig gedffneten \/4-
Pléttchen (45° zur Polarisationsrichtung) und (d) bei vollstandig geschlossenem \/4-Pléttchen
(0° zur Polarisationsrichtung). Mafstab: 10 pm.

der Ringe erscheint dabei als dunkle Scheibe, da hier die Polystyrolkugel in Kontakt mit dem
Objektivtrager steht. In Kombination mit dem Antiflex-Objektiv (¢)) erhoht sich der Kontrast
schlieBlich deutlich.

Abbildung[4.9] (c) & (d) zeigen zudem den Einfluss der Stellung des \/4-Plittchens auf Kontrast
und Helligkeit des Bildes. Bei optimaler Stellung (45° zur Polarisationsrichtung des einfallenden
Lichtes, (c)) wird das Licht zirkular polarisiert und die maximal mogliche Intensitat tritt
durch den Analysator. Bei abweichender Polarisatorstellung wird das einfallende Licht elliptisch
polarisiert und die durch den Analysator tretende Intensitét ist geringer; das Bild wird dunkler.

Im Spezialfall einer Stellung des A/4-Pléttchens von 0° ist die Intensitét des Interferogramms

Abbildung 4.10: Auf Kollagen beschichteter Glasoberfliche fixierte PatuT-Zelle im RIKM-
und Fluoreszenz-Modus des Aufbaus. (a): RIKM-Aufnahme bei 593nm (CCD1); (b): RIKM-
Aufnahme bei 546 nm (CCD2); (c): Fluoreszenzaufnahme des mittels Cy3 angefarbten Paxillins
der Zelle (CCD1). Bei Paxillin handelt es sich um ein mit den fokalen Adhésionsstellen der Zelle
assoziiertes Signalprotein weshalb die fluoreszenten Bereiche mit den dunklen Adhésionsbereichen
im RIKM-Modus tibereinstimmen. Mafistab: 20 pm (Mit freundlicher Genehmigung von Katharina
Klein).
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am geringsten und weist zudem ein deutliches Kreuz auf, wie es aus Kristallanalysen mittels
Polarisationsmikroskopie bekannt ist [87]. Dabei handelt es sich um eine von Inoue und Kubota
beschriebene Diffraktionsanomalie, hervorgerufen durch eine Rotation der Polarisationsebene
aufgrund gekrimmter Oberflichen (hier: Polystyrolkugel) [8§].

Abbildungen [£.10] und [.11] zeigen Anwendungsbeispiele der RIKM. Der Aufbau wurde unter
anderem verwandt um Vesikeldynamiken aber auch Adhésionscharakteristika von Tumorzellen

zu untersuchen [83] [101].
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Abbildung 4.11: Vesikeladhésion und -ausbreitung aufgenommen im Hellfeld-, RIKM- und
Fluoreszenzmodus des Autbaus. Die Gegeniiberstellung zeigt die Vorteile der verschiedenen
Techniken: Nicht ausgebreitete Vesikel in der Néhe der Oberfléche (a, b) sind mit allen 3 Techniken
gut zu identifizieren, aber nur die RIKM-Technologie gibt Aufschluss iiber den Adhésionsgrad
der GUVs. Ausgebreitete Membranen (c) lassen sich mittels konventioneller Hellfeldtechnik nicht
identifizieren. Gegeniiber der Fluoreszenzmikroskopie besitzt die RIKM zudem den Vorteil der
Markerfreien Anwendung. MaBstab: 20 pm.
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Mikrofluidik

Die Mikrofluidik ist mit ihren geringen Reaktionsvolumina von wenigen Mikrolitern aber auch
mit der begrenzten Dimension geeignet, chemische Reaktionen und biologische Prozesse zu
erforschen, die in grofen Volumina nur schwer zu realisieren sind [73], [92), 212]. Durch Einfiihrung
der Softlithographie in Flexibilitéit klassischen, makroskopischen Techniken nicht nachstehend,
lasst sie sich auf die jeweiligen Erfordernisse einzelner Experimente anpassen [5]. So gewann sie,
auch durch die damit einhergehende Reduktion der Kosten und Entwicklungsdauern, in den

letzten Jahren zunehmende Bedeutung fiir die in vitro Modellierung zellularer Systeme.

5.1 Photolithographie und Flusszellenbau

Mittels der von Whitesides et al. entwickelten Methode der Softlithographie [44] 226] wurden in
einem mehrstufigen Prozess Mikrofluidiksysteme aus Polydimethylsiloxan (PDMS) hergestellt. Bei
PDMS handelt es sich um ein im sichtbaren Wellenldngenbereich transparentes Silikonelastomer.
Aufgrund seiner physikalischen und chemischen Stabilitdt findet es einen weit verbreiteten
Einsatz in medizinischen und technischen Anwendungen, von Kontaktlinsen [I49] bis hin zu
ionensensitiven Membranen [9], [193]. Mit einer einzigartigen Flexibilitat die, je nach Kettenldnge
und Vernetzerdichte, in einem Schubmodul zwischen 100 kPa und 3 MPa zum Ausdruck kommt
ist es perfekt geeignet fiir elastische Abformungen. Dartiber hinaus bietet es eine hohe thermische
Stabilitét, eine hohe Kompressibiltéit sowie eine hohe Gas-Permeabilitat [I18]. Letzteres allerdings
kann beim Einsatz in mikrofluidischen Zellen zu Luftblasenbildung oder Austrocknung fiihren.

Der Herstellungsprozess lasst sich unterteilen in Design und Erzeugung der fiir die Abgussformen
noétigen Photomaske, der photolithographischen Erzeugung der Negativmaske sowie dem Abguss

und der Montage der Flusszellkomponenten.

5.1.1 Herstellung der Negativmasken

Um eine Negativform der PDMS-Strukturen mittels Kontakt-Photolithographie zu erzeugen,

werden zunéchst die teilweise lichtundurchléssigen Photomasken hergestellt. Dabei wird je nach

71
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Strukturgrofle auf zwei unterschiedliche Prozesse zuriickgegriffen.

Fiir Strukturen > 5-10pm (hier: Kanalstrukturen) wurden die mittels einer CAD-Software
erzeugten Muster auf eine transparente Polymerfolie gedruckt (JD Photo-Tools, Grof$britanni-
en). Um die fur Sdulenstrukturen notwendige Genauigkeit zu erreichen wurde hingegen eine
Chrom-Mastermaske hergestellt. Dafiir wurde unter Reinraumbedingungen und Gelblicht 1 ml
des positiv-Photolacks AZ-1505 (Microchemicals, Deutschland) mittels Rotationsbeschichtung
(500 U/min, 8s; 3500 U/min, 25s) auf eine 2 x 2 Zoll messende Quarzglasplatte (Krankenhaus-
und Laborbedarf Manfred Fremdling, Deutschland) aufgebracht. Nach Trocknung bei 80°C fiir
30min im Lacktrockenschrank wurden die Strukturen mittels eines programmierbaren Laser-
Maskenschreibers (DWL 66; Heidelberg Instruments, Deutschland) nach Vorlage der Zeichendatei
geschrieben. Da es sich bei AZ-1505 um einen Positivlack handelt blieben nach Entwicklung
mit AZ-351 Entwickler (1:6 verdinnt in Wasser, 1 min; Microchemicals, Deutschland) nur die

belichteten Bereiche (hier: 5 x 5mm grofies Feld mit 5 pm durchmessenden Scheiben) zurtick.

Tabelle 5.1: Prozessverlauf zur photolithographischen Herstellung der Masken mit einer Héhe
von 15pum (z.B. Lochstrukturen auf Silizium) und 40 pm (z.B. Kanalstrukturen auf Quarzglas).

Arbeitsschritt Erlduterung fiir 15 ym Erlduterung fiir 40 pm

Substrat Siliziumplatten, 2" oder 4" Quarzglasplatten, 2"

Ultraschallen in 10 %iger Extranlésung fiir
10 min; 30 min Dehydration bei 200 °C im
Trockenschrank

Substratvorbereitung  Abblasen mit Stickstoff; 15 min Dehydra-
tion bei 200 °C im Trockenschrank

Rotationsbeschichtung mit SU8-2010 Rotationsbeschichtung mit 2 ml SU8-25:
(2ml fiir 2" Scheiben, 4 ml fiir 4" Schei- — 55 bei 500 U/min

ben): — 325 bei 2000 U/min

— 55 bei 500 U/min

— 325 bei 1500 U/min

Beschichtung

Vorbacken Auf einer Heizplatte: Auf einer Heizplatte:

— 1min bei 65°C — 3 min bei 65°C

— 3 min bei 95°C — 7min bei 95°C
Belichtung 400W HBO (MJB3): 4,5 - 4,8s 400 W HBO, (MJB3) 14,0 - 15,0
Nachbacken Auf einer Heizplatte: Auf einer Heizplatte:

— 1 min bei 65°C — 1 min bei 65°C

— 4 min bei 95°C — 5min bei 95°C
Entwicklung ca. 3min in Microchem SU-8 Entwickler schwenken; mit Entwickler abspiilen
Trocknen Abblasen mit Stickstoff; 20 min bei 75 °C im Lacktrockenschrank zu Ende backen

Mit Hilfe einer Sputter-Beschichtungsanlage (MED 020 Coating System; Bal-Tec, Liechten-
stein) wurde anschlieend eine ~ 100 nm dicke, lichtundurchléssige Chromschicht aufgetragen.
Dazu wurde zunichst das Chrom-Target bei 120 mA und 1,3-10~2 mbar Argon bei geschlossener
Blende 20s lang von seiner Oxidschicht befreit, um direkt danach die Maske 320s lang mit
Chrom zu bestduben. Anschlieend wurde der noch vorhandene Photolack mit Aceton abgelost.

Zurick blieb die mit dem Maskenschreiber erstellte Struktur als diinne Chromschicht in den



5.1 Photolithographie und Flusszellenbau

73

Bereichen, die zuvor mitttels des Laser-Maskenschreibers belichtet wurden.

Die Abgussmasken wurden mittels des negativ-
Photolacks SU8 (MicroChem, USA) ausgefiihrt.
Bei SU8 handelt es sich um eine Kombination
des Epoxidharzes EPON-Resin welches, gelost in
~v-Butyrolacton oder Cyclopentanon, in verschiede-
nen Viskositaten erhaltlich ist. Dadurch und durch
seine hohe Transparenz im Ultraviolettbereich las-
sen sich mittels Rotationsbeschichtung Schichtdi-
cken von < 1pm bis hin zu 300 pm realisieren. Bei
der eigentlichen photoreaktiven Substanz, welche
den Vernetzungsprozess initialisiert, handelt es sich
um Triarylsulfoniumhexafluoroantimonat mit einem
Absorptionsmaximum bei 365 nm [22] [152].

Der photolithographische Prozess folgt der in
Tabelle 5.1 und Abbildung [5.1] beschriebenen Vor-
gehensweise. Fiir Sdulenstrukturen wurden 2 und
4 7Zoll groBe, einseitig polierte Siliziumscheiben (Si-
Mat, Deutschland) mit Stickstoff abgeblasen und
fiir 15 min bei 200 °C im Wassertrockenschrank aus-
geheizt. Mittels des Rotationsbeschichters wurde
auf dem Silizium eine 15 pm dicke Schicht SU8-2010
(2ml fiir 2 Zoll Scheiben, 4 ml fiir 4 Zoll Scheiben;
5s bei 500 U/min und 32s bei 1500 U/min) erzeugt
und zur Verdunstung des Loésemittels vorgebacken.
Um Schéden an der Lackstruktur durch thermische
Beanspruchung zu vermeiden wurde der Heizvor-
gang in zwei Stufen auf verschiedenen Heizplatten
bei 65 °C (1 min) und bei 95 °C (3 min) durchgefiihrt.

Zusammen mit der Photomaske in einen Maskenaus-

Belichten

CHROMMASKE

BELACKTES
SUBSTRAT

PDMS -Abguss

Ablosen

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der
Photo- und Softlithographieschritte anhand von
PDMS-Saulenfeldern.

richter (MJB3; SUSS MicroTec, Deutschland) eingespannt wurden die belackten Siliziumscheiben
mittels einer 400 W Quecksilberdampflampe 4,5-4,8s belichtet. Anschliefend wurden sie erneut

auf den Heizplatten (1 min bei 65°C und 4 min bei 95 °C) erhitzt um den Vernetzungsprozess der

belichteten Bereiche abzuschlielen.

Im Falle des Séulenfeldes war der Lack nun {iberall mit Ausnahme der 5 pm durchmessenden

Scheiben vernetzt. Zur Entfernung des Lackes an den nicht belichteten Stellen, respektive den
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Kreisscheiben, wurden die Siliziumscheiben fiir circa 3 min in SU8-Entwickler (mrDev 600; Mi-
croChem, USA) geschwenkt und mit Stickstoff trockengeblasen. Um Reste nichtbelichteten SU8s
zu identifizieren konnten die Strukturen mit Isopropanol abgewaschen werden. Kam es dabei zu

einer Weififarbung des Photolackes so war ein weiterer Entwicklungsvorgang anzuschlielen.

Auf dhnliche Weise wurden auch Masken fiir die Kanéle erstellt. Statt Siliziumscheiben wurden
2 x 2 Zoll messende Glasplatten verwendet, die in einer 10 %igen Extranlosung fiir 10 min ultra-
schallbehandelt wurden. Nach Abspiilen mit Reinstwasser wurden sie fiir mindestens 30 min im
Wassertrockenschrank dehydriert. Um die vorgesehene Hohe von 40 pm zu erreichen wurde der
hoherviskose SUS-25 verwendet, was eine Anpassung der Back- (Vorbacken: 3 min bei 65 °C und
7min bei 95 °C; Nachbacken: 1 min bei 65°C und 5 min bei 95 °C) sowie der Beschichtungspara-
meter (5s bei 500 U/min und 32s bei 2000 U/min) nach sich zog.

Neben den photolithographisch generierten Strukturen wurden dariiber hinaus fiir die in Ab-
schnitt beschriebenen Kanéle Abgussformen aus Teflon verwandt. Um die spétere Ablosung
der PDMS-Strukturen zu verbessern wurden sowohl die Silizium- als auch die Glasmasken einer
Passivierung mittels 1H,1H,2H,2H-Perfluorooctyltrichlorosilan (PFTCS) (ABCR, Deutschland)
unterzogen. Hierfiir wurden die Strukturen iiber Nacht, mindestens jedoch fiir 4 h, zusammen
mit 300l PFTCS in einem evakuierten Exsikkator (/0,1 mbar) gelagert. Dabei kommt es
unter Abspaltung der Chloridgruppen zu einer Anlagerung an die Siliziumstrukturen und zur
horizontalen Vernetzung des Silans (vergleiche auch Abbildung zur Silanisierung mittels
APTES).

5.1.2 PDMS-Abguss und Montage

Das fiir den Abguss verwandte Polydimethylsiloxan wurde in Form eines 2-Komponenten Produk-
tes, bestehend aus Siloxan sowie dem Vernetzerreagenz Hydrosilan, welchem ein Platinkomplex
als Katalysator beigefiigt ist, geliefert (Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit; Dow Corning, USA).
StandartméaBig in einem Verhéltnis von 10: 1 angeriihrt wurde die Mischung anschlielend im
Exsikkator entgast und konnte bei -20 °C mehrere Tage im Gefrierschrank aufbewahrt werden.
Die Grundkomponente der entwickelten Mikrofluidiksysteme bildete in beiden Féllen eine
Kanalstruktur eingeprigt in eine PDMS-Schicht auf Glas mit dquivalenter Hohe. Dafiir wurde
eine geringe Menge des entgasten PDMS iiber die Struktur verteilt und ein mittels Ethanol
gereinigtes Deckglas (60 x 24 mm; Carl Roth, Deutschland) dagegengepresst. Im Falle der Block-
komponenten, wie z.B. dem Saulenfeld, wurde die Abgussstruktur in einer Petrischale bis zur
gewiinschten Hohe mit PDMS {ibergossen und im Exsikkator ein weiteres Mal entliiftet. Um die
Polymervernetzung — welche bei Raumtemperatur circa 24 h dauert — zu beschleunigen wurden
die Abgiisse fiir 3-4h bei 65 °C gelagert. Nach Verfestigung konnten die Blockstrukturen aus

der Petrischale herausgetrennt und von der Maske abgezogen werden. Die Kanalstrukturen auf
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den Deckgldsern mussten unter Verwendung einer Rasierklinge und Ethanol vorsichtig von der

Glasmaske abgelost werden.

Als mikrofluidische Zuleitungen dienten PTFE-Schlduche mit einem Innendurchmesser von
0,3 mm bei einem AuBendurchmesser von 0,6 mm (# S 1810-04; Bohlender, Deutschland). Um sie
anzubringen wurden die Blockstruckturen entsprechend der Kanalform mit einem Probenstanzer
von 0,5mm Durchmesser (Harris Uni-Core - 0.5; Ted Pella, Kannada) durchstofen und die
Schlduche biindig hindurchgezogen. Um Unreinheiten zu entfernen wurden die Mikrofluidik-
komponenten in 10 %iger Ethanollosung fiir 5 min ultraschallbehandelt. Um fiir eine stabile
Verbindung zwischen den Einzelteilen zu sorgen wurden die Flusszellenteile fiir 30s bei 150 W
und 0,5 mbar einem Sauerstoffplasma ausgesetzt (Plasmagerit 100-E; PVA Tepla, Deutschland).
Die Plasmabehandlung fiihrte zu einer Oxidation der endstandigen Gruppen des Siloxan, wodurch
stabile Bindungen zwischen den PDMS-Teilen méglich wurden [144) 154]. Um insbesondere die
Anschlussstellen der Schlduche luftdicht zu verschliefen wurden in einem abschlieenden Schritt
die Rénder der zusammengefiigten Flusszelle mit additionsvernetzendem 2-Komponenten-Silikon

(Twinsil; picodent, Deutschland) versiegelt.

5.2 Proteinaufbereitung

Die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit biochemischer und biophysikalischer Untersuchungen
héngt in hohem Mafle von der Qualitdt der verwendeten biologischen Préparate und Puffersub-
stanzen ab [227]. Dabei zeigen Proteine wie Aktin im allgemeinen eine Anfélligkeit fiir biologische
oder chemische Abbauprozesse [78] 110, [131], 142} [156], was eine sorgfiltige Durchfithrung der

Herstellungs- und Verarbeitungsprotokolle n6étig macht.

5.2.1 Aufbereitung und Lagerung von globularem Aktin

Ausgangsprodukt fiir die Erzeugung von F-Aktin ist globuldres Aktin, gewonnen aus dem
Muskelgewebe von Kaninchen. Extrahiert nach den Methoden von Pardee und Spudich [I56] am
MPI fiir Intelligente Systeme, Stuttgart, wurde es in 2 Schritten iiber mehrere Tage mittels einer
Dialysekassette (Slyde-A-Lyzer Dialysis Cassettes 10K MWCO; Thermo Fisher Scientific, VSA)
gegen den in Tabelle aufgefithrten Puffer dialysiert. Neben dem als Puffersubstanz dienenden
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) ermdglichen die Inhaltsstoffe Dithiothreitol (DTT) als
Antioxidationsmittel und NaNj als Schutz vor bakterieller Kontamination die Langzeitlagerung
des G-Aktins. Zur Entfernung denaturierten Aktins, sowie assoziierter Proteine, wurde die Losung
jedoch zunéchst iiber eine Dauer von 2h bei 100.000 g zentrifugiert und der Uberstand mittels
Grofenausschluss-Chromatographie aufgetrennt [122].

Fiir die Durchfithrung der Experimente war es notig, das isolierte Aktin mit biotinyliertem

G-Aktin (tebu-bio, Deutschland) in einem 1:25 Verhéltnis zu mischen. Die resultierende Losung
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mit einer Aktinkonzentration von 1,6 mg/ml wurde zur Vermeidung von Gefrierschiden mit
20 Vol.-% Glycerin vermengt, in 20 pl Einheiten aliquotiert und in fliisssigem Stickstoff schockge-
froren. Bei -80 °C aufbewahrt lésst sich das aufgereinigte Aktin so mehrere Monate lagern ohne

strukturrelevante Schiden davonzutragen.

Tabelle 5.2: Zusammensetzung des G-Puffers; pH 8,0 (M: Molekulargewicht, c¢: Konzentration
in Ix-Puffer, m: Massenanteil in 100 ml 10x-Puffer).

Substanz M [g/mol] ¢ [mmol/I] m [mg]
NaNs (20 %ige Lésung) 65 3,0 1ml
TRIS 121 2,0 242
Na,ATP 551 0,2 110
DTT 154 0,2 31
CaCl, - 2H,0 147 0,2 29

5.2.2 Polymerisation von filamentésem Aktin

Die Polymerisation des aufgereinigten, globuldren Aktins zu F-Aktin fand in einer Losung statt
deren Basis der in Tabelle beschriebene, 10x konzentrierte F-Puffer ist. In einem Volumen
von 100 ml hergestellt kann er aliquotiert, wie auch die Stocklésungen der anderen Puffer, bei

-20°C mehrere Monate gelagert werden.

Tabelle 5.3: Zusammensetzng des F-Puflers; pH 7,4 (M: Molekulargewicht, c¢: Konzentration in
Ix-Puffer, m: Massenanteil in 100 ml 10x-Puffer).

Substanz M [g/mol] ¢ [mmol/I] m [mg]
KCI 75 100,0 7500
MgClz - 6H20 203 2,0 406
TRIS 121 2,0 242
Mg.ATP 507 0,5 254
DTT 154 0,2 31
CaCl, - 6H20 147 0,2 29

Um eine Endkonzentration von 5pM F-Aktin zu erreichen wurde die Polymerisation auf
Eis durch Zugabe von 12,5l G-Aktin zu einer Mischung von 10 pl 10x F-Puffer und 72,5 pl
entgastem MilliQQ-Wasser initiiert. Dabei kommt die Aktinkonzentration einer Menge gleich,
welche bei vollsténdiger Polymerisation einem Doppelstrang von circa 520 km Lange entspréche.
Zur Verhinderung der Depolymerisation und gleichzeitigen Fluoreszenzmarkierung der Filamente
wurden 10 min nach Polymerisationsbeginn 5nl einer 0,1 pM Phalloidin-TRITC Lésung (Sigma-
Aldrich, USA) zugegeben. Bei TRITC (Tetramethylrhodamin-B-Isothiocyanat) handelt es sich
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Abbildung 5.2: Fluoreszenzaufnahme von auf Glas adhdrierten Aktinfilamenten zur Qualitéts-
kontrolle im Anschluss an den Polymerisationsvorgang. Mafstab: 10 pm.

um einen zur Rhodamin-Familie gehérenden Fluoreszenzfarbstoff mit einem Anregungsmaximum
Aez von 544 nm und einem Emissionsmaximum A, bei 572nm. Die erhaltenen Aktinfilamente
wiesen durchschnittliche Langen von 10-30 pm auf (vgl. Abbildung und konnten bei 4-8°C
bis zu 2 Wochen gelagert werden.

Zur Verwendung in den Experimenten wurde die F-Aktin Stocklosung mittels des in Tabelle

beschriebenen Verdinnungspuffer auf die gewiinschte Konzentration eingestellt.

Tabelle 5.4: Zusammensetzung des Verdiinnungspuffers; pH 7,4 (M: Molekulargewicht, c:
Konzentration in 1x-Puffer, m: Massenanteil in 100 ml 10x-Puffer).

Substanz M [g/mol] c [mmol/I] m [mg]
KCI 75 25,0 1875
Imidazol 68 25,0 1700
MgCl> - 6H,0 203 4,0 812
EGTA 380 1,0 380

5.2.3 Aufbereitung von NEM-HMM

Zur Anbindung der Aktinfilamente an die Sdulenstruktur wird eine mittels N-ethylmaleimid
modifizierte Abart der schweren Myosin II Kette verwandt (NEM-HMM, engl. N-ethylmaleimide
heavy meromyosin). N-ethylmaleimid blockiert die ATPase Fahigkeit der Myosin-Kopfregion
indem es an die Cystein Gruppen des aktiven Zentrums bindet. Da die Aktinbindungsseite von

der Modifikation nicht beeintrichtigt wird kann es zu einer Bindung an Aktin kommen, jedoch
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koénnen einmal geschlossenen Verkniipfungen nicht mehr geldst werden.

HMM wurde entsprechend der Extraktionsmethode von Margossian und Lowey aus der
Muskulatur von Kaninchen gewonnen [127] und wie von Cande et al. beschrieben zu NEM-HMM
weiterverarbeitet [23] [133].

5.3 Erzeugung unilamellarer Vesikel

Kiinstlich erzeugte Vesikel werden anhand ihrer Grofle standardmafig in 3 Kategorien ein-
geteilt: SUVs (kleine unilamellare Vesikel, engl. small unilamellar vesicles) mit Groflen von
20-100nm, LUVs (grofle unilamellare Vesikel, engl. large unilamellar vesicles) mit 0,1-1pnm und
GUVs (riesige unilamellare Vesikel, engl. giant unilamellar vesicles) mit Durchmessern von 1-
200 pm. Dabei kénnen bei LUVs und GUVs auch weitere unilamellare Vesikel eingeschlossen sein.
Man spricht in diesen Féllen von Multilamellaren (MLV) oder Multivesikularen Vesikeln (MVV).

Neben ihrer Grofie unterscheiden sie sich auch in ihren verschiedenen Herstellungsweisen [95] [106].

Gebréauchlichste Methode zur Herstellung von SUVs ist die Hochenergie-Ultraschallformation
[177]. Dabei wird der zunéchst im Inneren eines Glasgefiafies angetrocknete Lipidfilm nach Zugabe
der wassrigen Pufferlésung mittels eines Proben-Ultraschallgerédtes mit Titanspitze fiir mehrere
Minuten in Schwingung versetzt. Die sich dabei bildende Vesikellésung wird anschlielend durch
einen Membranfilter gepresst um abgeloste Titanpartikel zu entfernen.

LUVs konnen je nach Lipidkomposition beispielsweise durch Extrusion einer MLV haltigen
Losung erzeugt werden [I132]. Die dafiir benotigten MLVs formen sich spontan, wenn angetrocknete,
der wéssrigen Pufferlésung bei Temperaturen oberhalb der Phaseniibergangstemperatur T,
ausgesetzte, Lipidschichten mechanischen Vibrationen unterzogen werden. Die so erhaltene
Losung wird anschlieend durch Polycarbonatfilter mit Lochgréflen von einigen Dutzend bis
hin zu mehreren Hundert Mikrometern gepresst. Der mechanische Stress dem die Vesikel dabei
ausgesetzt sind bewirkt eine starke Deformation und den Zerfall in unilamellare Vesikel mit einer
relativ homogenen Groéfienverteilung. Bei wiederholter, starker Deformation kommt es zu einer
Zersetzung und der sukzessiven Umwandlung von LUVs in SUVs. Eine weitere Moglichkeit der
LUV-Herstellung ist die Anderung des pH-Wertes einer Dispersionslésung neutraler und negativ
geladener Lipide vom sauren (& 3) in den neutralen/alkalischen (~7-11) Bereich [76]. Neben
dem pH-Wert hingt die finale Gréflenverteilung der Liposomen zusétzlich vom Verhéltnis der
eingesetzten Lipide ab. So fithrt eine Erhéhung des Anteils neutraler Lipide bei gleichzeitiger
Verringerung des Ziel-pH-Wertes zu einer Erhéhung der Anzahl grofier Vesikel.

Eine der ersten Methoden zur Erzeugung unilamellarer Riesenvesikel war die von Reeves
et al. beschriebene Methode der kontrollierten Hydration von Lipidmembranen [169] 214]. Sie
folgt im wesentlichen dem oben erlduterten Prinzip zur Herstellung multilamellarer Vesikel, mit

dem Unterschied der Vermeidung der MLV-Erzeugung durch Vermeidung jeglicher Erschiitte-
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rung oder Umwélzung wéhrend des Quellvorganges. So wird die Hydratisierung initiiert indem
feuchtigkeitsgeséttigtes No-Gas iiber die getrocknete Lipidschicht geleitet und die wéssrige Puf-
ferlésung erst nach 15min Vorquellen zugegeben wird. Das Verfahren ist geeignet fiir eine breite
Anzahl an Phospholipiden bei nicht zu hohem Anteil (10-20mol%) geladener Lipide und ist
auch bei physiologischen Pufferstiarken anwendbar. Weitere Mdoglichkeiten stellen dariiber hinaus
die w/o/w-Doppel-Emulsionsmethode [200] sowie die gepulste Durchspiilung einer Lipiddop-
pelschicht [59, 194] dar. Beide Methoden weisen dabei den Vorteil der Monodispersitit und
einfachen Groflenkontrolle der entstehenden Liposomen auf, bieten jedoch im Vergleich mit den
anderen Methoden nur eine beschrankte Mengenausbeute.

Das derzeit jedoch Verbreiteste, und noch dazu in Volumina von mehreren hundert Mikroli-
tern anwendbare Verfahren, ist die erstmals von Angelova und Dimitrov Mitte der 80er Jahre

durchgefiihrte Elektroformation von Riesenvesikeln [§].

5.3.1 Elektroformation von Riesenvesikeln

Bei der in dieser Arbeit verwandten Methode handelt es sich um eine Weiterentwicklung des
von Angelova und Dimitrov entwickelten Verfahrens. Dabei ist die Elektroformation (alternativ:
Elektroquellung) auch anwendbar auf Lipidkompositionen die nach der klassischen Hydrati-
onsmethode nur schwaches Quellverhalten zeigen und liefert iber einen breiten Bereich an
unterschiedlichen Ionenkonzentration der Pufferlosung [140), [164] einen Anteil unilamellarer Vesi-
kel von bis zu 60 %. Historisch gesehen wird dabei eine Chloroformlésung der Lipide auf zwei
parallele Platinelektroden aufgetragen und unter Stickstoff getrocknet. Die Elektroden werden
anschlieBend in ein Geféfl mit Pufferlosung getaucht und ein elektrisches Wechselspannungsfeld
geringer Stérke (< 3V) angelegt. Der theoretischen Beschreibung von Puff und Angelova zufolge
[166] kommt es dabei wie in Abbildung (b) gezeigt zu elektrisch induzierten Fluktuationen
durch elektroosmotische Bewegungen der HoO-Molekiile zwischen den Lipiddoppelschichten.
Verstirkt durch die Oszillation der Wassermolekiile entlang der Achse des E-Feldes kommt es zu
einer teilweisen Ablosung und der Entstehung pilzartiger Ausformungen von 10-20 num Grofie
(Abbildung |5.3[(c)), die in der Lage sind miteinander zu fusionieren. Im letzte Schritt (Abbildung
(d)) kommt es nach Ausbildung einer sphéirischen Form zu einer Abschniirung und Loslésung
von der Oberflache.

Der Quellvorgang wird sowohl von Wechselspannungsstiarke und -frequenz, der Filmdicke und
Pufferzusammensetzung als auch von Temperatur und Dauer der Behandlung beeinflusst. Eine
Erhohung der Temperatur iiber die Phaseniibergangstemperatur hinaus hat dabei Angelova
et al. gemaf eine deutliche Beschleunigung der Quellung zufolge. Wie die spontane Quellung
ist auch die Elektroformation nicht geeignet um groflie Molekiile, wie z.B. Proteine, innerhalb
der Liposome einzuschlielen, da ihr Eindringen zwischen die Lipiddoppelschichten durch Gréfe
und Ladung behindert ist [214]. Des weiteren kann es, abhingig vom Elektrodenmaterial, bei

zu hohen Spannungen zur Oxidation und Hydrolyse von Lipiden kommen, was jedoch durch
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der Elektroquellung von GUVs auf ITO-Glas. Resul-
tierend aus dem wechselnden elektrischen Feld werden die auf der Oberfliche abgeschiedenen
Lipidschichten (a) durch die oszillierenden Bewegungen der Wassermolekiile entlang des E-Feldes
in Schwingung versetzt (b). Dabei bilden einzelne Schichten pilzartige Formen von 10- 20 pm
GréBe aus (c), die fusionieren und sich in einem Abschniirprozess von der Oberfldche l6sen kénnen

(d). (Adaptiert von [166].)

geeignete Wahl der Puffer vermindert werden kann [141].

In dieser Arbeit wurden als Elektroden fiir die Quellung sogenannte ITO-Glédser verwandt.
Dabei handelt es sich um Glasplatten in der Grofie handelsiiblicher Objekttréager, welche mit einer
weitgehend transparenten, 200 nm dicken Schicht des Halbleitermaterials Indiumzinnoxid (engl.
indium tin oxide, ITO) {iberzogen wurden (Prdzisions Glas & Optik GmbH, Deutschland) und
einen Flachenwiderstand von 10 2 aufweisen. Zur Abscheidung der Membranschichten wurden
die in Chloroform gelésten Lipidkompositionen mittels einer 25l fassenden, 16sungsmittelbe-
standigen Spritze (702 RN SYR; Hamilton, USA) vorsichtig auf einer vorher markierten Fliache
im Zentrum zweier ITO-Gléser aufgebracht. So soll gewdhrleistet werden, dass eine moglichst
diinne — wenige Dutzend Nanometer starke — Beschichtung entsteht, deren Homogenitét durch
Reflexion des Lichtes bei groflen Winkeln iiberpriift werden kann. Alternativ dazu kann die

Lipidaufbringung auch mittels Rotationsbeschichtung durchgefiihrt werden. Sie ermdoglicht eine
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Abbildung 5.4: Darstellung der Vesikelquellkammer zur Herstellung von GUVs. Die als Elek-
troden dienenden ITO-Glaser wurden mit Teflonbidndern als Isolatoren und Abstandshalter
versehen und iiber Kupferklebeband an die Klemmen eines Funktionsgenerators angeschlossen.
Mittels Versiegelungswachs wurde um die aufgetragene Lipidschicht eine zentrale Quellkammer
geschaffen und mit Pufferlésung gefiillt. Da die Herstellung der Vesikel mehrere Stunden in
Anspruch nimmt und bei erhéhter Temperatur durchgefiihrt wurde ist es nétig die Kammer
hermetisch zu verschliefen um eine Austrocknung zu verhindern.

verbesserte Kontrolle der Schichtdicke iiber grofle Bereiche was zu einem 2 - 5-fach hoéheren
mittleren Durchmesser der Vesikel gegeniiber der herkémmlichen Aufbringungsmethode fiihrt
[51].

Trotz einer nahezu instantanen Antrocknung der Lipide wurde die vollstdndige Verfliichtigung
des Chloroforms zur Herstellung 16sungsmittelfreier Membranen sichergestellt, indem die Glaser
fiir wenigstens 4h im Exsikkator evakuiert wurden. Anschliefend wurden auf den mit einem
Teflonband von 0,5 mm Dicke als Abstandshalter versehenen Platten (vgl. Abbildung an
den jeweils schriag gegeniiberliegenden Seiten Kupferklebebénder mit leitfihigem Klebstoff und
einer Stiarke von 0,07mm (Scotch 1181/12; 3M, Deutschland) angebracht. Zum Aufbau der
Quellkammer wird der lipidbeschichtete Bereich eines Glases mit einem diinnen, gleichmafig
ausgerollten Strang Versiegelungswachses (Hamatokrit-Versiegelungswachs; Lab-Laborfachbedarf,
Deutschland) u-féormig umgeben und vorsichtig mit dem zweiten Glastrdger unter Zuhilfenahme
zweier Metallblocke zusammengepresst. Die so entstandene Kammer besitzt ein Volumen von
einigen hundert Mikrolitern und kann mittels einer Spritze mit dem Quellpuffer (vgl. Tabelle
befiillt werden. Um zu verhindern, dass es zu einer Austrocknung der Kammer im Verlauf des
mehrere Stunden dauernden Quellvorganges kommt, wurde schlielich die Oberseite mit einem
weiteren Strang Versiegelungswachs verschlossen.

Die Elektroquellung wurde bei einer Temperatur von 30°C in der Inkubationskammer des

Aufbaus durchgefithrt. Zur Initiierung wurden die Kupferstreifen mit einem Funktionsgenerator
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(TG315; Thurlby Thandar Instruments, Groffbritannien) verbunden und fiir 2h eine Sinusspan-
nung (1 Vgg; 10Hz) angelegt. Um den Abloseprozess der Vesikel zu unterstiitzen wurde in der
Folge bei gleichbleibenden Parametern fiir eine weitere Stunde eine Rechteckspannung angelegt.
Nach Abschluss des Quellvorgangs konnte die Kammer geoffnet und die Vesikellosung vorsichtig
abgezogen werden. Aliquotiert in Eppedorf-Réhrchen konnte die Suspension iiber 5-7 Tage bei

7°C gelagert werden bevor die Lipide begannen sich langsam zu zersetzen.

5.3.2 Verwendete Puffer und Lipide

Alle verwendeten Lipide gehoren zur Gruppe der Phospholipide, stammten von Avanti Polar
Lipids, USA und wurden in Chloroform gelost geliefert (vgl. Tabelle . In Chloroform geléste
Lipide zeigen eine Anfélligkeit gegen Hydrolyse mittels Chlor- oder chloriger Sdure. Um dies —
sowie eine Verfliichtigung des Chloroforms und die damit verbundene Konzentrationsverfialschung
— zu minimieren wurden alle Verarbeitungsprozesse auf Eis durchgefiihrt. Zur Lagerung bei -20 °C
wurden sie in Mengen von einigen Hundert Mikrolitern in mit einem Teflon-Septum ausgestattete
Glasflaschchen aliquotiert (Art-Nr.: E159.1, E163.1, E162.1; Carl Roth, Deutschland). Um
eine Kontamination der einzelnen Lipidstammlésungen zu verhindern, wurden die verwendeten
Hamilton Spritzen zwischen jedem Schritt mehrfach mit Chloroform gespiilt.
Grundkomponente der fiir die Experimente verwandten Lipidmischungen bildet das aus Eigelb
gewonnene, ungesittigte L-a-Phosphatidylcholin (EPC, engl. egg phosphatidylcholine). Mit Cholin
als Kopfgruppe gehéren die Phosphatidylcholine zur Klasse der zwitterionischen Phospholipide
und sind mit nahezu 50 % Anteil ein wichtiger Bestandteil der Membranen eukaryotischer Zellen
[1]. Thre geringe Phasentibergangstemperatur T, von -15 bis -7°C [27] gewahrleistet, dass sich

die Membranen bei Raumtemperatur im fliissigen Zustand befinden.

Tabelle 5.5: Membrankonstituenten (M: Molekulargewicht, c: Konzentration).

Abkiirzung Volistandige Bezeichnung M [g/mol] ¢ [mg/ml] Hersteller & Ka-
talognummer
EPC L-a-Phosphatidylcholin 770,12 10,0 Avanti 840051C
EPA L-a-Phosphatidylsaure 706,16 10,0 Avanti 840101C
BioCAP 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3- 1105,47 10,0 Avanti 870273C
phosphoethanolamin-N-(cap biotinyl)
CF-PEG 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3- 3165,82 0,5 Avanti 810120C

phosphoethanolamin-N-[poly(ethylen
glycol)2000-N'-carboxyfluorescein]

Bei L-a-Phosphatidylsidure (EPA, engl. egg phosphatidic acid) handelt es sich um das biosyn-
thetische Vorprodukt zu Phosphatidylcholin. Es tragt bei einem pH-Wert von 7,4, anders als
das neutrale EPC, eine negative Gesamtladung und ist so zum Teil fiir die negative Ladung der

zelluldren Membranen verantwortlich.
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Abbildung 5.5: Strukturformeln der verwendeten Lipide.

Eine weitere Komponente ist das mit einem Biotin-Molekiil versehene 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-(cap biotinyl) (BioCAP). Sie erméglicht mittels des Proteins Streptavidin
die spezifische Bindung der Membranen an ebenfalls biotiniliertes Aktin oder Substrate. Zur
fluoreszenzmikroskopischen Detektion schliefllich dient Carboxyfluorescin, ein synthetisches Fluo-
reszenzmolekiil (Ae; =485 nm, ¢y, = 523 nm), welches tiber eine 2 kDa schwere Polyethylenglycol-
Kette an das Lipidgrundgeriist angebunden ist (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-
N-[poly(ethylenglycol)2000-N’-carboxyfluorescein]).

Der fiir die Elektroquellung verwandte Q-Puffer (siehe Tabelle wurde in 2 verschiedenen,
10x konzentrierten Stammlésungen hergestellt, die sich in der Menge der enthaltenen Saccharose
unterschieden. Durch Mischung und Verdiinnung der beiden Lésungen konnten so 1x-Puffer mit
variierender Saccharosekonzentration zwischen 100 und 200 mM hergestellt werden. Fiir die Ver-
diinnung der Liposome sowie den Aufbau der freitragenden Membranen wurde eine Pufferlosung
mit 100 mM Glucose angesetzt (siche Tabelle [5.7). Der daraus resultierende Dichteunterschied
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zwischen Vesikelinnerem und -duflerem fithrt zu einer Unterstiitzung der Sedimentation der

Liposomen auf den Substraten.

Tabelle 5.6: Zusammensetzung des Q-Puffers; pH 7,5 (M: Molekulargewicht, c¢: Konzentration
in Ix-Puffer, m: Massenanteil in 100 ml 10x-Puffer).

Substanz M [g/mol] ¢ [mmol/I] m [mg]
TRIS 121 2,0 242
NaN3 (20 %ige Lésung) 65 0,75 250 pl
DTT 154 0,2 31
MgCl - 6H.O 203 0,05 10
Saccharose 342 100 34200
200 68400

Tabelle 5.7: Zusammensetzung des E-Puffers; pH 7,5 (M: Molekulargewicht, c: Konzentration
in Ix-Puffer, m: Massenanteil in 100 ml 10x-Puffer).

Substanz M [g/mol] c [mmol/I] m [mg]
HEPES 238 10,0 238
NaN3 (20 %ige Lésung) 65 0,75 250 pl
CaClz - 6H20 147 0,5 74
Glucose 198 100 19800

5.4 Mikrofluidische Systeme | — Aktinnetzwerke auf Saulensubstraten

5.4.1 Flusszellendesign und Netzwerkimplementation

Die Untersuchungen zum physikalischen Verhalten quasi 2-dimensionaler Aktinnetzwerke wurden
in einer Flusszelle durchgefiihrt die an das von Roos et. al entwickelte System zum Aufbau von
Netzwerken auf Mikrosdulen ankniipfte [I76]. Im Gegensatz zum urspriinglichen, offenen System
gestattet die geschlossene Umgebung der Zelle eine verbesserte Kontrolle der Flussbedingungen
und zeitlich verldngerte Experimente. Die Flusszelle (siehe Abbildung bestand aus einem
Deckglas mit einem 40 pm hohen Kanal aus einer 6 x 6 mm messenden, mit Seitenarmen versehe-
nen Zentralkammer. Darauf aufgebracht war ein PDMS-Block von ca. 2mm Dicke, dessen auf
der Unterseite befindliche Sdulenfeldstruktur in der Mitte der Zentralkammer platziert war. Mit
einer Hohe von 15-20 pm bei einem Durchmesser von 5 und Absténden von 6, 8, 10 und 12 pm
befanden sich die Sdulenképfe ungefihr auf mittlerer Hohe des Kanals. Im Falle des Aufbaus von
Netzwerken mittels vorpolimerisierter Filamente besafl die Flusszelle je einen Schlauchanschluss

fiir Zu- und Abfuhr der Loésungen.
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Abbildung 5.6: Bild (a) und schematische Darstellung (b) einer Sédulenfeld-Flusszelle. Die
Aufnahme zeigt die Flusszelle eingepasst in den verwendeten Probenhalter des Aufbaus. Der
Léngsschnitt (c) gibt Aufschluss tiber die einzelnen Komponenten: Aufbauend auf einem Deckglas
(1) befindet sich die PDMS-Struktur der Flusszelle (2). Der Zu- und Abfluss der Liésungen
erfolgte tiber seitlich angebrachte PFTE-Schliuche (4). Im Zentrum des 40 pm hohen Kanals ist
das Séaulenfeld (3) zu erkennen.

Die Reagenzzufiihrung wurde mit Hilfe einer automatischen Spritzenpumpe (Pump 11 Pico
Plus; Harvard Apparatus, VSA) durchgefiithrt. Dazu wurde eine Spritze iiber eine 0,4 mm starke
Kaniile an den Ausgangsschlauch angeschlossen und die Losungen im Zugmodus eingespiilt. Zum
einen ermoglichte dies den Wechsel der Injektionssubstanzen im Laufe eines Experimentes, zum
anderen wurde dadurch die Gefahr reduziert, dass iiberméafliger Druck die Flusszelle deformierte

und Leckagen auftraten.

Die Schritte zum Netzwerkaufbau sind in Tabelle zusammengefasst. Zur Vorbereitung wurde
die Flusszelle mit einer 30 %igen Ethanol-MilliQ-Losung gespiilt, um den Kanal von Riickstanden
und Luftblasen zu befreien, woran ein Spiilgang mit Verdiinnungspuffer anschloss. Fiir circa
30min wurde eine 5 uM NEM-HMM Lésung in Verdiinnungspuffer eingespiilt. Das durch die
Plasmaaktivierung hydrophilisierte Aufiere des PDMS erlangt durch Diffusion unbehandelter
Polymerketten an die Oberflédche seine urspriingliche Hydrophobitét zuriick [154], so dass es zu
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einer unspezifischen Anlagerung des NEM-HMM an die Flusskammerwidnde kommen konnte.
Zur Entfernung iiberschiissigen NEM-HMMs wurde erneut Verdiinnungspuffer durch die Zelle
geleitet. Nun erfolgte die vorsichtige Injektion einer gegeniiber der Polymerisationslésung 1 : 200
verdiinnten Loésung von F-Aktin in Verdiinnungspuffer. Die Form der Netzwerkstruktur war
dabei direkt durch die Geschwindigkeit und das Profil des Flusses bestimmt. Zu hohe Flussraten
flihrten zu einer starken Vorspannung der Filamente, welche die spétere Vernetzung behinderte.
Dabei hat sich eine Flussgeschwindigkeit von 0,4 pnl/s, resultierend in einer Geschwindigkeit
von circa 50 pm/s in Hohe der Sdulenkopfe, als praktikabel erwiesen. Die Dauer der Injektion
richtete sich nach der gewiinschten Dichte des Netzwerkes, wobei zu beachten war, dass im
Zufithrungsschlauch noch eine Restmenge an Aktin enthalten ist. Diese wurde wéhrend des
anschliefenden Spiilvorgangs in die Zelle eingebracht, was zu einer weiteren Verdichtung des

Netzwerkes fiihrte.

Tabelle 5.8: Schrittweises Vorgehen zur Implementation der Aktinfilamente in die FluBzelle.

Schritt Inkubation mit Konzentration FluBgeschwindigkeit
[ul/min]

Vorbereitendes Spiilen

1 Ethanol in H,O (entgast) 30 %ig 5,0 - 20,0

2 1fach Verdiinnungspuffer - 5,0 -20,0

Saulenprdparation

3 NEMHMM 5uM 1,0-30

4 1fach Verdiinnungspuffer - 1,0 - 10,0

Netzwerkbildung

5 F-Aktin 25nM 0.4

6 1fach Verdiinnungspuffer - 0,4

Partikeleinbringung und Vernetzung

7 Streptavidin beschichtete Mi- 0,4
krosphéaren

8 MgCl, 50 mM 0,4

5.4.2 Methodik der mikrorheologische Messungen

Als Probenpartikel fiir die physikalischen Messungen wurden Streptavidin beschichtete Polystyrol-
Mikrosphéren von 1,87 pm mittlerer GroBe (# PC-S-1.5; Kisker Biotech, Deutschland) verwandt.
Anders als in 3-dim. Aktingelen erfordert die Planaritdt der Sdulennetzwerke die direkte Anbin-
dung der Proben an die Aktinfilamente, was {iber die Biotin-Streptavidin Kopplung realisiert
wurde.

Streptavidin, aus vier identischen Untereinheiten bestehend, ist ein 60 kDa schweres Protein

welches natiirlicherweise von Bakterien der Spezies Streptomyces avidinii exprimiert wird. Es ist
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Abbildung 5.7: Visualisierung des Messprinzips am Beispiel stressfaserdhnlicher Strukturen
(vor der Vernetzung). Die Filamente, mittels NEM-HMM mit den Sidulenkdpfen verbunden,
sind aufgrund des Flussprofils linear ausgerichtet. Die Mikrospéren adherieren iiber die Biotin-
Streptavidin-Biotin-Bindung stochastisch an F-Aktin, so dass sich durch Beobachtung Riick-
schliisse auf die viskoelastischen Parameter und den Vernetzungszustand der Filamente ziehen
lassen.

in der Lage mit jeder der 4 Untereinheiten je ein Molekiil des Vitamins Biotin zu binden und
besitzt gegeniiber Avidin eine geringere Anfélligkeit fiir unspezifische Bindungen. Da sich je zwei
Bindungsstellen gegeniiber liegen ist es neben der einfachen Kopplung auch in der Lage als Mittler
zwischen zwei biotinylierten Objekten zu dienen. Dabei gilt die Streptavidin-Biotin-Bindung mit
einer Dissoziationskonstante Kp von ~4 x 107 M und einer damit verbundenen Halbwertszeit
bei Raumtemperatur von 4 Monaten als eine der starksten nicht-kovalenten Bindungen in der Bio-
logie [67]. Kalkulationen und Messungen mittels Rasterkraftmikroskopie [69} [160] haben, abhéngig
von der Belastungsgeschwindigkeit, zu Bindungsstérken von 50-200 pN gefiihrt. Die geringe
Grofle von Biotin mit einem Gewicht von lediglich 0,24 kDa erméglicht eine gute Konjugation
mit Proteinen wie Aktin. Durch die 1:25 Mischung von biotinyliertem Aktin mit reguldrem G-

Aktin bieten die Filamente im Mittel ungeféhr alle 70 nm Angriffspunkte fiir die Polystyrolpartikel.

Zur Aufreinigung wurden die Streptavidinkugeln einer 3-fachen Zentrifugation bei 11.000¢g
unterzogen und anschliefend in MilliQ-Wasser resuspendiert. 1:50 in Verdiinnungspuffer ver-
diinnt wurde die Mischung der Partikel mit 0,4 ul/s in die Flusszelle gespiilt und die Bewegung
der an das Aktin angehefteten Mikrokugeln aufgezeichnet. Um die Vernetzung der Filamente zu
initieren wurde schliefllich zur gewiinschten Zeit Verdiinnungspuffer mit erhohter Magnesiumkon-
zentration zwischen 5 & 50 mM eingespiilt und die Messungen wiederholt. Fiir die Untersuchung
der zeitabhangigen Vorgéinge wahrend des Vernetzungsprozesses wurde die Magnesiumeinleitung

in regelméfBigen Abstianden unterbrochen und die Bewegung der an das Aktin angehefteten Mi-
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krokugeln aufgezeichnet. Um eine Beeinflussung der Partikelbewegung durch den Losungsstrom
zu vermeiden wurde zwischen Pumpendeaktivierung und Messung eine Abklingzeit von 1 min

eingehalten.

Tabelle 5.9: Zusammensetzung des EDTA-Puffers; pH 7,4 (M: Molekulargewicht, c: Konzentra-
tion in I1x-Puffer, m: Massenanteil in 100 ml 10x-Puffer).

Substanz M [g/mol] c [mmol/I] m [mg]
KCl 75 25,0 1875
Imidazol 68 25,0 1700
EDTA 292 5,0 1460
EGTA 380 1,0 380

Im Anschluss an Vernetzung und Biindelung der Aktinfilamente wurden Untersuchungen zum
Magnesiumentzug und zur Entbiindelung der Aktinstrdnge durchgefiihrt. Hierfiir wurde fiir einen
Zeitraum von mehreren Stunden ein magnesiumfreier, EDTA haltiger Puffer (siehe Tabelle

eingespiilt.

5.4.3 Vergleichsmessungen an 3-dimensionalen Netzwerken & Losungen

Fiir vergleichende Studien wurden Messungen an vernetzten und unvernetzten, 3-dimensionalen
Aktingelen sowie viskosen Losungen von Saccharose und Xanthan durchgefiihrt.
Fiir die Gelmessungen wurden je 3 Ansétze mit und ohne Magnesiumzugabe (Endkonzentration:

50 mM) von 11 nM Aktin-Polymerisationslésungen mit unterschiedlichen Mikrosphéren angesetzt:
1. 0,53 um carboxylierte YO Polystyrol-Mikrosphéren (# 18720-10; Polysciences, USA)
2. 1,89 pm Polystyrol-Mikrosphéren (# 19814; Polysciences, USA)

3. 1,87 pm Streptavidin beschichtete Polystyrol-Mikrosphéaren (# PC-S-1.5; Kisker Biotech,
Deutschland)

Fiir die Viskoelastizitdtsmessungen an Saccharose und Xanthan wurden unter Rithren Losungen
von 70 Gew.-% Saccharose sowie 0,5 Gew.-% Xanthan in MilliQ bei 70° C hergestellt und 1:50
mit aufgereinigten Polystyrol-Mikrokugeln (0,9 (# PPs-1.0; Kisker Biotech, Deutschland) und
1,89 pm) vermengt, resultierend in Losungen von 68,8 und 0,5 Gew.-%.

Die Losungen wurden in 3 mm durchmessende und 2 mm hohe Lécher in PDMS pipettiert und
mit gereinigten Deckgldschen verschlossen. Zur Observation der Netzwerke und Partikelbewe-
gungen in einem Abstand von > 100 pm von den Oberflaichen wurde das Hochdistanzobjektiv
LUMEFI verwandt.
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5.5 Mikrofluidische Systeme || — Aktin-Membran Komplex auf Lochstrukturen

5.5.1 Flusszellendesign

Eine grundsétzliche Neuentwicklung stellt die parallel zu den Arbeiten von Heinemann et. all
[80] entwickelte Flusszelle zum Aufbau eines Aktin-Membran Komplexes dar. Sie besteht aus
einem komplexeren Schichtaufbau als die in Abschnitt beschriebene Zelle zur Aktinnetzwerk
Generierung. Auf einem Deckglas mit 3 cm langem, 3 mm breiten und 40 pm hohem Flusskanal
ist eine 300 pm dicke PDMS-Membran aufgebracht. Sie grenzt den unteren Flusskanal von den
Oberen, ebenfalls 40 pm hohen Kanélen ab. Im Zentrum der Membran befindet sich ein 2 mm
durchmessendes Loch, welches eine Verbindung zwischen Oberem und unterem Kanalsystem
herstellt. Darauf aufgebracht ist ein 3,05 mm TEM-Gitter das mittels geringster Mengen an
Silikon (vgl. Abschnitt befestigt wird. Den Abschluss bildet ein PDMS-Block mit einer
zentralen Kammer, die Zugang zu dem Gitter ermoglicht. Durch entsprechend zugeschnittene
Deckglaschen kann die Kammer abgeschlossen werden, so dass wahlweise ein 100 pm oder 2 mm
hoher Raum entsteht. Je nach Bedraf kénnen bis zu 8 Schlduche angebracht werden, welche die
separate Einbringung von Pufferlésungen in beide Kanalebenen erlauben. Anders als bei der
Erzeugung des Aktinnetzwerkes auf Sdulen werden die angeschlossenen Pumpen dabei sowohl

auf Zug als auch auf Druck betrieben.

5.5.2 Beschichtung und Funktionalisierung von TEM-Netzen und Glassubstraten

Zur Verwendung in den Experimenten kamen TEM-Gitter von Science Services, Deutschland
mit quadratischen Lochgrofien von 6,5 pm (GT2000-Au), 10,5 pm (GT1500-Au) und 19,5 pm
(GT1000-Au). Die aus Gold gefertigten Gitter weiflen laut Herstellerangaben eine Dicke und
Stegbreite von 6 pm auf. Allerdings zeigten Messungen am Mikroskop teilweise grofie Variationen
der Loch- und Stegmafe.

Fiir den Aufbau eines Aktin-Membran Komplexes wurden Voruntersuchungen zum Vesikelver-
halten auf unterschiedlich funktionalisierten Substraten durchgefiihrt. Um das Ausbreitungsver-
halten zu studieren wurden Gold- sowie Titan- und Siliziumdioxid-Oberflachen einer Thiolierung
respektive Silanisierung unterzogen und verglichen. Ziel war es eine Oberflachenladungsdichte zu
generieren, welche férderlich ist fiir die Vesikelaubreitung, ohne dabei freistehende Membranen

zu zerstoren.

Beschichtung

Zur Substratpraparation wurden handelsiibliche 20 x 20 mm messende Deckglidschen mittels
Caroscher Saure gereinigt. Dazu wurden die Deckglaser fiir 30 min in eine Mischung aus einem
Teil 30 %igem Wasserstoffperoxid (AppliChem, Deutschland) und 3 Teilen 95 %iger Schwefel-
saure (Sigma-Aldrich, Deutschland) getaucht und anschlieBend mit MilliQ-Wasser gespiilt. In
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Abbildung 5.8: Bild (a) und schematische Darstellung (b) einer TEM-Gitter-Flusszelle. Die
Aufnahme zeigt die Flusszelle am konfokalen LSM. Der Langsschnitt (c) gibt Aufschluss iiber die
einzelnen Komponenten. Aufbauend auf einem Deckglas (1) befindet sich die PDMS-Struktur der
mehrstéckigen Flusszelle (2). Der Zu- und Abfluss der Lésungen erfolgte tiber seitlich angebrachte
PFTE-Schlduche (4) welche separaten Zugang zu den beiden Kammerebenen bieten. Im Zentrum
des hohen Kanals ist das TEM-Gitter (3) zu erkennen.

MilliQ-Wasser gelagert und bei Bedarf mit Stickstoff abgeblasen konnten sie mehrere Tage lang
verwendet werden. Der Aufbau der Au- und Ti-Schichten erfolgte mittels der beschriebenen
Sputter-Beschichtungsanlage. Um eine bessere Haftung der Goldschicht auf dem Glassubstrat zu
erzeugen wurde auch hier zunéchst eine 6 nm messende Titanschicht aufgetragen (40s, 120 mA,
1,3 x 1072 mbar Ar) welche mit 50 nm Gold iiberzogen wurde (60s, 60 mA, 5,0 x 102 mbar Ar).
Fiir die Titanoberflichen wurde eine Schichtdicke von ca. 60nm (200s, 120mA, 1,3 x 102 mbar
Ar) gewdahlt.

Um vergleichbare Funktionalisierungen der TEM-Gitter zu erméglichen wurden sie parallel
dazu mit Siliziumnitrid- (Si3sN4) und Titanschichten iiberzogen. Siliziumnitrid ist eine Nichtoxid-
Keramik welche — wie auch reguldres Quarzglas oder oxidiertes Titan — eine Anbindung von
Silanen an die Oberflache zulédsst. Sie wurde mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (PVD,
engl. physical vapor deposition) in einer 100 nm dicken Schicht am MPI fiir intelligente Systeme
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Abbildung 5.9: Titanbeschichtete Au-TEM-Gitter. Aufgrund der Diinnschichtinterferenz zeigen
verschieden dicke TiOs-Schichten unterschiedliche Farbungen, was eine instantane Abschétzung
der Hohe erméglicht. Von links nach rechts unter Angabe der Dicke und Beschichtungsdauer:
gelb (60-80nm, 200s), rot (80-100nm, 250s), blau (100-130nm, 350s), griin (130-160nm,
450s).

aufgebracht. Aufgrund von Kanten und Unebenheiten in der Gitteroberfliche wurde fiir Titan
eine — gegeniiber den Glassubstraten — dickere Beschichtung von cica 100 nm gewéhlt. Dabei
wurde beobachtet, dass es bei unterschiedlichen Beschichtungsdauern, respektive Schichtdicken,
zu tiber das gesamte Spektrum variierenden Féarbungen der Titanschicht kommt (siehe Abbildung
; ein Phédnomen bekannt als Diinnschichtinterferenz, welches eng mit dem in Abschnitt
beschriebenen Funktionsprinzip der RIKM zusammenhéngt. Ein einfallender Lichtstrahl wird
dabei sowohl an der Grenzschicht Umgebung-Diinnschicht als auch an der Grenze Diinnschicht-
Substrat teilweise reflektiert. Ist der Lichtstrahl weif}, so kommt es abhéngig von der Schichtdicke
und dem Einfallswinkel zur Ausléschung einzelner Wellenldngen durch Interferenz in den reflek-
tierten Strahlen und das Gitter erscheint in komplementarer Farbung [36] [46]. Da bei hohen
Schichtdicken die Beschichtungsdauer zum Teil stark von den in Abbildung [5.9] angegebenen
Zeiten abweicht ldsst sich so anhand der Farbung eine schnelle Aussage tiber die Hohe der
Titanschicht treffen.

Funktionalisierung

Die Funktionalisierung erfolgt im Falle der Deckglédser bzw. beschichteten Glassubstrate und
der TEM-Gitter auf gleiche Weise. Fiir die Thiolierung der Goldoberflichen wurde das als
Pulver gelieferte 11-Amino-1-undecanthiol (AUT) (# 674397; Sigma-Aldrich, USA) in Ethanol
gelost, sodass eine 1 mM Losung entstand. Die Silanisierung wurde in 1 Vol.-% wéssriger Losung
von (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES) (# A 3648; Sigma-Aldrich, USA) oder N1-(3-
Trimethoxysilylpropyl)diethylenetriamin (DETA) (# 413348; Sigma-Aldrich, USA) durchgefiihrt
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(siehe Abbildung [5.10). Alkoxysilane reagieren duflert sensitiv auf Feuchtigkeit und hydrolisieren
schnell wobei sie grofie, zyklische Oligomere bilden. Es ist daher notig die Losung direkt vor
Verwendung zuzubereiten und den Silanstock vor Feuchtigkeit zu schiitzen um reproduzierbare

Ergebnisse zu erhalten.

a

C2H5O\ H;CO H
CyH50—Si H3;CO—Si N NH
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CzH5O H3CO H
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Abbildung 5.10: Verwendete Aminosilane (a) und Prozess der Oberflichenaktivierung am
Beispiel von APTES (b). Unter Abspaltung eines Alkanoles reagiert das Silan mit den OH-Resten
der aktivierten Oberfliche. In einem zweiten Schritt kommt es unter HyO Addition und Alkanol
Abspaltung zu einer stabilisierenden Quervernetzung der Silanschicht.

Zur Vorbereitung der Thiolierung beziehungsweise Silanisierung wurden die Objekte einer
Oberflachenaktivierung im Sauerstoffplasma unterzogen. Wahrend die (beschichteten) Glassub-
strate fiir 40s bei 150 W plasmaaktiviert wurden, mussten zur Vorbeugung vor Verformungen
die Parameter fiir die filigranen TEM-Gitter auf 15s bei 100 W reduziert werden. Die Substrate
wurden ohne Verzogerung in die Losungen tiberfiithrt und fiir variierende Dauern von 15-45 min
funktionalisiert. Die mittels AUT behandelten Oberflichen wurden anschliefend fiir 10 min
in Ethanol gespiilt und vorsichtig abgeblasen. Die silaniserten Objekte wurden fiir 10 min in
Methanol und fiir 5 min in Milli-Q-Wasser geschwenkt. Die TEM-Gitter wurden wie beschrieben
in die Flusskanéle eingepasst, wiahrend die beschichteten und funktionalisierten Glasplattchen
fiir die Beobachtung am Mikroskop mittels Silikonkleber von unten an mit Léchern versehene

Petrischalen geklebt wurden.
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5.6 Mikroskopie und Datenanalyse

Fiir die Experimente wurde im wesentlichen auf zwei unterschiedliche Mikroskopiesysteme zurtick-
gegriffen. Die mikrorheologischen Messungen wurden dabei ausschliellich auf dem in Kapitel
beschriebenen Aufbau vorgenommen, wihrend Experimente zur Erzeugung eines Aktin-Membran
Komplexes an einem konvokalen Mikroskop (Axiovert200M; Zeiss, Deutschland) durchgefiihrt

wurden.

Anders als bei herkdmmlichen Mikroskopen wird bei Konvokalen niemals das gesamte Pra-
parat beleuchtet, sondern Punkt fiir Punkt abgerastert und die Information erst am Computer zu
einem vollstandigen Bild zusammengefiigt. Mit einer punktférmigen Lichtquelle beleuchtet wird
das vom Objekt ausgesandte Licht durch eine in der hinteren Fokalebene befindliche Lochblende
auf den Detektor geleitet. Im vorliegenden Fall handelt es sich dabei um ein LSM (engl. laser
scanning microscope), bei dem die Fokusposition des anregenden Laserstrahls {iber einen Spiegel
variiert wird. Dies hat zum einen den Vorteil, dass fluoreszente Proben vor dem Ausbleichen
geschiitzt werden, zum anderen wird durch die konfokale Lochblende Licht welches nicht aus der
Fokusebene des Objektes stammt ausgeblendet. Dadurch erhéhen sich sowohl Schérfe als auch
Kontrast des resultierenden Bildes wodurch es moglich ist eine Serie von optischen Schnitten

durch das Préparat vorzunehmen, die eine Rekonstruktion der 3-dimensionalen Gestalt erlauben.

Die mikrorheologischen Messungen wurden wie erwdhnt auf dem selbst konstruierten System
durchgefithrt und die Partikelbewegungen mittels der A602f-Kamera bei einer maximalen Bildrate
von 100 bps aufgezeichnet. Das Fluoreszenzsignal der markierten Aktinfilamente wurde auf der
hochsensitiven Orca ER-Kamera abgebildet (CCD 1). Sie limitierte die mittels Laser-Triggerung
grundsétzlich mogliche Aufnahmefrequenz von 100 Hz auf maximal 16 bps. Zur Bildaufzeichnung
wurde das fiir Linux frei erhéltliche Kameraansteuerungsprogramm Coriander ' in Verbindung
mit selbst entwickelten Programmen eingesetzt (siche Anhang[A.2). Fiir die Auswertung wurden
Routinen verwandt, die in MATLAB (The Math Works, USA) und Python (Python Software
Foundation?®) programmiert wurden. Die Partikeldetektion und Positionsbestimmung geschah
dabei auf Basis des von Crocker und Grier [32] entwickelten Tracking-Algorithmusses im Rah-
men eines von Maria Kilfoil online publizierten MATLAB-Programmpaketes® welches auch
die Moglichkeit zur mikrorheologischen Auswertung nach dem Prinzip von Mason [129] [158]
beinhaltete.

Eine Partikelidentifikation wird dabei vorgenommen durch Detektion lokaler Maxima mittels

Konvolution mit einer Scheibe vorgegebenen Durchmessers. Selektiert anhand ihrer Gesamtin-

1 http://damien.douxchamps.net/ieee1394/coriander/
2 http://www.python.org/
3 http://people.umass.edu/kilfoil/downloads.html
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tensitdt und Exzentrizitdt wird ihre Position als Ort des hellsten Pixels festgelegt und durch
Minimierung der Verschiebung zwischen zwei Bildern zu Trajektorien zusammengefasst. Um nun
eine Ortsbestimmung tiber den in Kapitel [4| erlautertern Pixelfaktor von 143,4 40,9 nm/px hinaus
zu erreichen wird nach Subtraktion des Hintergrundes und Reduzierung des Rauschens mittels
eines Bandpassfilters eine Pixel-Scheibe an den Ort des hellsten Pixels angelegt. Innerhalb dieser
Scheibe werden die Pixel anhand ihrer Intensitéit gewichtet und daraus ein Helligkeitsschwerpunkt
berechnet, welcher als neue Subpixelposition des Partikels registriert wird. Dabei fithren geséttigte
Pixel zu einer Positionsverfilschung, weshalb es von immenser Wichtigkeit ist, dass es bei der

Bildaufzeichnung zu einer optimalen Aussteuerung der Kamera kommt.

Die theoretischen Grundlagen der mikrorheologischen Auswertung kénnen Abschnitt ent-

nommen werden. Fir ndhere Informationen zu den verwendeten Algorithmen siche Anhang
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KAPITEL 6

Quasi 2-dimensionale Aktin-Kortexstrukturen und Referenzexperimente

Eine zentrale Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der besonderen
viskoelastischen Eigenschaften unterschiedlicher Aktinstrukturen, mit besonderem Augenmerk
auf quasi 1-dimensionale, stressfaserdhnliche Gebilde, bei Anwendung neuartiger Auswerteal-
gorithmen. Im Zuge dessen wurden die mikrofluidischen Techniken zur Netzwerkerzeugung
verbessert sowie vergleichende mikrorheologische Experimente an Fliissigkeiten und Gelen unter-
nommen. Neben der Beschreibung der in situ Polymerisation von Aktinnetzwerken auf Sdulen
liefern die folgenden Abschnitte grundlegende Interpretationen der durchgefithrten Referenz-
untersuchungen sowie des mechanischen Verhaltens der Netzwerke auf Sdulensubstraten. Eine
weitergehende Analyse ist im Anschluss daran Kapitel [7] — im direkten Vergleich mit Messungen

an stressfaserdhnlichen Strukturen — zu entnehmen.

6.1 In-situ Polymerisation von Aktinnetzwerken

Durch die auf den Arbeiten von Simon Schulz und Wouter Roos basierende, neu entwickelte
Technik der in situ Polymerisation konnte die Erzeugung von Aktinnetzwerken auf PDMS Sau-
lensubstraten weiter verfeinert werden. Die Verwendung prépolimerisierter Filamente fihrt in
mikrofluidischen Kanélen — abhéngig von der Flussgeometrie — zu verstérkt linear ausgerichteten,
nur schwach untereinander vernetzten Aktinstrukturen (vgl. Kapitel [7j und [176] 182]). Lediglich
im Falle offener Systeme, bei welchen die F-Aktin Losung direkt auf die Sdulenfelder pipettiert
wurde, war es moglich isotrope Netzwerke zu erzeugen. Diese Limitierungen der Mikrofluidik
konnten tiberwunden werden durch den Einsatz von Flusszellen mit 4 Schlauchanschliissen sowie

dem direkten Einspiilen von F-Aktin Polymerisationslésung.

Abhéngig von der relativen Menge des eingesetzten G-Aktins und Phalloidin-TRITCs kommt
es bereits innerhalb weniger Minuten nach Mg-ATP Zugabe zur Entstehung voll ausgebildeter
Aktinfilamente [33, 57]. AuBlerhalb der Flusszelle angesetzte Polymerisationslosung wurde daher

unter Zuhilfenahme zweier Spritzenpumpen mit hoher Geschwindigkeit (> 10nl/min) durch zwei

97
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Abbildung 6.1: Netzwerkgeometrien der durch pré- und in situ polymerisierter Filamente er-
zeugten Strukturen. Flussprofil in 2-armigen und 4-armigen Mikrofluidikzellen bei alternierendem
Pumpenbetrieb (a). Aufgrund des Flussprofils entstehen bei der Injektion prapolimerisierter
Filamente hauptséchlich lineare Strukturen von einer Sdule zur Néchsten (b). Innerhalb einer vier-
armigen Flusszelle bilden sich hingegen je nach Position im Sdulenfeld kortexédhnliche Strukturen
mit einer hohen Quervernetzung der Filamente aus (c). MaBstab: 10 pm.

Schlduche gleichzeitig in die nach Standartmethode vorbereitete Sdulenkammer gezogen. Binnen
Minutenfrist konnten sich so Polymerisationskeime und kurze Filamente an den mit NEM-HMM
beschichteten PDMS-Oberfléchen anlagern und polymerisierten aus.

Nach einer Ruhezeit von circa 30 min schloss sich wie {iblich ein fiir die Entfernung {iberschiissi-
ger Filamente nétiger Extraktionsvorgang an. Um die stochastische Anordnung der ausgebildeten
Filamente moglichst nicht zu beeintrachtigen wurde durch separate Ansteuerung der Pumpen
ein alternierender, sich in der Zellenmitte kreuzender Fluss von 0,4 pl/min erzeugt. Beginnend
mit Alternierungsfrequenzen von 0,05 Hz wurde die Frequenz nach je 5-10 Zyklen sukzessive
verringert (0,016 Hz, 0,005 Hz, 0,003 Hz) um schliellich in einen kontinuierlichen Spiilvorgang iiber-
zugehen. Variierende Flussbedingungen innerhalb des Sadulenfeldes fiihrten sowohl zu gerichteten,
stressfaserahnlichen, als auch zu annéhernd isotropen, kortexdhnlichen Strukturen. Abbildung[6.]
zeigt Ausschnitte eines regellos vernetzten Areals vor (a) und nach (b) Zufthrung einer 50 mM
MgCl-Losung. Neben der gesteigerten Isotropie weifit die neue Methodik zudem den Vorteil auf,
dass die Filamente einer geringeren Vorspannung unterliegen. Dies fithrt zu einer stérkeren ther-

mischen Bewegung im unvernetzten Zustand (erkennbar an den stark delokalisierten und daher
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Abbildung 6.2: Konvokaler Querschnitt des Aktinnetzwerkes auf Sdulensubstraten erzeugt
durch in situ Polymerisation. Die durch Farbstoffanlagerung fluoreszenten Sidulen zeigen von der
Decke der Flusszelle in Richtung Flusszellenmitte. Aktinfilamente sind dabei lediglich in einem
schmalen Bereich auf Héhe der Sédulenképfe lokalisiert. MafBstab: 10 pm.

unscharfen Aktinstréngen in (a)) und so zu einer erhdhten Wechselwirkungswahrscheinlichkeit
der Filamente untereinander.

Anhand des mittels konvokaler Mikroskopie erzeugten, in Abbildung dargestellten Quer-
schnittes eines gespiilten Netzwerkes wird ersichtlich, dass sich die Aktinstrukturen entgegen
moglicher Erwartungen auf den Bereich der Sdulenkopfe beschrinkten. Eine Einlagerung der
Filamente in der Tiefe des Feldes fand nicht statt. Wie Untersuchungen in Zusammenarbeit mit
Weifie et al. zu Flussbedingungen innerhalb mikrostrukturierter Flusskanéle [217] offenlegten

zeigen Partikeltrajektoren in Hohe der Sdulenképfe eine erhohte z-Stabilitiat (vgl. Abbildung
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Abbildung 6.3: Profil der wahrscheinlichsten Geschwindigkeit, FWHM und z-
Geschwindigkeitskomponente aus Messungen an Flusskandlen mit Séulenstrukturen in
Kooperation mit Weiffe et al.. Die Sdulenregion bewirkt eine Abweichung vom erwarteten
symmetrischen Flussprofil zwischen zwei parallelen Platten. (Aus [217].)
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. Das Profil der Gesamtgeschwindigkeit zeigt aufgrund der Sdulen eine deutliche Asymmetrie
des zu erwartenden parabelférmigen Flussprofils zwischen zwei parallelen Platten. Wahrend das
Maximum der mittleren Gesamtgeschwindigkeit von der Kanalmitte hin in den sdulenfreien,
unteren Bereich verschoben ist, nimmt die z-Komponente — aus beiden Bereichen kommend
— in Richtung S&ulenkopfe kontinuierlich ab. Dies fiihrt zu einem fokussierenden Flusseffekt,

verantwortlich fiir die verstarkte Anlagerung von Filamenten auf den Sdulenkopfen.

6.2 Vergleichsmessungen an 3-dimensionalen Gelen

Um die Funktionalitdt und Qualitit des konstruierten Aufbaus und der Auswertealgorithmen
zur Anwendung fiir mikrorheologische Systeme zu erproben, sowie um eine Vergleichsgrundlage
fir die Analyse der Netzwerkdaten zu schaffen, wurden multiple Experimente an Lésungen und
dreidimensionalen Aktingelen durchgefiihrt. Als Beispiele fiir in erster Naherung ideal viskose
respektive viskoelastische Systeme wurden Losungen von Saccharose und Xanthan verwandt. Das
viskoelastische Verhalten der Aktingele wurde bei gleichbleibender Konzentration — mit und ohne
vernetzendes Magnesium — fiir Partikel mit variierender Grofle und Oberflachenbeschichtung

ermittelt.

6.2.1 Saccharose- & Xanthan-Lésungen

Saccharose ist ein Disaccharid aus je einem Molekiil a-D-Glucose und S-D-Fructose, verbunden
tiber eine «,5(1 — 2) glycosidische Bindung. Aufgrund seines globuldren Charakters stellt es
in ultrakonzentrierten Losungen (Loslichkeitsgrenze ~ 68 Gew.-% bei RT) ein hochviskoses
System mit den Eigenschaften einer newtonschen Fliissigkeit dar [168]. Bei Xanthan handelt
es sich hingegen um ein semiflexibles Polysaccharid, gewonnen aus Bakterien der Gattung
Xanthomonas. Mit einem Riickgrat aus S(1 — 4) verkniipften Celluloseeinheiten bildet es
bei einer Persistenzlénge von 130 4 20 nm lineare, unverkniipfte Ketten mit hydrodynamischen
Langen von 600 - 2000 nm [174].

Die unterschiedliche Natur der beiden Saccharide zeigt sich bereits im Verlauf der mittleren
quadratischen Verschiebung, gewonnen mittels 1,87 pm messender Polystyrol-Probenpartikel.
Abbildung zeigt den zeitcodierten Bewegungsverlauf und die MQV fiir 68,8 Gew.-%iger
Saccharose- und 0,5 Gew.-%iger Xanthanlosungen. Fiir Saccharose zeigt sich iiber den gesamten
beobachteten Zeitbereich von 300s erwartungsgemif ein niherungsweise mit ¢! ansteigender
Verlauf, wie er fiir frei diffundierende Partikel gemafl Gleichung charakteristisch ist. Abwei-
chungen vom Idealverlauf sind dabei vermutlich auf in der Lésung befindliche Mikrokristalle
zuriickzufiihren, entstanden durch Ubersittigung der Losung. Im Gegensatz dazu zeigen Partikel
in Xanthan einen zwar ebenfalls weitgehend linearen Verlauf jedoch mit deutlich unterdriicktem
Diffusionsverhalten nahe t%2. Ein oszillatorisches Verhalten der MQV-Kurve konnte nicht festge-

stellt werden, eine Tatsache, die fiir eine hohe Stabilitdt und Unempfindlichkeit des konstruierten
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Abbildung 6.4: Mittlere quadratische Verschiebung von Probenpartikeln in 68,8 Gew.-%iger
Saccharose- und 0,5 Gew.-%iger Xanthanlosung.

Mikroskopieaufbaus gegeniiber externen Vibrationen spricht.

Mittels der neu entwickelten Auswertealgorithmen, sowie durch Anwendung von Gleichung[3:32]
konnten aus den Positionsdaten die viskoelastischen Moduli G'(w) und G”(w) sowie die Viskositét
n(w) ermittelt werden. Die entsprechenden Resultate sind in Abbildung aufgetragen. Fiir
Saccharose zeigt sich im betrachteten Frequenzbereich ein gleichméfiger Anstieg von Speicher-
G"(w) und Verlustmodul G’(w), wobei G” (w) um nahezu eine Gréfienordnung tiber G’ (w) liegt und
somit das fluide Verhalten der Losung dominiert. Aufgrund des parallelen Kurvenverlaufs ergibt
sich fiir die aus den Mittelwerten der Moduli errechnete komplexe Viskositédt ein ndherungsweise
konstantes Verhalten. Mit Schwankungen im Bereich von 0,4-2,0 Pa s stimmt die Viskositét
iiberein mit von Quintas et al. publizierten Werten (0,673 41,41 x 1073 Pa s fiir 69,97 Gew.-%
bei 20 °C) und der theoretischen Beschreibung durch Soesanto und Williams [168, [192].

Im Falle von Xanthan zeigen die ermittelten Kurven der visloelastischen Moduln einen komple-
xeren Verlauf. Wéahrend fiir Kreisfrequenzen zwischen 0,1 und 30rad/s ein leicht dominierendes
viskoses Verhalten festzustellen ist, kommt es aufgrund des stérkeren Anstiegs des Speichermo-
duls G”(w) fiir hohe Frequenzen zu einem beherrschenden elastischen Verhalten, typisch fiir
nichtnewtonsche Fliissigkeiten. Liegt die dynamische Viskositat bei kleinen Frequenzen noch
tiber der Viskositit der Saccharoselosung so kommt es einhergehend mit der Zunahme von G”(w)
zu einem starken Abfall auf Werte unterhalb 7g,.(w). Auch hier stimmt bei Beriicksichtigung der
grofien Fehlerbereiche der Moduln fiir w > 80rad/s der Kurvenverlauf qualitativ und quantitativ
mit verdffentlichten Werten iiberein. So ergeben sich aus den von Rodd et al. verdffentlich-
ten Daten, gewonnen aus makrorheologischen Messungen, Werte von 7(0,1) =7-15Pa s und
7(100) = (5-6) x 1072 Pa s [L74]. Die gute Ubereinstimmung mit publizierten Studien bestiitigt

so die Anwendbarkeit der Python-Routinen fiir die Auswertung der mikrorheologischen Daten.
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Abbildung 6.5: Viskoelastische Moduln und dynamische Viskositdten von 68,8 Gew.-%iger
Saccharose- und 0,5 Gew.-%iger Xanthanlosung.

6.2.2 Aktin Gele

Fiir die Demonstration des viskoelastischen Verhaltens dreidimensionaler Aktingele wurden
unterschiedliche Probenpartikel in Polymerisationslésungen von 11 1M (= 0,462 mg/ml) 1: 50
biotinyliertem Aktin eingebettet. Abbildung [6.6] zeigt konvokale Fluoreszenzaufnahmen von
0,53 pm carboxylierten und 1,87 pm PS-Probenpartikeln in verwobenen und mittels Magnesium
gebiindelten Netzwerken. Im Falle der unvernetzten Gele sind aufgrund der thermisch angeregten
Bewegung und der hohen Hintergrundfluoreszenz durch die gleichméfig verteilten Filamente
einzelne Aktinstréange nicht zu identifizieren. Anfingliche MgCl-Zugabe bewirkt hingegen die Bil-
dung eines Netzwerkes aus Filamentbiindeln, deren hohe Fluoreszenz auf die starke Lokalisierung
mehrerer Filamente zuriickzufiihren ist.

Entsprechend Gleichung[3.306] folgt im Falle des unvernetzten Aktingels aus c4 eine durchschnitt-
liche Maschenweite & von 0,5 um, knapp unter dem Durchmesser der carboxylierten Partikel.
Zusétzlich zur statistischen Fluktuation kann es durch die Partikelbewegung zu einer lokalen

Erhéhung der Maschengrofie und dadurch folgend, wie von He et al. diskutiert, bei Partikelgrofien
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Abbildung 6.6: Konfokale Fluoreszenzaufnahme von 0,53 pm carboxylierten (a, b) und 1,87 pm
Streptavidin-Probenpartikeln (c, d) in 3-dimensionalen Aktingelen. 11 uM Lésung verschréankter
Aktinfilamente (a, ¢) und 11 uM F-Aktin Lésung vernetzt und gebiindelt mit 50 mM Mg?* (b,
d). MaBstab: 20 pm.

2a < £ zu stochastischen Ubertritten von einer Maschenzelle in Benachbarte kommen [79].In
der Folge liegt fiir unvernetzte Gele der MQV-Verlauf der carboxylierten Partikel — wie in
Abbildung [6.7] gezeigt — deutlich {iber dem der groferen Polystyrolkugeln. Gleichzeitig zeigt sich
fiir die carboxylierten Proben bei sehr kleinen Zeiten ein steiler Anstieg des MQV, der iiber
dem aus dem Reptationsréhrenmodell vorhergesagten Wert von ¢3/4 liegt. Zu begriinden ist dies
aus der Tatsache heraus, dass kleine Zeiten mit geringen Verschiebungen der Probenpartikel
korrespondieren, die dabei aufgrund ihrer Grofle starker von den viskosen Eigenschaften des
Mediums als von den transversalen Schwingungen der Filamente beeinflusst werden. Die deutlich
iiber der Maschengrofie liegenden PS-Kugeln hingegen bewirken durch ihre Ausdehnung einen
lokal verdichtenden Effekt in der umgebenden Netzwerkstruktur. Dies fithrt zu einer Verringerung
des Durchmessers der Reptationsréhre und damit einhergehend zu einer stirkeren Dadmpfung der
Amplitude der transversalen Filamentschwingungen, was in einem einem schwécheren Anstieg
der MQV gipfelt.

Die Gegenwart von Magnesium fiihrt bei entsprechender Konzentration wie beschrieben zur
Ausbildung eines Netzwerkes aus Aktinbiindeln bei gleichzeitiger Verringerung der Anzahl freier
Filamente. Die korrespondierenden MQV-Kurven liegen um 1-2 Groflenordnungen unter denen

verwobener Gele, zeigen jedoch fiir unterschiedliche Proben aufgrund der lokal variierenden
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Abbildung 6.7: Mittlere quadratische Verschiebung von Probenpartikeln in unvernetzten und
vernetzten Aktingelen. (a) MQV von 0,53 pm messenden carboxylierten Probenpartikel ohne
(rot) und mit (griin) 50 mM Mg**. (b) 1,89 nm Polystyrol-Probenpartikel ohne (rot) und mit
(griin) 50 mM Mg?". Die Konzentration an globulirem Aktin betrug in allen Féllen 11 pM.

Struktur auch deutliche Schwankungen im Plateauwert der mittleren quadratischen Verschiebung
von bis zu einer halben Gréflenordnung. Die dargestellten Kurven sind daher in ihrem Verlauf
als exemplarische Darstellung zu verstehen. Neben einer Angleichung des Plateauwertes filhrt die
ioneninduzierte Biindelung im Falle der carboxylierten Proben auch zu einer Verschiebung des
Plateaubereichs hin zu kleineren Zeiten, sodass dieser nun nahezu den gesamten betrachteten
Zeitbereich umfasst. Anhand von Fluoreszenzaufnahmen fiihrten He et al. eine verminderte
MQV zwischen carboxylierten und PEG-beschichteten PS-Partikeln bei gleicher Grofie auf die
Oberflichenadsorption von Aktinfilamenten zuriick, wihrend sie gleichzeitig den Filamentver-
driangungseffekt durch PEG als gering einstuften. Adsorption von Proteinen an carboxylierten
Mikrokugeln ist, abhingig von Carboxylierungsgrad und pH-Wert der umgebenden Lésung,
sowohl auf den Einfluss hydrophober als auch elektrostatischer/-dynamischer Wechselwirkungen
zuriickzufiihren [229]. Unabhéngig davon ist jedoch zu erwarten, dass Magnesiumkonzentrationen,
welche eine Biindelung der gleichartig negativen Aktinfilamente einleiten, auch zu einer starkeren
Kopplung zwischen den carboxylierten, bei pH 7 negativ geladenen Partikeln und F-Aktin fiihrt.
Resultierend in einer starken Netzwerkverdichtung stellt dies eine Erklarung fiir die beobachtete
Plateauverschiebung dar.

Im Gegensatz zum nichtgebiindelten Fall zeigen beide Partikelklassen zudem einen leichten
MQV-Anstieg auch wahrend des Plateaubereichs. Zurtickzufiihren ist dies moglicherweise auf
Fluktuationen respektive einer Verschiebung der Gesamtnetzwerkstruktur, sichtbar aufgrund der

geringeren Partikelbewegung im gebiindelten Netzwerk.

Die dem geénderten Bewegungsverhalten zu Grunde liegenden viskoelastischen Moduln sind in
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Abbildung aufgetragen. Ahnelt der Verlauf des Speichermoduls G”(w) den aus Saccharose-
bzw. Xanthanlosungen bekannten Verldaufen, so zeigt der Verlustmodul in allen Féllen eine
nur sehr schwache Frequenzabhéngigkeit. Abbriiche der Mittelwerte bei hohen Frequenzen sind
nicht auf die Viskoelastizitdt der Aktinfilamente zuriickzufiihren. Bei ihnen handelt es sich um
einen Effekt der diskreten Fouriertransformation wie er haufig als Resultat der numerischen
Konvertierung mikrorheologischer Daten auftritt, so beispielsweise auch bei Schnurr et al. [180].

Der ausgedehnte Plateaubereich ist zuriickzufithren auf die sterischen Hinderungen der Parti-
kelbewegungen durch die umgebenden Filamente. Seine untere Grenze im Frequenzbereich ist
gegeben durch die Reptationszeit 7, (vgl. Abschnitt . Mit typischen Zeiten 7, von einigen
hundert Sekunden liegt diese Grenze im allgemeinen jedoch auflerhalb des hier betrachteten
Frequenzbereichs. Ein Charakterisationskriterium des Plateauverlaufs ist dariiberhinaus der
mittlere Wert des viskosen Moduls G’(w), auch als Plateaumodul Gy bezeichnet, welcher fiir den
Fall der 0,53 pm carboxylierten Probenpartikel (a)) bei 0,12 40,01 Pa liegt. Mit 0,36 £+ 0,02 Pa
liegt der Wert fiir 1,87 nm PS-Partikel leicht dariiber, was mit der stirkeren Bewegungsdampfung
der groBeren Partikel zu begriinden ist.

Durch Biindelung mittels Magnesium — oder im allgemeinen durch vernetzende Reagenzien —
kommt es nicht nur zu einer Erhéhung des Plateaumoduls sondern dariiber hinaus im betrachteten
Frequenzbereich auch zur Ausbildung eines Plateaus des Verlustmoduls G (w). Tatséchlich handelt
es sich bei dem vermeintlichen Plateau um den statischen Bereich eines lokalen Minimums,
hervorgerufen durch die transiente Wechselwirkung der Magnesiumvernetzung [111]. Anders als
in kovalenten Verbindungen fiithren Fluktuationen in der Vernetzung durch ABPs oder Ionen zu
einer Frequenzabhingigkeit der Schwerpunktsdiffusion einzelner Filamente. Durch Uberlagerung
der thermisch angeregten, dynamischen Entkniipfung der Filamente bei niedrigen Frequenzen mit
der bei hoheren Frequenzen dominierenden Einzelfilamentfluktuation ergibt sich ein ausgepréigtes
Minimum und Maximum — typischerweise im Frequenzbereich zwischen 0,05-50rad/s. Die in
den Gelexperimenten beobachteten Minimalwerte im Verlauf von G” lagen in der Regel um circa
eine Groflenordnung unter Gjy.

In der Folge verhielten sich F-Aktin Gele, unabhédngig vom Vernetzungszustand, bei kleinen
Frequenzen wie teilelastische Festkorper (G' > G"), wohingegen sie fiir groe Frequenzen
teilelastischen Fliissigkeiten (G” > G’) dhnelten. Die Kreuzungsfrequenz wg, bei welcher G/ =
G" gilt, steht in direkter Relation mit der Verschrankungszeit 7, die den Beginn der Plateauphase
der MQV bestimmt (vgl. Abschnitt . Basierend auf den angepassten Verlaufskurven
lassen sich die Kreuzungsfrequenzen in unvernetzten Gelen zu 9+ 1rad/s fiir carboxylierte und
22 + 2rad/s fiir PS-Proben bestimmen, woraus sich in guter Ubereinstimmung mit Abbildung
Verschriankungszeiten von 0,35 4= 0,04 s beziechungsweise 0,14 + 0,02 s ergeben. Bei initialvernetzten
Gelen liegt wg fiir CA-Sphéren mit 127 + 5rad/s mehr als eine GréBenordnung iiber dem Wert
der Unvernetzten. Dies fithrt zu 7. = 0,025 + 0,02 s, nahe am Zeitaufloselimit des Systems, und

spiegelt die Zunahme des elastischen Charakters des Systems wider. Fiir die grofieren PS-Partikel
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Abbildung 6.8: Abhédngigkeit der viskoelastischen Moduli 11 pM Aktinlésungen von Proben-
durchmesser und -funktionalisierung. (a, b) 0,53 pm carboxylierte Probenpartikel ohne (a) und
mit (b) 50mM MgCl. (c, d) 1,89 um Polystyrol Probenpartikel ohne (a) und mit (b) 50 mM
MgClL

bleibt die Kreuzungsfrequenz mit 24 +2rad/s (7.=0,13+£0,02s) hingegen im Rahmen der
Genauigkeit konstant. Dabei wird aus den Messresultaten direkt ersichtlich, dass eine Abnahme
der Partikelbeweglichkeit, d.h. eine Abnahme der MQV, zwar eine Erhéhung von Gg und
G" (bei kleinen Frequenzen) nach sich zieht, nicht aber zwangsldufig zu einer Anderung der
Frequenzabhéngigkeit der viskoelastischen Eigenschaften bei hohen Frequenzen fiihrt.

Die Kurven stimmen in ihrem grundsétzlichen Verlauf mit entsprechenden Publikationen iiber-
ein. Messungen durch Gardel et al. mit 0,42 pm Partikeln in Gelen von 1,0 mg/ml Aktin ergaben
Werte von Gy =0,25=+0,05Pa, mit 0,5 pm Partikeln und 0,3 mg/ml Aktin Gy =0,008 & 0,004 Pa
[61]. Mangels Publikationen lisst sich kein Vergleich fiir 1,87 ym Partikel oder mittels M g?*
gebiindelter Gele anfithren. G aus Untersuchungen an ABP vernetzten Gelen liegt bei variieren-
den Aktinkonzentrationen und Vernetzerkonzentrationen allerdings typischerweise im Bereich
zwischen 0,1 und 10 Pa [119, [179].
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6.2.3 Organisation sternformiger Aktinstrukturen

Da 1- und 2-dimensionale Strukturen die direkte Anhaftung von Probenpartikeln an die Netz-
werkfilamente notig machten wurden die dafiir vorgesehenen 1,87 pm streptavidinbeschichteten
Polystyrolkugeln ebenfalls in entsprechenden Gelen biotinylierten F-Aktins erprobt. Kann es
bei carboxylierten Partikeln durch Kationenkupplung zu einer verstirkten Anlagerung von
Aktinfilamenten kommen, so erlaubt die Streptavidinbeschichtung die direkte Anlagerung von
biotinylierten Nukleationskeimen, die zur Ausbildung von Aktinfilamenten auf den Oberflichen
fithren. In Folge der netzwerkverdandernden Eigenschaft war es nicht moglich relevante viskoelas-
tische Daten zu gewinnen. Anders als bei den carboxylierten Mikropartikeln zeigte sich dieser
Effekt jedoch direkt in den Fluoreszenzaufnahmen der gebiindelten Netzwerke . So kam
es in Polymerisationslosungen mit 50 mM Mg-Anteil um Strukturzentren aus einzelnen oder
mehreren Probenpartikeln haufig zur Ausbildung sternférmiger Filamentstrukturen, die in der
Zellbiologie auch als Astern bezeichnet werden. Astern sind eine typische, selbstorganisierende
Form filamentdsen Aktins oder Mikrotubuli, wie sie durch Wechselwirkung mit aktiven Motor-
oder passiven, die Filamentdynamik beeinflussenden Proteinen (vgl. auch Abschnitt sowohl

in vivo als auch in vitro entsteht [25] [191].

Abbildung 6.9: Konfokale Fluoreszenzaufnahme von 1,87 pm streptavidinbeschichteten Proben-
partikeln in 3-dimensionalen Aktingelen. Wie im Falle von Experimenten an funktionalisierten
Oberfliachen durch Reymann et al. bildeten sich ausgehend von der Partikeloberfliche Aktinfi-
lamente, welche unter Einfluss divalenter Magnesiumionen zu Biindeln aggregierten. Mafistab:
20 pm.

In in vitro Experimenten konnten Haviv et al. die Entstehung sternféormiger Gebilde durch
Zugabe des Biindelungsproteins Fascin zu Netzwerken aus F-Aktin und Arp2/3 induzieren,

wéhrend es ohne Arp2/3 lediglich zur Ausbildung eines verschrinkten Netzwerkes aus Aktin-
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biindeln kam [77]. Gleichzeitig stellen Astern einen von mehreren Phasenzustinden in aktiven
Netzwerken, bestehend aus Myosin II und Fascin dar, der bei Konzentrationsverhéltnissen von
Myosin : G-Aktin und Fascin: G-Aktin um 0,1 auftritt [I4]. Essentiell fiir die Entstehung der
sternférmigen Strukturen war in beiden Féllen der Aufbau eines dichten Zentrums von Filamenten
durch Arp2/3 oder Myosin II.

Analog zu den Experimenten durch Reymann et al. zur Organisation von Aktinfilamenten auf
mikrostrukturierten Oberflichen (vgl. Abschnitt zeigt auch das beobachtete 3-dimensionale
Verhalten von Streptavidinpartikeln in Aktingelen, dass fiir die Enstehung spezieller Strukturen
nicht notwendigerweise organisierende Proteine nétig sind, sondern dass es auch aufgrund
geometrischer Faktoren zu Beginn der Polymerisation zu einer spontanen Strukturausbildung

durch Ioneninteraktion kommen kann.

6.3 Verhalten lokalisierter, 2-dimensionaler Aktinnetzwerke

Anders als in 3-dimensionalen Gelen, bei denen von einander unabhingige Messungen ohne
und mit Vernetzer verglichen werden, ist in 2-dimensionalen Netzwerken — bedingend durch die
Partikelanheftung — ein direkter Vergleich der durch die Vernetzung ausgelésten Verdnderungen
moglich. Durch die Fixierung der Filamente auf den Sdulensubstraten ist gleichzeitig ein Netz-
werkverdndernder Einfluss der Partikelfunktionalisierung als weitaus geringer zu erachten. Zwar
kann es zu Beginn der Partikelanheftung durch den angelegten Fluss zur verstéarkten Anlagerung
von Filamenten und somit einer lokalen Verzerrung des Netzwerkes kommen, nachfolgende
Anderungen zwischen den Messungen sind hingegen aufgrund der Wartezeit bis zum Messbeginn
(durchschnittlich 20 - 30 min nach Partikelanheftung), wahrend der sich ein Gleichgewichtszustand
ausbilden kann, als unwahrscheinlich zu betrachten. Unterschiede im viskoelastischen Verhal-
ten konnen so auf den netzwerkverdndernden Einfluss der Vernetzerreagenz und nicht auf die
Streptavidinbeschichtung der Oberfliche zuriickgefithrt werden.

Bei Anheftung eines Probenpartikels an ein Filament kann dessen Torsionsbewegung zu
einer Datenverfdlschung fithren. Wie aus den Betrachtungen in Kapitel [3| ersichtlich liefert
die Torsion keinen direkten Beitrag zur mikrorheologisch bestimmten Viskoelastizitdt einer
Polymerlosung, da es anders als bei Biegung oder Diffusion entlang der Reptationsréhre nicht
zu einer Schwerpunktsverschiebung des Filaments kommt. Wird ein Probenpartikel jedoch an
lediglich ein Filament angeheftet, so kommt es durch Torsion des Filamentes zu einer transversalen
Verschiebung des Partikelschwerpunkts, wiahrend sich die Schwerpunktsposition des Filaments
nicht gedndert hat. Aus diesem Grund ist es unerlésslich zu gewéhrleisten, dass die fiir die
Ergebnisse herangezogenen Probenpartikel in allen Fallen iiber Kontakt zu mehreren Filamenten
verfiigten.

Abbildung zeigt einen Ausschnitt eines in situ polymerisierten Netzwerkes vor und
nach Vernetzung mit 50 mM MgCl-Pufferlésung. Neben der Beschrénkung auf 2 Dimensio-
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Abbildung 6.10: Fluoreszenzaufnahme eines in situ polymerisierten Netzwerks mit 1,87 pm
streptavidinbeschichteten Probenpartikels. Vor (a) und nach (b) Vernetzung durch 50 mM MgCl-
Lésung. Mafstab: 10 pm.

nen stellt die Verankerung der Filamente eine zweite Randbedingung der Aktinnetzwerke auf
PDMS-Saulensubstraten dar, mit grundlegenden Konsequenzen fiir deren viskoelastischen Eigen-
schaften. Aufgrund der Fixierung bleibt die Ausgangskonfigurierung der Netzwerkstrukutr in
ihren Grundziigen erhalten und es kommt auch nicht zur Ausbildung dicker Biindel (vgl. Kapitel
|§[). Stattdessen vernetzen die Filamente lediglich untereinander, und es kommt zu reisverschluss-
artigen Verbindungen (engl.: zipping) einer geringen — jedoch anhand der Fluoreszenzbilder in
der Regel nicht quantifizierbaren — Anzahl an Filamenten. Dies jedoch erschwert eine Korrelation
der Messergebnisse in Hinsicht auf Maschengréfie und Sdulenabstand und macht den direkten

Vergleich mit Aktingelen nicht méglich, sondern erlaubt lediglich qualitative Aussagen.

Die Plateauwerte der MQV-Kurven lagen bei starker Variation, wie die in Abbildung [6.17]
beispielhaft Gezeigte, im Bereich der aus Aktingelen ermittelten Werte zwischen 1072 und
10~*pm?, abhingig vom Vernetzungszustand der Filamente. Generell war jedoch der in 3-
dimensionalen Gelen erkennbare Anstieg bei Zeiten kleiner als die Verschrankungszeit 7. weitaus
weniger stark ausgepragt und der Plateaubereich iiber den gesamten beobachteten Frequenzbe-
reich stark dominierend. Es ist anzunehmen, dass die mit der Verankerung verbundene Planaritét
des Netzwerkes die Beweglichkeit der Filamente — anders als in Gelen — in z-Richtung stark
einschréankt, was auch im unvernetzten Fall zu einer Verengung der Reptationsrohre an den
Kreuzungsstellen der Filamenten fithrt. Damit einher geht eine Einschrankung der anregbaren
Wellenlédngen transversaler Schwingungen A, was nach Gleichung [3.38] zu einer Verringerung
der Verschrinkungszeit 7, fiihrt, ein Effekt, der sich durch die M g?*-Vernetzung noch weiter
verstiarkt. Damit verbunden liegt die Kreuzungsfrequenz mit wyx =71 +4rad/s hoher als in

3-dimensionalen Gelen und steigt durch Verkniipfung auf iiber 170rad/s an.
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Abbildung 6.11: Kurvenverldufe der MQV und viskoelastischen Moduln quasi 2-dimensionaler
Netzwerke auf PDMS-Séaulen. Vor (a) und nach (b) Vernetzung mit 50 mM Mg-Losung.

Fir lokalisierte Strukturen zeigt der Verlauf der viskoelastischen Moduln bei kleinen Frequenzen
— anders als in Gelen — bereits im unvernetzten Zustand die Ausbildung eines Plateaus fiir G”(w)
(Abbildung (a)). Mehrere mogliche Erklarungen fiir dieses Verhalten ergeben sich dabei aus
der Verankerung der Filamente auf den PDMS-Saulen.

Eine Moglichkeit stellt der im niedrigen Frequenzbereich schwingungsdédmpfend wirkende
Einfluss der PDMS-Sédulen dar. Ddmpfung beschreibt die Umwandlung mechanischer Schwin-
gungsenergie in thermische Energie. Sie ist damit ein Maf fiir den dissipativen Anteil der Energie,
welcher im Verlauf eines Schwingungszyklusses verloren geht. Ddmpfende Eigenschaften eines
Materials zeichnen sich durch ein im Vergleich zum Speichermodul G’(w) hohes Verlustmodul
G"(w) aus. Viskoelastische Charakterisierung von PDMS unter vergleichbaren Bedingungen
(Basis: Vernetzer = 10: 1) durch Lin et al. enthiillten ein Maximum des frequenzabhéngigen Ver-
lustmoduls von ~ 10° Pa im Bereich von 0,3-2Hz [114]. Gleichzeitig iiberwiegt der Verlustmodul
den Speichermodul bei Frequenzen unterhalb von 0,6 Hz, wéhrend es oberhalb von 30 Hz zu

einem starken Abfall der dissipativen Eigenschaft kommt. Damit zeigt sich — unabhéngig von der
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Dimension — ein kontrdres Verhalten zu Aktinnetzwerken, bei welchen es fiir hohe Frequenzen
im allgemeinen zu einem starken Anstieg des Verlustmoduls kommt. Der ddmpfende Charakter
des PDMS deckt sich somit mit dem angedeuteten Plateau in G”(w). Dessen gegeniiber einem
linearen Abfall erhéhter Wert entspricht dabei nichts anderem als einem vergréflerten dampfenden
Anteil, dem jedoch aufgrund des hoheren G’(w) weiterhin ein {iberwiegend elastischer Charakter
der Filamente gegeniibersteht.

Eine weitere Erklarung ergibt sich aus der Verankerung der Filamente mit Myosin. Wie be-
schrieben kommt es im Falle transienter Verkniipfung zwischen den Filamenten zu einem lokalen
Minimum in G”(w). Laut Lieleg et al. liegt dieses Minimum im Falle von HMM-verkniipften
Netzwerken bei Aktinkonzentrationen zwischen c4 =4,75- 28,5 nM abhéngig von der Vernetzer-
dichte zwischen 0,2 und 2 Hz [112]. Damit fallt der konstante Abschnitt des Verlustmoduls in den
Bereich des zu erwartenden Wideranstiegs. Aufgrund der geringeren Datengrundlage in diesem

Frequenzbereich ist iiber einen exakten Kurvenverlauf jedoch keine eindeutige Aussage zu treffen.






KAPITEL [

Stressfaserahnliche Aktinstrukturen

Im Fokus der mikrorheologischen Experimente lag die Erforschung der viskoelastischen Eigenschaf-
ten quasi 1-dimensionaler Aktinstrukturen, dhnlich den Stressfasern in Zellen. Heruntergebrochen
auf ihre geometrischen Charakteristika beschrankten sich die Untersuchungen auf Verédnderungen
induziert durch Gegenionenkopplung mittels divalenter Mg?t-Kationen. Dabei zeigten Aktinbiin-
del gegeniiber 2- und 3-dimensionalen Strukturen im unvernetzten Fall ein richtungsabhédngiges
viskoelastisches Verhalten — mit erhohter Elastizitdt entlang der Filamentachse — welches sich im
Zuge der Vernetzung mit Magnesium anglich.

Im Weiteren zeigten Studien zum Filamentverhalten unter variierenden Magnesiumkonzen-
trationen eine Zunahme der Steifigkeit, selbst bei Konzentrationen, die unter dem bislang aus
3-dimensionalen Gelen bekannten Schwellenwert lagen. Spiilung der Biindelstrukturen fiir 3 h mit
magnesiumentziehendem EDTA-Puffer fiihrte entgegen moglicher Erwartungen nicht zu einer
generellen Umkehr des Biindelungsprozesses, sondern zeigte eine Langzeitstabilitdt, die auf eine

stark lokalisierte Bindung der Magnesiumionen hindeutet.

7.1 Eigenschaften von lokalisierten Aktinfilamenten und -biindeln

Wie im Falle von 2-dimensionalen Netzwerken wurden die mikrorheologischen Untersuchun-
gen auch im Falle der linearen Strukturen durch Streptavidin-Biotin vermittelte Kopplung der
Probenpartikel an die Aktinfilamente vorgenommen. Um die Datenverfialschung durch Torsionsbe-
wegungen der Filamente zu minimieren (vgl. Abschnitt wurde auch hier insbesondere darauf
geachtet, dass die Probenpartikel von Beginn an iiber Kontakt zu mehreren Aktinfilamenten
verfiigten. Um direkte Beeinflussung der Partikelbewegung durch die PDMS-S&ulen des Feldes
auszuschlieffen wurden zudem lediglich die Bewegungen von Partikeln aufgezeichnet, die sich

nahe des Zentrums zwischen zwei Saulen befanden.

Abbildung zeigt Fluoreszenzaufnahmen gerichteter Aktinfilamente und -biindel, die durch

das Einspiilen prapolymerisierten F-Aktins erzeugt worden waren. Erscheinen sie vor Zugabe

113
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Abbildung 7.1: Fluoreszenzaufnahme gerichteter Aktinfilamente, vor (a) und nach (b) Biinde-
lung mit 50mM Mg**. Sind im ungebiindelten Zustand keine Finzelfilamente zu erkennen, so
zeigen sich in (b) deutlich die fiir gebiindelte Filamente charakteristischen Y-formigen Zipping-
Strukturen (rote Pfeile). Mafistab: 5 pm.

von 50 mM MgCls-Losung aufgrund der thermischen Bewegung als delokalisierte, nur schwach
fluoreszente Streifen, so lassen sich im Anschluss daran klar definierte Aktinbiindel erkennen.
Dabei weisen die Aktinfilamente die fiir den Biindelungsprozess charakteristischen Y-férmigen
Zipping-Strukturen auf, die aus einem Gleichgewicht zwischen longitudinaler Spannungsener-
gie durch die Kriimmung der Filamente und Wechselwirkungsenergie der am Kontaktpunkt
wirkenden Gegenionen resultieren.

Die in Abbildung beispielhaft dargestellten Verlaufskurven der mittleren quadratischen
Verschiebung und viskoelastischen Moduln zeigen einen Verlauf, der in seinen Grundziigen mit
den Messresultaten aus planaren Netzwerken auf Sdulensubstraten iibereinstimmt. Im Zuge
der Biindelung kommt es zu einer Erniedrigung der MQV von Werten um 1072 pm? auf unter
10~* um?, wobei der Plateauverlauf im vernetzten Zustand ein Driftverhalten sichtbar werden
lasst, das sich im ungebiindelten Zustand lediglich fiir Zeiten ¢ > 50 s andeutet. Eine Diffusion der
Gesamtbiindelstruktur ist bei der strengen Lokalisierung auszuschlieBen, so dass das Verhalten
vermutlich auf eine nicht vollsténdige Korrektur der temperaturinduzierten z-Drift des Objektives
zuriickzufithren ist, erkennbar auch am Verlauf der original Positionsdaten in (b).

Fiir die viskoelastischen Moduln zeigt sich auch hier — im Unterschied zu 3-dimensionalen Gelen
— bereits im ungebiindelten Zustand die Ausbildung eines Plateaus beziechungsweise Minimums im
Verlauf des Verlustmoduls G”(w), moglicherweise zuriickzufiihren auf die Filamentverankerung
(vgl. Diskussion in Abschnitt . Durch die Biindelung kommt es auch zu einer parallelen
Annédherung der Filamente was die Lénge und Amplitude der transversalen Schwingungen
begrenzt. Dies resultiert in einem Anstieg der Kreuzungsfrequenz von wyx =56 + 5rad/s vor der
Biindelung auf wx =130+ 15rad/s danach.
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Abbildung 7.2: Kurvenverldufe der MQV und viskoelastischen Moduln linearer Filamentstruk-
turen auf PDMS-Séulen. Vor (a) und nach (b) Biindelung mit 50 mM M g>™.

7.2 Richtungsabhangigkeit des viskoelastischen Verhaltens — Vergleich mit 2-
und 3-D Strukturen

7.2.1 Bewegungsverhalten von Probenpartikeln in unterschiedlich dimensionalen Netzwerken

Zur Analyse des richtungsabhédngigen viskoelastischen Verhaltens quasi 1-dimensionaler Aktin-
biindel wurden die Exzentrizitdt der fiir die Probenpartikel ermittelten Positionsdaten bestimmt
und sie in Komponenten entlang der kurzen und langen Halbachse aufgespalten. Abbildung [7.3]
zeigt exemplarisch die Wahrscheinlichkeitsdichte zweier in 3-dimensionalen Aktingelen (a) und
2-dimensionalen Netzwerken (b) eingebetteten Probenpartikel.

Die Partikelbewegung in unvernetzten Aktingelen zeigt aufgrund der Isotropie und hohen
Beweglichkeit der umgebenden Filamente in allen Dimensionen keine Vorzugsrichtung. Die beiden
zugehorigen Kurven entlang der Halbachsen weiflen bis auf einen leichten Verzerrungseffekt einen

nahezu identischen Verlauf auf. Fiir vernetzte Gele ergibt sich im Regelfall hingegen ein leicht
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Abbildung 7.3: Wahrscheinlichkeitsdichte entlang der kurzen und langen Halbachsen fiir 3-
dimensionale Aktingele (a) und 2-dimensionale Netzwerke (b), vor und nach Mg-Vernetzung.
Waéhrend Aktingele im unvernetzten Zustand keine Vorzugsrichtung besitzen zeigen 2-dimensionale
Aktinnetzwerke eine schwache Anisotropie die auch nach dem Biindelungsprozess erhalten bleibt.

anisotropes Bewegungsverhalten. Zwar fithrt die Versteifung des Netzwerkes durch Biindelung
der Filamente zu einer Reduktion der Partikelbeweglichkeit und in der Folge zu einer héheren
Wahrscheinlichkeitsdichte im Zentrum der Positionsverteilung, jedoch ergibt sich daraus auch
eine Zerstorung der isotropen Netzwerkstruktur. In der Folge nimmt der Unterschied zwischen
den Richtungen der Probenpositionen zu und es lassen sich klar kurze und lange Halbachse
identifizieren.

In Netzwerken auf PDMS-Séulen zeigte sich bereits im unvernetzten Zustand eine erhoéhte
Richtungsabhéangigkeit der Partikelbewegung. Ursache hierfiir ist, dass es selbst bei in situ
Polymerisation nicht moglich war, lokal vollstdndig isotrope Netzwerke zu erzeugen. Da bei
Einpartikelmikrorheologie die Wechselwirkungsreichweite stark beschrankt ist wird sie — anders
als die Zweipartikelmikrorheologie — verstirkt durch das lokale viskoelastische Verhalten des
umgebenden Materials beeinflusst; ein Effekt, der auch nach Vernetzung durch Magnesium
erhalten bleibt. Aufgrund der durch die Lokalisierung auf den Sdulenképfen stéirker eingeschrank-
ten Filamentbewegung und der direkten Streptavidin-Biotin Kopplung zwischen Probe und
Filament weifit die Wahrscheinlichkeitsdichte bereits vor Vernetzung eine Amplitude auf, wie sie

der Bewegung in vernetzten Aktingelen entspricht, und die durch Vernetzung noch weiter ansteigt.

Von 3- und 2-dimensionalen Netzwerken abweichend, zeigen mit Aktinbiindeln verkniipfte Pro-
benpartikel generell ein ausgepragteres richtungsabhéingiges Schwingungsverhalten. Abbildung
stellt die Positionsverteilungen und Wahrscheinlichkeitsdichten eines ausgewahlten Partikels
vor und nach M¢?" induzierter Biindelung dar. Dabei stimmen kurze und lange Achsen der

Positionswolke innerhalb Abweichungen von 15° mit der longitudinalen und transversalen Fila-
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Abbildung 7.4: Positionsverteilung (a, b) eines an lineare Filamentstrukturen angebrachten Pro-
benpartikels und Wahrscheinlichkeitsdichte in longitudinaler und transversaler Filamentrichtung
(c). Vor der Biindelung mit M g?T (a) zeigt sich ein deutlich elyptisches Schwingungsverhalten,
dessen lange Hauptachse mit der transversalen Richtung der in Abbildung[7.1) gezeigten Filamente
iibereinstimmt. Nach der Biindelung (b) zeigt sich eine deutlich reduzierte Schwingungsamplitude,
die zudem eine nur noch schwache Vorzugsrichtung aufweist.

mentrichtung zwischen den Sdulen {iberein. Entspricht die transversale Wahrscheinlichkeitsdichte
vor der Vernetzung in etwa Jener der kurzen Achse in 2-dimensionalen Netzwerken, so zeigt
die longitudinale Achse einen weitaus verschmierteren Verlauf. Ist das Schwingungsverhalten in
longitudinaler Richtung sowohl fiir 1-dimensionale als auch 2-dimensionale Strukturen durch
die Fixierung auf den Sadulenkopfen bestimmt, so weiflen gerichtete Filamente aufgrund der
verminderten Anzahl an Querinteraktionen einen gréfleren Durchmesser der Reptationsréhre auf.
Gleichzeitig ist eine longitudinale Schwerpunktsbewegung im Rahmen der thermischen Anregung
wegen des hohen Widerstandes der Aktinfilamente gegen axiale Dehnung oder Kompression
(vgl. Abschnitt mit einer Verkriimmung von Teilsegmenten des Filaments verbunden.
Longitudinale Schwingungen fithren daher gleichzeitig auch zu transversalen Bewegungen. Im
Zusammenspiel resultiert daraus entsprechend der Beobachtungen eine im Vergleich grofiere
Bewegungsamplitude in transversaler Richtung.

Unter Beachtung der Skalenverhéltnisse wird ersichtlich, dass sich die Positionsverteilung
sowohl in longitudinaler als auch transversaler Richtung durch die Biindelung deutlich verringert.
Mehr noch fithrt die Vernetzung zu einem Angleich der Wahrscheinlichkeitsdichten entlang der
Achsen. Die Amplituden beider Komponenten liegen deutlich iiber denen der mehrdimensionalen

Messungen, was fiir eine starkere Lokalisierung der Partikel und eine hoéhere Einschrankung
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der Filamentbeweglichkeit spricht. Befinden sich zwei Filamente in direkter Ndhe zueinander,
so kann es aufgrund der parallelen Anordnung durch die MgCls-Zugabe zu einer gegeniiber
2-dimensionalen Netzwerken deutlich verstirkten Anderung kommen. Die Biindelung ist dabei
gleichzusetzen mit einer Reduzierung des Durchmessers der Reptationsrohre, der anders als in

verwobenen Gelen oder Netzwerken nicht nur punktuell sondern entlang weiter Bereiche des

Filaments erfolgt.

7.2.2 Wechselwirkungspotential und Riickstellkraft
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Abbildung 7.5: Effektive longitudinale und transversale Wechselwirkungspotentiale vor und
nach Zugabe von 50 mM Mg-Lésung. Sowohl in longitudinaler als auch transversaler Richtung
zeigt sich ein harmonischer Verlauf der Potentiale. Die Verstirkung der Potentiale ist auf eine
héhere Beschriankung der Filamentbeweglichkeit durch die Biindelung und Versteifung der

Filamente zurtickzufiihren.

Grund fiir die Abnahme der Bewegungsamplitude durch die Biindelung ist eine Zunahme
der sogenannten Riickstellkraft (engl.: restoring force). Zur Einschrankung der transversalen
Beweglichkeit eines Aktinstranges aufgrund seiner intrinsischen Elastizitdt kommen im Falle
der linearen Aktinstrukturen Effekte durch Verankerung und benachbarte Filamente, die den
Durchmesser der Reptationsrohre verringern, hinzu. In Folge der Bewegungsbeschriankung sehen
sich Teilsegmente der Aktinstrange einem effektiven Wechselwirkungspotential V' (r) ausgesetzt,
welches im thermischen Gleichgewicht in direktem Zusammenhang mit der Wahrscheinlichkeitsver-
teilung P(r) der Partikelpositionen steht. So gilt nach Boltzmann V' (r)/kgT = — In P(r)+const.,
woraus sich im Falle eines harmonischen Potentials die Kraftkonstante durch k = $92/9y*V (r)
herleiten ldsst. Aufgespalten in longitudinaler und transversaler Richtung zeigt Abbildung die

Wechselwirkungspotentiale der bereits in Abbildung [7.4] dargestellten Wahrscheinlichkeitsdichten.
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Kolloidale Studien der Einzelfilamentbewegung in Aktingelen mit Maschengréfien von 0,5 pm
durch Dichtl et al. lieferten transversale Kraftkonstanten im Bereich von 5 x 10781077 N/m [39].
Die in den vorliegenden Experimenten ermittelten Werte fiir lineare, ungebiindelte Strukturen
lagen typischerweise um eine Gréflenordnung hoher. Fir die in Abbildung dargestellten
Potentiale ergaben sich aus dem Verlauf der angefitteten Kurven vor Vernetzung Kraftkonstanten
in transversaler (k;) bzw. longitudinaler (k;) Richtung von k; = (1,7+0,2) x 10" N/m und
k= (2,840,3) x 107°N/m. Zwar streuten die Werte verschiedener Experimente, begriindet
durch ihre Abhéngigkeit von der Ausgangskonfiguration — wie Anzahl und Abstand der Filamente
— stark (siehe Abbildung , es bleibt jedoch festzuhalten, dass die Werte des ungebiindelten
Zustands wie zu erwarten systematisch tiber denen von Einzelfilamenten in den Experimenten

von Dichtl et al. lagen.
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Abbildung 7.6: Riickstellkraft in transversaler Richtung vor und nach Zugabe von 50 mM
Mg-Lésung.

Durch Biindelung trat eine Zunahme auf Werte von k; = (9,34 0,6) x 107> N/m und k; = (2,1 +£0,5) x 107* N
ein. Wahrend die longitudinale Komponenete somit von einem bereits héheren Ausgangswert
auf das 10-fache anstieg, versteifte sich das Filamentbiindel in transversaler Richtung um einen
Faktor 50. Generell kam es in transversaler Richtung zu Anstiegen von k; um das 10 bis 100fache.
Die grofie Schwankung lasst sich erklédren durch die Tatsache, dass es im Zuge der Vernetzung
einerseits zur Versteifung bereits zusammengelagerter Filamente kam, sich aufgrund der M g?*-
induzierten Wechselwirkung andererseits aber auch zuséatzliche Filamente anlagern konnten. Fiir
den Fall der Filamentbiindelung mittels des ABPs Scruin ermittelten Shin et al. einen Anstieg
der Biegesteifigkeit um das 300-fache gegeniiber einem unvernetzten Strang vergleichbarer Stérke
[186]. Die Zunahme der Riickstellkraft in Folge der Magnesiumverkniipfung liegt damit unterhalb
dieser Messungen, wobei aber auch die bereits zu Beginn vorhandene Reduktion der Bewegung

durch Anbindung der Filamente auf den Sdulen, deren Abstdnde unter der Persistenzléinge von
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F-Aktin lagen, beriicksichtigt werden muss.

7.2.3 Richtungsabhangiges viskoelastisches Verhalten

Mit der Aufteilung der Partikelbewegung in Richtungen longitudinal und transversal zur Fila-
mentorientierung konnte auch die Bestimmung von richtungsabhéngigen viskoelastischen Moduln
durchgefiihrt werden. Dabei fithren unterschiedliche Bewegungsamplituden in erster Linie zu
variierenden Plateauwerten im MQV-Verlauf, was sich auch in den frequenzabhéingigen Ab-
solutwerten von Speicher- und Verlustmodul widerspiegelt. Fiir unterschiedlich dimensionale
Strukturen zeigen Abbildungen [7.7] und die entsprechenden Verlaufskurven entlang der
kurzen und langen Halbachse von G’(w) und G”(w), sowohl vor (a) als auch nach (b) Vernetzung
und Biindelung mit 50 mM M ¢?*. Wihrend sich die Werte entlang der Achsen fiir Gy im Falle
2- und 3-dimensionaler Strukturen erwartungsgeméaf nur schwach (um einen Faktor 2-3) unter-
schieden, so zeigten sich fiir gerichtete Filamente Unterschiede von bis zu einer Gréflenordnung.
Die bereits diskutierten magnesiuminduzierten Effekte zeigten sich auch bei richtungsabhéngiger
Aufspaltung des Verhaltens. So kam es in allen Féllen im Vergleich zu den Werten vor Vernetzung
zu einem proportionalen Anstieg der Moduln von circa einer Groflenordnung. Ebenso kam es
generell zu einer Verschiebung der Kreuzungsfrequenz wy hin zu héheren Werten und — bei 2-
und 1-dimensionalen Strukturen — zur Ausbildung ausgepriagter Minima im Verlauf von G”(w).
Dariiber hinaus zeigten lineare Strukturen jedoch eine Richtungsabhéngigkeit der viskoelastischen

Moduln, die sich im Laufe der Biindelung verlor.

Tabelle 7.1: Ubersicht der Kreuzungsfrequenzwerte wy der in den Abbildungen bis
dargestellten Kurven.

Netzwerkzustand wi kurze Achse [rad/s] wk lange Achse [rad/s]
3-dimensionale Gele

verwoben 32+8 25+7

vernetzt 29+7 2810

2-dimensionale Netzwerke

verwoben 82115 70+£12
vernetzt 195 +30 190 + 25
1-dimensionale Strukturen

verwoben 94+11 59+8
vernetzt 180+ 25 190+ 20

Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die wx-Werte der in den Abbildungen bis darge-
stellten Kurven. Sowohl fiir 3- als auch 2-dimensionale Strukturen galt in allen Féllen, dass die
Kreuzungsfrequenz entlang der Achsen innerhalb der durch Datenstreuung verursachten Unsi-

cherheit {ibereinstimmte. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei gerichteten Filamenten entlang der
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Abbildung 7.7: Richtungsabhéngiges Verhalten der viskoelastischen Moduln fiir 3-dimensionale
Aktingele. Vor (a) und nach (b) Mg-induzierter Biindelung. Die Kurvenverldufe in Richtung der
langen und kurzen Achsen zeigen eine hohe Ubereinstimmung, was sich in einem deckungsgleichen
Verlauf des Verlustwinkels & widerspiegelt.
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Abbildung 7.8: Richtungsabhédngiges Verhalten der viskoelastischen Moduln fiir 2-dimensionale
Aktinnetzwerke. Vor (a) und nach (b) Mg-induzierter Biindelung. Trotz einer asymmetrischen
Schwingungsverhaltens zeigen die viskoelastischen Moduli entlang der Achsen eine hohe Uberein-
stimmung.
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Abbildung 7.9: Richtungsabhéingiges Verhalten der viskoelastischen Moduln fiir lineare Akt-
instrukturen. Vor (a) und nach (b) Mg-induzierter Biindelung. Longitudinale und transversale
Richtung weiflen im ungebiindelten Zustand voneinander abweichende Kreuzungsfrequenzen wy
auf, die zu einem voneinander abweichenden Verlauf des Verlustwinkels & fiihren. Durch die
Biindelung kommt es zu einem Angleich der Kreuzungsfrequenzen und des Verlustwinkel-Verlaufs.
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kurzen Achse (longitudinal) eine um das 1,5- bis 2-fach gegeniiber der langen Achse (transversal)
erhohte Kreuzungsfrequenz. Damit verbunden dominiert das elastische Verhalten longitudinal

iber einen breiteren Bereich.

Experimentell bedingt kommt es aufgrund der Ausgangsbedingungen — wie Maschenzahl in
3- und 2-dimensionalen Netzwerken oder aber Anzahl und Abstand der Filamente in quasi
1-dimensionalen Strukturen — zu Variationen in den Absolutwerten der viskoelastischen Moduln.
Verlasslichere Aussagen lassen sich daher durch Angabe des frequenzabhingigen Verhéaltnises
von Verlustmodul G”(w) zu Speichermodul G’(w) treffen. Als Ma$ fiir den Energieanteil, der
im Laufe eines Schwingungszyklus durch Dissipation verloren geht wird das Verhéltnis haufig
angegeben als sogenannter Verlustwinkel (engl.: loss angle) ¢(w) = arctan(G” (w)/G'(w)) [97].
In multidimensionalen Netzwerken (vgl. Abbildungen und zeigt sich entlang beider
Achsen der selbe frequenzabhéngige Verlauf des Verlustwinkels. Der stetige Anstieg des Verlust-
moduls im Falle verwobener Aktingele fithrt auch zu einem stetigen Zuwachs von ¢, wobei der
Kreuzungspunkt der viskoelastischen Moduln standardméfig einem Verlustwinkel von & 0,8 rad
entspricht. Ab Werten von ¢ > 0,8 rad tiberwiegt der viskose Charakter des Netzwerkes. Aufgrund
der Plateau- bzw. Minimumsausbildung in vernetzten Systemen und Netzwerken auf Saulensub-
straten weiflen die Kurven hierbei einen deutlich steileren Anstieg bei hoheren Frequenzen auf.

Generell zeigen diese Systeme keine Forzugsrichtung in ihrem viskoelastischen Verhalten.

a . b .

B |ongitudinal

B [ongitudinal :g
| m transversal o
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Abbildung 7.10: Verlauf des frequenzabhdngigen Verlustwinkels in longitudinaler und trans-
versaler Richtung vor (a) und nach (b) Biindelung durch 50 mM M g*T. Weif}t die transversale
Komponente vor der Biindelung im Bereich zwischen 1 und 100rad/s ein stérkeres dissipatives
Verhalten auf, so gleichen sich die beiden Komponenten im Laufe der Biindelung an.

In 1-dimensionalen Systemen hingegen weicht der Kurvenverlauf zwischen longitudinalem und
transversalem Verlustwinkel merklich voneinander ab. Multiple Kurvenverlaufe des Verlustwinkels
gerichteter Strukuren sind in Abbildung dargestellt. Dabei streute die transversale Kompo-
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nente aufgrund der ausgeprigteren Abhéngigkeit von der Anfangskonfiguration im unvernetzten
Fall deutlich stérker als die Longitudinale. Nichtsdestotrotz lief§ sich eine eindeutige Frequenz-
verschiebung im Verlauf der Kurven feststellen. Wahrend die transversale Komponente dem
Verlauf in 3-dimensionalen Gelen folgte, war der Anstieg in longitudinaler Richtung hin zu hohen
Frequenzen verschoben. Gegeniiber Aktingelen besaflen die gerichteten, verankerten Filamente
somit im untersuchten Frequenzbereich ein deutlich elastischeres, d.h. energiespeichernderes
Verhalten entlang der Filamentorientierung. In Folge der Kurvendifferenz zeigte sich in transver-
saler Richtung im Bereich zwischen 1 und 100rad/s ein ausgeprégteres dissipatives Verhalten
als entlang der Filamentachse. Damit werden transversale Schwingungen stéarker geddmpft als
Longitudinale.

Biindelung durch M ¢?* fiihrt zu einem Angleich der Kurven auf Werte des Verlustwinkels in
Filamentrichtung. Im Bereich niedriger Frequenzen deutet sich ein Wideranstieg des Verlustwinkels
an, gleichzusetzen mit einer Annédherung von G”(w) an G'(w). Damit ist ein tiberwiegend

elastischer Charakter der Biindel auf einen Frequenzbereich von =~ 0,1-100rad/s beschrénkt.

7.3 Zeitabhangiges Biindelungsverhalten

7.3.1 Biindelung bei niedrigen lonenkonzentrationen

In verwobenen Netzwerken kommt es aufgrund der polyelektrolytischen Natur der {iber einen
weiten pH-Bereich negativ geladenen Aktinstrange zu einem schwach repulsiven Effekt zwischen
den Filamenten. Erst die Anwesenheit entsprechend hoher Konzentrationen an Gegenionen
und die folgende Kondensation entlang der Polymerstringe ist in der Lage eine attraktive
elektrische Wechselwirkungskraft zu induzieren. Dabei hiingt die zur Erzeugung einer attraktiven
Wechselwirkung nétige Konzentration einerseits stark von der Ladungszahl der Kationen ab,
andererseits steigt sie Untersuchungen zufolge mit zunehmender Atomzahl an. Ein Effekt, der
nicht durch die Manning-Theorie (vgl. Abschnitt zur Gegenioneninteraktion) erklarbar ist,
aber moglicherweise auf gednderte lonenradien oder Ausmafl der Hydrathiille zuriickzufithren ist.

Im allgemeinen ist die Interpretation der Manning-Theorie zum abschirmenden Effekt der
Gegenionen in Hinsicht auf reale Polymere mit einigen Schwierigkeiten verbunden, die aus
einer ungleichméafigen Ladungsverteilung sowie der rdumlichen Ausdehnung der Filamente
resultieren. Theoretische Berechnungen zur gegenioneninduzierten Biindelung durch Yu et al.
lieferten auf Basis eines Ising-dhnlichen Modells eine von der Konzentration abhidngige Anzahl an
unterschiedlich stark gebundenen, divalenten Kationen [230]. Den Ergebnissen zufolge kommt es
bereits ab Konzentrationen von 10~8 M zur Bindung einzelner Ionen an die Untereinheiten des
filamentésen Aktins, deren Zahl ab Konzentrationen von 1075 M langsam zunimmt. Im niedrigen
Millimolar-Bereich, wie er in den vorliegenden Experimenten verwandt wurde, ergibt sich eine
Anzahl von 5-6 gebundenen Ionen und damit theoretisch eine vollstdndige Kompensation der

— bei pH 7,6 — 11-fach negativen Ladung des G-Aktins. Mit der Kompensation einhergehend
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findet den Berechnungen zufolge auch ein Wechsel der repulsiven Aktininteraktion hin zu einer
attraktiven Wechselwirkung statt.

Untersuchungen durch Tang und Janmey an 3-dimensionalen Aktingelen mittels Lichtstreuung
lieferten fiir M g?* eine fiir die Biindelung kritische Konzentration von ¢, = 27 mM, fiir Ca?*t
cx = 20mM und fiir Mn?* ¢, = 7mM [202]. In neueren Studien an de novo polymerisierten
Filamenten trat hingegen schon bei deutlich niedrigeren Konzentrationen Biindelung auf [85].
Dariiberhinaus berichtete bereits Roos im Jahre 2004 — nach Studien zum Biindelungsverhalten
mit unterschiedlichen divalenten Kationen — von Vernetzungsreaktionen der prapolymerisierten
Filamente bei MgCly-Konzentrationen von 10 mM [I75]. Beruhten seine Beobachtungen jedoch
lediglich auf der qualitativen Interpretation fluoreszenzmikroskopischer Bilder, so war es nun unter

Verwendung der mikrorheologischen Technik mdoglich, eine quantitative Analyse durchzufiihren.
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Abbildung 7.11: Zeitliche Entwicklung des MQV Plateauwertes unter M g*>t induzierter Biin-
delung.

Dafiir wurden bei Konzentrationen von 12, 10, 8, 5 und 2mM M ¢?* in multiplen Experimenten
Beobachtungen der Filamentbewegungen durchgefiihrt. Die Losungen wurden bei iibereinstim-
menden Schlauchldngen von 19,5 +0,3 cm in allen Fillen mit einer Pumpgeschwindigkeit von
0,4 nl/min injiziert (vgl. Abschnitt . Daraus folgte fiir die Losung bis zum Erreichen der
Flusszellenkammer eine Dauer von 34,3 + 0,4 min. Messungen zur tatsachlichen Flussgeschwin-
digkeit ergaben jedoch Abweichungen von 48,3 +0,4 % zur Herstellerangabe und ein Erreichen
der Flusszelle bereits nach 16,7 pm 0,2 min. Die Anderungen im Plateauwert der MQV sind in

Abbildung [7.11] widergegeben. Bei stark variierenden Anfangswerten zeichnen sich alle Kurven
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bei Konzentrationen iiber 2mM durch Plateaubereiche zu Beginn und Ende der Messungen aus.
Neben unterschiedlich langen Plateauwerten zu Beginn der Messungen weiflen die Abfille der
Kurven dabei auch unterschiedliche Amplituden und Steigungen auf, was vermutlich auf die
Anfangskonfiguration der Filamente zuriickzufiihren ist. Kommt es in einigen Féllen zunéchst
zu einer schwachen Abnahme, so kann dies auf Verringerung der Abstofung und somit Ver-
steifung von Filamenten zuriickgefiihrt werden, die bereits in ihrer Ausgangslage aufgrund der
Partikelanheftung in engem Kontakt miteinander stehen. Starke Spriinge deuten hingegen auf
die ionengeforderte Anlagerung zusitzlicher Filamente und einsetzender Zipping-Prozesse hin.
Um einen besseren Vergleich der Daten zu erméglichen wurden die Kurven entsprechend
(MQV;—MQViin) /| (MQVy—MQV,nin) auf die Differenz zwischen Anfangswerten und Endwerten
einer Messreihe normiert. Bei den ersten Messungen einer jeden Datenreihe — vor Beginn der
Magnesiuminjektion — handelte es sich um Langzeitmessungen iiber 300s, deren Plateauwert der
MQYV aufgrund des unterschiedlichen Datenbereichs zum Teil von den folgenden, 50 s umfassenden
Datenbereichen abwichen. Die Normierung wurde daher angepasst auf das Verhalten der ersten
beiden Datenpunkte. Fiir Messungen bei 2mM M g?* konnte im betrachteten Zeitraum aufgrund
der Schwankung der Messwerte keine verléssliche Aussage tiber die Ausbildung eines Plateauwertes
getroffen werden. Die Werte wurden daher nicht in die normierten Kurvenverlédufe in Abbildung

mit einbezogen.
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Abbildung 7.12: Normalisierte MQV Plateauwerte im zeitlichen Verlauf unter M g?* induzierter
Biindelung.

Der bereits in Abbildung zu unterschiedlichen Zeiten einsetzende Abfall des mittleren
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Verschiebungsquadrates tritt in Folge der Normierung klar zu Tage. Mit sinkender Konzentration
kommt es zu einer Verschiebung der Kurven hin zu héheren Zeiten. Findet fiir 12 mM Lésungen
eine Abnahme der MQV bereits etwa 30 min nach Beginn der Lésungszufuhr statt, so tritt dieser
bei 5mM erst nach circa 60 min ein. Die Differenz der beiden Zeiten liegt auch nach Abzug
der fiir den Einspiilprozess bendtigten Dauer von circa 17 min mit einem Faktor 3-4 hdoher,
als es die Konzentrationsdifferenz im Falle einer linearen Abhéngigkeit erwarten liele. Grund
dafiir ist moglicherweise die Tatsache von unterschiedlich stark gebundenen Kationen entlang der

Filamente, die im jeweiligen Fall zu differierenden Konzentrationsabhéngigkeiten fiithren [230].

7.3.2 Langzeitverhalten bei Entzug der Mg?*-Biindelungsreagenz

Die beobachtete Biindelung von Aktinfilamenten, selbst im einstelligen Millimolarbereich, hat
die Frage zur Folge iber welche Langzeitstabilitdt die gekniipfte Verbindung verfiigt. Hierfiir
wurden Experimente an gerichteten Aktinstrukturen durchgefiihrt, bei denen — im Anschluss
an Vernetzung mit Mg>t — iiber einen Zeitraum von 3h ein magnesiumfreier, EDTA haltiger

Entzugspuffer durch die Flusszelle geleitet wurde.

Abbildung stellt den Verlauf der MQV und viskoelastischen Moduln fiir einen ausge-
wéhlten Partikel (# 2 in Abbildung vor (a), nach Biindelung durch 12mM Mg¢?* (b) und
nach Magnesiumentzug (c) dar. Es zeigen sich im Zuge der Biindelung die bereits bekannten
Kurvenverldufe mit einer Verringerung des MQV-Plateauwertes um eine Gréflenordnung und
der Verschiebung der Kreuzungsfrequenz hin zu héheren Frequenzen. Auch nach Spiilung mit
der EDTA-L6sung verblieb die Beweglichkeit des Partikels auf dem selben Niveau wie zuvor.
Kreuzungsfrequenz und Minima in G”(w) zeigen den selben Wert und die selbe Ausgeprigt-
heit. Das bedeutet, dass iiber den gesamten Zeitraum hinweg nicht nur eine Konservierung
der Struktur sondern auch die der viskoelastischen Eigenschaften stattgefunden hat. Dies ist
jedoch nur moglich, wenn die fiir die Verdnderung der viskoelastischen Parameter verantwortliche
Gegenionenkopplung noch immer wirksam ist.

Abbildung zeigt die ermittelten MQV-Plateauwerte aller beobachteten Probenpartikel.
In 68% der beobachteten Félle kam es zu keiner oder nur zu einer geringen Verinderung
— sowohl in positiver als auch negativer Richtung — des MQV-Plateauwertes gegeniiber dem
Biindelungszustand in MgCly Gegenwart. In 25 % kam es zu einem signifikanten Wiederanstieg
iiber den aus vorangehenden Messungen bekannten Schwankungsbereich hinaus. Lediglich in
einem Fall lag der Wert nach Abschluss des Experimentes iiber dem anféinglichen Plateauwert der
ungebiindelten Filamente. Dies ist insofern beachtlich, als dass die Filamente im Laufe der 10-12h
dauernden Experimente {iber einen Zeitraum von 6-7h Fliissen wechselnder Losungen ausgesetzt
waren und mehrfach Fluoreszenzaufnahmen durchgefithrt wurden. Hohe Laserstérken kénnen in
wassriger Losung zur Bildung von Radikalen fithren, welche nicht nur einen ausbleichenden Effekt

auf den Fluoreszenzfarbstoff besitzen, sondern auch Schiden an der Proteinstruktur der Filamente
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Abbildung 7.13: Mittlere quadratische Verschiebung und viskoelastische Moduln, vor (a) und
nach MgCly-Zugabe (b), sowie nach 3-stiindiger Spiilung mit magnesiumentziehendem EDTA-
Puffer (¢). Wahrend es durch magnesiuminduzierte Biindelung zu einer starken Absenkung des
MQV-Verlaufs sowie einer Anderung des viskoelastischen Verhaltens kommt, so zeigt das System
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nach EDTA-Spiilung keine Verdnderung gegeniiber dem vernetzten Zustand.
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Abbildung 7.14: Plateauwerte der MQV vor und nach MgCls-Zugabe, sowie nach 3-stiindiger
Spiilung mit magnesiumentziehendem EDTA-Puffer.

— bis hin zum Bruch der Aktinstrange — hervorrufen kénnen [34]. Aufgrund der hohen Fluoreszenz
der Partikel waren Aussagen zur Verdnderung der Netzwerkstruktur in deren Umgebung nicht
moglich. Es war daher nicht quantifizierbar, inwieweit Wiederanstiege der MQV auf Degeneration
der Aktinfilamente zuriickzufiihren sind.

Insgesamt zeigten die gebiindelten Aktinstrukturen eine hohe Resistenz gegen den Versuch
des Tonenentzugs durch EDTA, was auf eine starke Bindung der kondensierten Ionen an streng

lokalisierten Punkten der Filamente hindeutet.



KAPITEL 8

Aktin-Membran-Komplex

In vitro Modellsysteme erlauben unter kontrollierten Bedingungen eine Untersuchung der biomo-
lekularen Eigenschaften supramolekularer Strukturen unabhingig von der Zellumgebung. Bei
Interpretation der Resultate hinsichtlich ihrer biologischen Relevanz ist es jedoch wichtig, die Kom-
plexizitat des Zellaufbaus zu beriicksichtigen und die Wechselwirkung der beobachteten Elemente
mit anderen Zellkomponenten schrittweise zu ermitteln. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher
die Nachbildung des zelleigenen Aktin-Membran Komplexes mittels einer Weiterentwicklung
des Aktinnetzwerkes auf PDMS-Sdulensubstraten durch Kombination mit Lipiddoppelschichten
angestrebt und erreicht.

Da die Konzeption der bislang verwendeten Flusszelle, mit ihren von der Decke herabhéngenden
PDMS-Saulen, keine Moglichkeit zur Membranabscheidung bot wurde ein neues, wahlweise offen
oder geschlossen betreibbares Mikrofluidiksystem — wie in Abschnitt beschrieben — entwickelt.
Als Grundlage fiir den Aufbau von Aktinnetzwerk und Membranen wurden Mikrogitter aus Gold
gewahlt, wie sie in der Transmissionselektronenmikroskopie Anwendung finden. Mit minimalen
Lochgréflen von 6,5pm und hoher liegen die Réume zwischen den Gitterstegen im selben
Groflenbereich wie die {iblicherweise fiir die Aktinanlagerung verwendeten Sdulenabstinde. Im
Gegensatz zu existierenden Modellsystemen, basierend auf unterstiitzten Lipiddoppelschichten
oder Liposomen (siehe auch Abschnitt Modellsysteme), bietet das so entwicklete System
Zugang sowohl zum Filamentnetzwerk als auch den Membranen.

Neben des Aufbaus von Aktinnetzwerken auf den neuartigen Substraten wurden zur Gene-
rierung freitragender Lipiddoppelschichten im Vorfeld insbesondere das Ausbreitungsverhalten
von Riesenvesikeln auf beschichteten und funktionalisierten Glassubstraten intensiv studiert.
Durch Ubertragung der Erkenntnisse auf die TEM-Netze wurde es méglich, zusammenhiéngende
Membranstrukturen von bis zu 200 pm Durchmesser bei 10,5 pm messenden Lochgréfien auszu-
bilden. Um schliefflich ein kombiniertes System zu schaffen wurde sowohl die Ausbreitung von
Membranen auf Aktinnetzwerken, als auch die Abscheidung von Filamenten auf existierenden

Lipiddoppelschichten durchgefiihrt.
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8.1 Aktin-Netzwerk Erzeugung auf Lochstrukturen

Abbildung 8.1: Magnesiumvernetzte Aktinnetzwerke auf unterschiedlich funktionalisierten und
beschichteten Gittern: Auf AUT-Streptavidin funktionalisiertem 10,5 pm Au-Gitter (a), APTES
funktionalisiertem 6,5 pm SiN-Gitter (b) und DETA funktionalisiertem 6,5 pm SiN-Gitter (c).
Mafistab: 10 pm.

Fiir die Erzeugung von Aktinnetzwerken auf Gittersubstraten wurden zwei unterschiedliche Kon-
zepte erprobt. Zum einen — dquivalent zur Erzeugung von Netzwerken auf PDMS-Sdulensubstraten
— die Ankettung mittels auf den Oberflichen adsorbierter Proteine wie HMM und Streptavidin,
zum anderen die elektrostatische Anbindung iiber eine Funktionalisierung der TEM-Netzchen
mittels AUT, APTES und DETA.

Fir die Proteinbeschichtung wurden Au-Gitter bei RT fiir 1h in einer 5 pM HMM- oder 8 nM
Streptavidin-Losung (# 85878; Sigma-Aldrich, Deutschland) in Verdiinnungspuffer inkubiert und
anschliefend griindlich mit reinem Verdiinnungspuffer gespiilt. Zum Schutz der Proteinstruktur
wurden sie bis zur folgenden Montage in Verdiinnungspuffer gelagert. Die Funktionalisierung mit
AUT, APTES und DETA sowie die Montage wurde wie in Abschnitt beschrieben durchgefiihrt.
Zur Vorbereitung wurde anschlieend der untere Flusskanal mit Verdiinnungspuffer gefiillt, bis
die Losung durch das Gitter driickte. Dabei war darauf zu achten, dass sich unter dem Gitter
beziehungsweise zwischen den Stegen keine Luftblasen festsetzten. Diese besaflen zwar keinen
bestimmbaren Einfluss auf den Netzwerkaufbau, jedoch behinderten sie durch Lichtbrechung
die Mikroskopie und schrankten die Manipulation der Filamente ein. Vor dem Aufbringen der
Aktinlésung wurde tiberschiissiger Puffer oberhalb des TEM-Netzes vollstdndig abpipettiert.
Nach Montage in der Flusszelle und Spiilung wurden 100-200pul 1:5-1:20 verdiinnter F-Aktin
Losung aufpipettiert und 30 min ruhen gelassen. Uberschiissiges Aktin wurde durch Austausch
der Losung mit Verdiinnungspuffer abgespiilt (2 x 200 ul) und Verbleibendes durch Zugabe von
501l einer 100 mM MgCly-Losung vernetzt.

Abbildungen - zeigen ausgewahlte Fluoreszenzaufnahmen von Netzwerken auf unter-
schiedlich funktionalisierten und beschichteten Substraten, Tabelle am Ende des Kapitels gibt
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einen Uberblick iiber die erfolgten Experimente und deren Resultate. Differenzen in der Netz-
werkdichte lieBen sich nicht auf unterschiedliche Substratbehandlungen zuriickfithren, sondern
variierten entsprechend der Filamentkonzentration der aufpipettierten Losung stark. Aufgrund
der Tatsache, dass hochkonzentrierte Aktinlésungen wegen der Filamentverschrankung sich nur
langsam durch Diffusion verdiinnen, konnten — anders als auf Sdulensubstraten — spezifische Netz-
werkdichten nur in groben Bereichen reproduziert werden. Bei Abbildung (a) & (c) handelt
es sich um Abscheidungen von 1:20 verdiinnter Polymerisationslosungen, im Falle von (b) wurde
die Ausgangslosung lediglich 1:10 verdiinnt. Wahrend es so méglich war, tiber Gitter mit 6,5 und
10,5 pm Lochgrofle Netzwerke zu etablieren, konnte dies bei 19,5 pm Grofle nicht erreicht werden
(vgl. Abbildung . Aufgrund der stochastischen Anordnung und durchschnittlicher Langen
von 10-30pm waren in diesem Fall nur wenige Filamente in der Lage die Entfernungen zwischen
zweier Stege zu tiberbriicken. Wéhrend vor Spiilung und Vernetzung (Abbildung (a)) die
Aktinlosung verstirkt oberhalb des Gitters lokalisiert war kam es danach zu einer Anlagerung der

Filamente auch an den Stegwdnden und Unterseiten (erkennbar an der verstarkten Fluoreszenz

in Abbildung (b)).

Abbildung 8.2: Aktinnetzwerk auf AUT funktionalisiertem 19,5 pym Au-Gitter. Unvernetzt und
ungesplilt (a) und durch Magnesiumzugabe vernetzt (b). MaBstab: 20 pm.

Im Falle besonders dichter Strukturen, wie das durch Zugabe einer 1:5 verdiinnten Polymerisa-
tionslosung entstandene Netz in Abbildung[8-3] lieBen sich die Aktin-Netzwerke im z-Querschnitt
lokalisieren. Die Abbildung zeigt ein auf mit Streptavidin funktionalisiertem Au-Gitter mit 10,5 pm
Lochgrofie erzeugtes Aktinnetzwerk. Es ist ersichtlich, dass der Abstand zwischen den Intensitéts-
maxima von Gitter (hervorgerufen durch nichtgefilterte Reflexion des Anregungs-Laserlichtes an
der Gitterunterseite) und Fluoreszenzsignal des Aktins (Abbildung (b), gestrichelte Linien)
8 + 1 pnm betrégt. Dies liegt etwas tiber der vom Hersteller angegebenen Dicke des TEM-Netzes
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Abbildung 8.3: Projektion (a) und Querschnitt (b) eines kompakten Aktinnetzwerkes auf mit
Streptavidin funktionalisiertem Au-Gitter. Das Netzwerk besitzt eine Dicke von 5+ 1 pm und ist
auf der Oberfldche des Gitters lokalisiert. Mafistab: 20 pm.

von 6 pm, woraus sich schlieflen lasst, dass das Netzwerk auf der Gitteroberseite lokalisiert ist.
Aus den Fluoreszenzaufnahmen und dem daraus resultierenden Querschnitt lassen sich keine
Hinweise darauf ziehen, dass das Aktin in die Bereiche zwischen den Stegen vorgedrungen ist.
Die Dicke des Aktinnetzwerkes ldsst sich auf 5+ 1 pm abschétzen, was der hohen Konzentration
der aufpipettierten Aktinlésung zu schulden war. Bei geringeren Aktinkonzentrationen respektive

Netzwerkdichten lagen die Dicken darunter.

8.2 Ausbreitung von Vesikeln auf beschichteten und funktionalisierten

Glassubstraten

Zum Studium der Membranabscheidung durch GUVs wurden Glassubstrate wie in Abschnitt
erlautert vorbereitet. Dabei wurden Lipidmischungen mit variierenden Anteilen an EPA (5-
10+ 1%) und BioCAP (5-10+1%) in EPC und CF-PEG (0,1 £0,1 %) erprobt. Hinsichtlich des
Ausbreitungsverhaltens oder dem Bedeckungsgrad konnten dabei keine signifikanten Unterschiede
zwischen minimalem und maximalem Anteil der einzelnen Komponenten festgestellt werden. Die

erzeugten Vesikelmischungen wurden 1:5 in E-Puffer verdiinnt und auf die Substrate pipettiert.
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Zur Vermeidung von Scherspannungen, welche einen Bruch der Vesikel herbeifithren kénnen,
wurden die Spitzen der Pipetten in allen Fillen gekiirzt und dadurch der Offnungsdurchmesser
erhoht. Aufgrund der geringfiigigen Durchléssigkeit von Lipidmembranen fiir kleine Dipolmolekiile
wie Wasser kommt es bei der Verdiinnung zu einem Ausgleich der osmotischen Druckverhéltnisse
zwischen Innen- und AuBlenraum der Vesikel [116]. Dies fiithrt zu einem Anschwellen der GUVs
und zu einer Befoérderung der Ausbreitung zusétzlich zur elektrostatischen Interaktion zwischen

Oberflachenfunktionalisierung und Vesikelladung.
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Abbildung 8.4: Ausbreitungsverhalten von GUVs auf thioliertem Gold (a) und silanisiertem
Glas (c). Abhéngig von der Funktionalisierung kommt es auf der Au- und der Glasoberfliche zu
mehrheitlich unterschiedlich geformten Lipiddoppelschichten. Herzférmige Strukturen (a) sind
dabei auf einen Bruch am Kontaktbereich zwischen Vesikel und Substrat zuriickzufiihren (b)

wéhrend kreisformige Strukturen durch ein Autbrechen am Zenit des Vesikels entstehen (d).
MaBstab: 20 pm. (Schema adaptiert von [72].)

Abbildung zeigt beispielhaft durch Vesikelausbreitung erzeugte Strukturen auf AUT
funktionalisierter Gold- und DETA funktionalisierter Glasoberflache. Bei den Untersuchungen
kam es gegeniiber den Glassubstraten auf den Goldoberflichen verstarkt zum Abschniiren kleiner
Vesikel und dem Auftreten von herzférmigen Membranstrukturen, einem Effekt wie er von Hamai
et al. beschrieben wurde [72]. Hamai et al. untersuchten das Ausbreitungsverhalten von 10 %ig

positiv geladener GUVs auf unfunktionalisierten, und daher bei neutralem pH-Wert negativ
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geladenen Glassubstraten, wobei sie in der Lage waren zwei unterschiedliche, in Abbildung
(b) und (d) dargestellte, Pfade fiir das Brechen und Ausbreiten der Liposomen zu isolieren. In
der Mehrheit der Félle kam es dabei zu einem Bruch (roter Punkt) am Rande der Adhésionszone
(roter Kreis), nahe zum oder in Kontakt mit dem Substrat (b). Davon ausgehend setzte sich
die asymmetrische Ausbreitung halbkreisférmig fort, bis die gesamte Vesikelmembran offen
ausgebreitet war, was zu der charakteristischen Form fiihrte. In selteneren Féllen konnten dort
kreisformig ausgebildete Membranen beobachtete werden, die konsistent waren mit einem Reiflen
der Vesikelmembran am oder in der Ndhe des Scheitelpunktes des adhérenten Liposomen (d).

Eine Begrindung fiir das unterschiedliche Verhalten liegt mdglicherweise in der geringen
Oberflachenladungsdichte der unfunktionalisierten Glassubstrate begriindet. Die daraus ausge-
iibte Adhésionskraft reichte nur in Einzelfdllen aus um einen Bruch in der Vesikelmembran zu
induzieren. Variationen in der Dichte der Oberflichenladung, Fehlstellen in der Substratschicht
oder praadsorbierte Lipide fiithren jedoch bei Adhésion eines Vesikels zu einer energetischen
Instabilitat der Lipiddoppelschicht und kénnen so einen Bruch an der Kontaktstelle herbeifithren.
Im Falle einer radialsymmetrisch homogen verteilten Adhésionsenergie nimmt die Spannung
hingegen gleichméfig zu, so dass ein Bruch im Spannungszentrum — d.h. am Scheitelpunkt —
wahrscheinlich ist. Die Tatsache, dass die von Hamasi et al. als Ausnahme beschriebene Variante
(d) bei den vorliegenden Experimenten auf funktionalisierten Glassubstraten die Regel zu sein
scheint, spricht fiir eine hohe Oberflichenladung und eine Verkniipfung der Silane untereinander
zu einer homogenen Schicht; eine Eigenschaft, welche der zur Au-Funktionalisierung verwendete
Aminoundecanthiol nicht aufweist. Wahrend die auf grofle Bereiche gesehen homogene Thiolierung
ausreicht, um fiir eine Adhésion der Vesikel und eine fehlstelleninduzierte Membranausbildung zu
sorgen, bewirkt die von Natur aus hydrophobe Oberfliche des Goldes bei einer nicht deckenden
Funktionalisierung einen lokal repulsiven Effekt, der zur Abschniirung der beobachteten kleinen
Vesikel fiithren kann.

Tatséchlich war es in Anfangsexperimenten nicht moglich freitragende Membranstrukturen auf
AUT funktionalisierten Au-Gittern zu erschaffen, weshalb das Hauptaugenmerk im Folgenden

auf die Erzeugung von Membranen auf silanisierten Substraten gelegt wurde.

DETA funktionalisierte Oberflichen weisen bei neutralem pH-Wert gegeniiber mit APTES
behandelten Substraten ein hoheres positives Potential auf. Untersuchungen durch Metwalli et
al. mittels Raman-Spektroskopie bewiesen im Falle von DETA die Existenz von —NH ™, —N H2+
und —N H. 3+ Gruppen, wodurch sich die héhere Oberflichenladung auf die zusétzlich vorhandenen
Aminogruppen zuriickfithren lief (vergleiche auch Abschnitt [136]. Wie von Cha et al. fiir
neutrale SUV gezeigt, besitzt die Ladungsdichte der Substratoberflache einen groflen Einfluss auf
das Ausbreitungsverhalten von Vesikeln [24]. Erst oberhalb einer gewissen Ladungsdichte kam es
zum Bruch adsorbierter SUVs, unabhéngig vom Vorzeichen der Substratladung.

Entscheidend fiir die Verformung der Vesikel und damit der Ausbildung von unterstiitzten Lipid-
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Abbildung 8.5: Ausbreitung negativ geladener Vesikel auf DETA. Der Ausbreitungsprozess
lédsst sich in 3 Phasen unterteilen: die Adhésion des Vesikels (a, b), die Ausbreitung und damit
einhergehende Abflachung (c) sowie die Ruptur (d) mit daraus resultierender Lipiddoppelschicht

(e).

doppelschichten ist das Verhéltnis zwischen dem Gewinn an Adhésionsenergie durch Vergoéfierung
des Adhésionsbereiches und dem Aufwand an Kriimmungsenergie aufgrund der Biegesteifigkeit
der Vesikelmembran und Lipide [I17]. Dabei sind die Rénder der unterstiitzten Membranen
energetisch besonders ungiinstig, was zu einer hohen Affinitdt zu benachbartem Lipidmateri-
al fithrt und beférdernd auf den Bruch anliegender Vesikel und die Ausbildung geschlossener
Membranbereiche [I73] wirkt.

Wahrend es in den allermeisten Féllen wahlweise zu einer instantanen, mit dem LSM nicht
auflosbaren, Ausbreitung oder aber einer stabilen Adhésion der Vesikel kam, konnte in Einzelféllen,
wie in Abbildung[8.5]auf DETA silanisiertem Glas gezeigt, der Adhésions- und Ausbreitungsprozess

in unterschiedliche Stadien aufgelost beobachtet werden.
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Direkt nach Kontaktaufnahme (a) des Vesikels mit dem Substrat kam es zu einem schnellen
Anstieg der adhirenten Flache. Unter Annahme einer einzelnen, deckenden Lipiddoppelschicht
mit einem Enddurchmesser (e) von 71,2+ 1,5 pym war die bedeckte Fliche von 3980 + 170 im?
der Oberfliache eines Vesikels mit Radius von 17,8 +0,4 pm &quivalent. Daraus folgt, dass die
adhirente Fliche zum Zeitpunkt (b) von 880 + 80 1m? bzw. 33,54 1,5 um Durchmesser nahezu
dem Querschnitt des urspriinglichen Vesikels entsprochen haben muss. Der erreichte Zustand war
dabei latent stabil und entsprach vermutlich einem von zwei allgemeinen Zustédnden adharenter
Vesikel. Ist die Ladungsdichte und die damit verbundene Interaktionskraft hoch genug kommt es
wie hier zu einer weitergehenden Abflachung und Deformation des Vesikels einhergehend mit
einer Zunahme der Adhisionsfliiche auf 2050 + 120 ym? (c) was ungefihr der Hilfte der Endfléiche
entspricht, einem Wert in Ubereinstimmung mit den theoretischen Erwartungen [48].

Auch dieser Zustand scheint latent stabil zu sein, allerdings stand die GUV-Membran nun
unter hoher innerer Spannung. Eine weitere Ausbreitung war nur noch durch einen Bruch des

Vesikels moglich (d), welcher schlussendlich zu einer voll ausgebildeten Lipiddoppelschicht fiihrte

(e).

8.3 Membranerzeugung auf Lochstrukturen

Resultierend aus den Untersuchungen zum Ausbreitungsverhalten von GUVs auf funktionalisierten
Au-, Ti- und Glassubstraten wurden Versuche zur Membranerzeugung beschrinkt auf Ti und
SiN beschichtete Netze. Die Schlussfolgerung steht damit in Einklang mit einem im Laufe
der Untersuchung veréffentlichten Artikel zur Erzeugung freistehender Lipiddoppelschichten
auf TEM-Membranen durch Heinemann et al. [80]. Als Substrat dienten dabei kommerziell
erhéltliche, 200nm dicke SiN-Membranen mit Lochern von 2,5 pm Durchmesser. Die geringe
Lochgrofie stellt eine grofle Hiirde fiir Untersuchungen passiver oder aktiver Art, wie z.B. der
Mikrorheologie, dar und schrankt die verwendeten Gitter als Grundlage fiir die Erzeugung eines
Aktin-Membran-Komplexes von vorneherein stark ein.

Die Vorbereitung und Montage der Gittersubstrate erfolgte wie in Abschnitt beschrieben.
Vor Aufpipettierung der 1:3-1:5 in E-Puffer verdiinnten Vesikellésung wurden die Flusszellen

mit reinem E-Puffer gespiilt und tiberschiissige Losung von der Gitteroberseite entfernt.

Abbildung zeigt die Ausbildung freistehender Membranen auf einem 9:1 APTES/DETA
funktionalisierten SiN-Gitter mit — laut Herstellerangabe — 6,5 pm messenden Lochern (real:
7,5+ 0,25 1m). Nach Sedimentation des Vesikels (a), was je nach Grofle circa 10-100s benotigte,
kam es zur Adhésion und Ausbreitung entlang der Gitterstege (b-f). Wie die gelben Pfeile
indizieren konnte es bereits wihrend des Adhésionsvorganges zum Bruch von Membranen iiber
einzelnen Gitterhohlriumen kommen. Zuriickzufiihren ist dies vermutlich auf die gegeniiber den

Glassubstraten deutlich aufgeraute Oberflache der Au-Gitter, die auch nach Beschichtung mit Ti
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Abbildung 8.6: Vesikel (a) und Vesikelausbreitung (b-f) auf APTES/DETA silanisiertem
SiN-Gitter. Die Pfeile zeigen Kollabierende (gelb) sowie den Riickzug von Membranen (rot).
MafBstab: 20 pm.

oder SiN noch zu Defekten in der Struktur fiihrt. Der Kollaps hatte dabei jedoch keinen Einfluss
auf Membranen benachbarter Locher.

Nach Vollstéandiger Ausbreitung der Lipiddoppelschicht kam es zur Riickbildung einzelner
Membranabschnitte (rote Pfeile). Wahrend bei unterstiitzten Membranen die Adhésionskraft
der entscheidende Faktor ist, scheint bei Freitragenden auch die daraus resultierende kinetische
Energie des GUV-Bruches von grofler Bedeutung fiir deren Ausbildung zu sein. In Bereichen,
bei denen es mangels kinetischer Energie, respektive zu hoher innerer Membranspannung, nicht
moglich ist die Hohlrdume komplett zu iiberbriicken zieht sich der Membranrand auf eine energe-
tisch giinstige, invertierte Kreisform entlang der Stege zuriick. Bei Bruch oder Riickbildung der
Membranen kann es dabei auch zu einer Anlagerung des iiberschiissigen Lipidmaterials auf der

Unterseite der Gitterstege kommen.

Im Regelfall konnte eine Ausbreitung der Mehrzahl der Vesikel sowohl auf APTES, als auch
auf DETA funktionalisierten Gittern, unabhéngig von der Beschichtung, beobachtet werden.
Aufgrund der Lochstruktur ist die fiir die Vesikel zur Verfiigung stehende Adhésionsflache ge-
geniiber den Glassubstraten im Falle von 6,5 pm messenden Lochern um 27 % und im Falle von
10,5 pm groBen Lochern gar um 40 % verringert. Damit einhergehend ist auch eine Reduktion der

Adhésionsenergie verbunden, was in einer verminderten Ausbreitungswahrscheinlichkeit gipfelt.
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Damit die elektrostatische Interaktion zwischen dem positiv geladenen Silanfilm auf den Stegen
und den negativ geladenen Kopfgruppen der EPA-Lipide eine ausreichend starke Abflachung
der adhérenten Vesikel bewirkte, mussten die GUVs daher eine Gréfie von mehr als 30-40 pm
aufweisen. Kleinere Vesikel tendierten dazu lediglich zu adhérieren oder sich in den Lochern

anzulagern.

Abbildung 8.7: Vergleich zwischen Adhérentem (a, b) und ausgebreitetem Vesikel (c, d) auf
10,5 pm DETA-funktionalisiertem Ti-Gitter. Bei Fokussierung auf die Gitteroberfliche sind
adhérente Vesikel (a) oftmals nicht von ausgebreiteten Membranen (c) zu unterscheiden. Durch
Fokussierung tiber das Grid oder Erstellung eines Querschnitts (b, d) lédsst sich jedoch eine
eindeutige Identifikation vornehmen. MafBstab: 20 pm.

Abbildung zeigt den Vergleich zwischen einem adhérenten Vesikel (a, b) und einer aus-
gebreiteten Membran (¢, d). Anhand der Querschnitte (b) und (d) liefl sich eine eindeutige
Identifikation der Lipiddoppelschichten vornehmen. Dabei lasst die Form der Querschnittssektion
(b) darauf schliefen, dass sich der Vesikel in einem Zustand wie in Abbildung (c) befand. Die
Intensitdtsmaxima der reflektierenden Gitterunterseite und der fluoreszierenden Lipide lassen
zudem erkennen, dass — wie bereits im Falle des Aktinnetzwerkes auf TEM-Netzen — auch die
Membranen auf der Oberseite lokalisiert waren.

Einen Beitrag zur Stabilitit der freitragenden Lipiddoppelschichten liefert moglicherweise die
Energie, welche nétig ist, um die Rdnder der Membran abzuschlieBen. Ein Bruch in der Membran
liee zwar einen Energiegewinn durch Anlagerung der Lipide an die funktionalisierten Innenseiten
der Gitterstege zu, wire aber unweigerlich mit energetischen Kosten fiir die Krimmung der
Lipide an den Membranabschliissen verbunden (vergleiche auch Abschnitt . Generell zeigte
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Abbildung 8.8: Einzelaufnahme von Membranen auf AUT funktionalisiertem Au-Gitter (a)
und auf DETA funktionalisiertem SiN-Gitter (b). Durch die Vesikelausbreitung lassen sich
zusammenhédngende Membranbereiche mit bis zu 200 pm Durchmesser erzeugen. MafBstab: 20 pm.

sich jedoch, dass die Membranen weitaus empfindlicher fiir anschlieende Spiilvorgéinge waren
als die Filamentnetzwerke, kam es dabei doch mit zunehmender Haufigkeit zum Bruch einzelner
Lochmembranen.

Abbildung (a) zeigt eine freitragende Lipiddoppelschicht auf AUT funktionalisiertem
Au-Gitter, deren erfolgreiche Ausbildung allerdings weitaus seltener war als auf silanisierten
Ti- und SiN-Gittern (b). Dariiberhinaus tendierten Membranen auf thiolierten Netzen ohne
duBeren Einfluss zu brechen, wohingegen Membranen iiber silaniserten Stegen bei Vermeidung
von Vibrationen tiber den gesamten Beobachtungszeitraum von bis zu anderthalb Stunden stabil
blieben.

Generell zeigte sich ein deutlich verschlechtertes Ausbreitungsverhalten auf den Gittern — aber
auch bereits eine Verschlechterung bei der Vesikelerzeugung — fiir alternde Lipidkompositionen.
Wie in Abschnitt [5.3.2] beschrieben kann es durch Alterung oder unsachgeméfe Handhabung zu
einer Hydrolyse der Membranlipide kommen welche eine Verminderung der Membranstabilitét
mit sich fiihrt. Die Verwendung moglichst frischer Lipidlosungen sowie die Gewéhrleistung einer
ununterbrochenen Kiihlkette war daher von entscheidender Bedeutung fiir den erfolgreichen
Aufbau freitragender Lipiddoppelschichten.

Eine leichte Tendenz der Instabilitdt zeigte sich hinsichtlich der Lochgréfie. Bei 10,5 pm
messenden Offnungen kam es withrend der Vesikelausbreitung hiufiger zum Bruch einzelner
Lochmembranen als bei 6,5pum groflen Hohlrdumen. Experimente auf 19,5 pm auseinander
liegenden Gitterstegen wurden — auch in Hinsicht auf die gegeniiber Glassubstraten um 58 %
veringerte Oberfliche — nicht vorgenommen. Eine Ubersicht der erfolgten Experimente kann auch

hier der Tabelle 8.I]am Ende des Kapitels entnommen werden.
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Abbildung 8.9: Membranen auf DETA funktionalisiertem Ti-Gitter. MafBstab: 30 pm.

Die erzeugten freitragenden Membranen lagen so im Maximum um einen Faktor 4-5 iiber
der von Heinemann et al. erzeugten Grofle. Der Durchmesser der durch die Vesikelausbreitung
generierten Membranbereiche variierte von Membranen iiber einzelnen Offnungen bis hin zu
200 pm und lag auch damit deutlich iiber den von Heinemann erzielten Werten.

Abbildung zeigt exemplarisch den durchschnittlichen Bedeckungsgrad anhand von Membra-
nen auf einem 10,5 pm DETA funktionalisierten Ti-Gitter. Zusammenhédngende Membranbereiche
lieBen sich lediglich in Einzelfdllen durch eine hohe Konzentration an zugegebenen Vesikeln
erreichen, was jedoch zu zweierlei Problematik fithrte. Zum einen wurde die Vesikelausbreitung
durch eine geringere Verdiinnung der Ausgangslésung weniger beférdert, zum anderen kam es zur
Ablagerung von Vesikeln auf bereits gebildeten Membranen. LieBen sich grofie Vesikel durch die
Spiilvorgiange leicht entfernen, so widerstanden in der Regel kleine Vesikel dem Stromungsfluss.
Ahnliches lieB sich im Falle von unterstiitzten Lipiddoppelschichten beobachten, wo sich die
Vesikel an Unregelmafigkeiten und Fehlstellen in der Membran festsetzten. Eine geschlossene
Bedeckung der gesamten Gitteroberfliche war nicht moglich.

Im Gegensatz zur Ausbildung von unterstiitzten Membranen in Abschnitt zeigte sich
im Falle der freistehenden Membranen eine Destabilisierung mit steigendem EPA Anteil. Die
Lipidmischungen wurden daher fir die weitergehenden Experimente auf 5+1% EPA, 10+1%
BioCAP, 84,9+ 1% EPC und 0,1 +0,1 % CF-PEG festgesetzt.
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8.4 Kombination von Aktin & Membran

Nach Voruntersuchungen und erfolgreichem Aufbau freitragender Aktin- und Membranstrukturen
auf TEM-Gittern wurde die Kombination der beiden Systeme angestrebt. In einem ersten Ansatz
wurde die Ausbreitung von GUVs auf existierenden, vernetzten und unvernetzten Aktinnetzwerken
erprobt, in einem Zweiten die Abscheidung und Kopplung von Filamenten auf ausgebildeten
Membranen. Wéahrend bei Ersterem die iibereinstimmende, negative Ladung von Aktin und
Vesikelmembran eine Ausbreitung der GUV behinderte, konnte bei Zweiterem durch Verkniipfung

mittels Streptavidin eine stabile Komposition erreicht werden.

8.4.1 Abscheidung von Membranen auf freitragenden Aktinnetzwerken

Abbildung 8.10: Fluoreszenzaufnahme von geplatzten Vesikeln iiber Aktin auf 10,5 pm DETA
funktionalisiertem SiN-Gitter. Statt Membranen auszubilden fiihrt die Zugabe von GUVs und
Magnesium auf ein bestehendes, kompaktes Aktinnetzwerk zu einem Platzen der Vesikel. Uberreste

der Vesikel lagern sich an das Netzwerk an (a), wobei es auch zur Verdriangung des Aktins durch
kleine Vesikel kommen kann ((b, c), gelber Pfeil). MaBstab: 20 pm.

Da sich die freitragenden Aktinnetzwerke als stabil gegeniiber nachfolgenden Spiilvorgdngen
oder der Zugabe und Abnahme von Loésung mittels Pipettieren gezeigt hatten, sollte in ersten
Versuchen die Abscheidung von Membranen auf existierenden Netzwerken durchgefiihrt werden.
Als positiver Effekt wurde dabei die Unterstiitzung der Membranen durch die Aktinfilamente

angesehen, wobei jedoch die Auswirkungen der rdumliche Ausdehnung des Netzwerkes sowie der
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Effekt der identischen Ladung unterschétzt wurden.

In der experimentellen Umsetzung wurden sowohl auf vernetzte als auch unvernetzte Aktinnetz-
werke, aufgebaut wie in Abschnitt erlautert, 100-200pl einer 1:10 in E-Puffer verdiinnten
Vesikellosung pipettiert. Abbildung [8.10] zeigt das Resultat auf einem zu Beginn unvernetzten
Netzwerk. Auch nach einer Zeit von 45 min nach Vesikelzugabe konnten keine ausgebreiteten
Membranen beobachtet werden. Zuriickzufiihren ist dieses, den vorangehenden Experimenten
widersprechende Ergebnis, vermutlich auf den Abstand sowie die Abschirmung der Oberfla-
chenladung aufgrund der eine negative Gesamtladung aufweisenden Aktinfilamente. Eine zum
Bruch fithrende Deformation der Vesikel mit anschliefender Membranausbreitung durch die

Adhésionskraft der Silanladung war so nicht linger gewéhrleistet.

Abbildung 8.11: Fluoreszenzaufnahme eines ausgebreiteten Vesikels iiber vernetztem Aktin auf
10,5pm APTES funktionalisiertem SiN-Gitter (a). Die Ausbildung von Membranen iiber Aktin
fiihrte im Umfeld zu grofiflichigen Zerstérungen des Aktinnetzwerkes (b, ¢). Mafistab: 20 pm.

Divalente Kationen, wie Mg?* oder Ca?*, sind bekannt fiir ihre beférdernde Wirkung bei
der Fusion von Vesikeln, aber auch bei der Ausbildung unterstiitzter Membranen [165], [172].
Mit dieser Absicht — aber auch um eine Verdichtung des Netzwerkes zu erreichen — wurde eine
50mM MgCly-Losung in Verdiinnungspuffer zugefithrt. Kam es jedoch bereits im Laufe des
Sedimentationsprozesses zu einem vereinzelten Brechen der Vesikel ohne Entstehung einer stabilen
Lipiddoppelschicht, so fiihrte die Zugabe der MgCls-Lésung zum Platzen aller GUVs und der

Ausbildung von LUVs, welche sich sodann an den Filamenten des Aktinnetzwerkes festsetzten.
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Dartiber hinaus kam es durch kleine GUVs, wie an der mit gelben Pfeilen indizierten Stelle,
zur Verdrangung und Zerstorung der Aktinfilamente. Eine Ausbildung von Membranen iiber
Netzwerken signifikanter Dichte konnte in keinem Fall erreicht werden.

In Einzelfillen war es — wie in Abbildung [8.11] gezeigt — moglich, Membranen auf bereits vorher
vernetztem Aktin auszubilden. Der Kollaps der Vesikel fiihrte jedoch zu teilweisen Zerstérungen
der Netzwerke im Umkreis der Lipiddoppelschicht. Die Rédnder der Membranen tendierten dazu
in Fallen, in denen sie sich nicht entlang der Gitterstege verankern konnten, zur Minimierung der

Energie an Aktinfilamenten festzumachen.

8.4.2 Abscheidung von Aktin auf freitragenden Membranen

Abbildung 8.12: Fluoreszenzaufnahme eines Aktinnetzwerkes tiber ausgebreiteten Vesikeln
auf 10,5 ym APTES/DETA funktionalisiertem SiN-Gitter. Anders als bei der Ausbreitung von
Vesikeln auf Aktinnetzwerken kommt es bei der Abscheidung von Aktin auf den ausgebreiteten
Vesikeln zu keinen direkten Zerstérungen. MaBstab: 20 pm.

Aufgrund der negativen Effekte brechender GUVs auf die Filamentnetzwerke wurde eine Um-
kehr des Prinzips vorgenommen. Fir den Fall unterstiitzter Lipiddoppelschichten konnten Barfoot
et al. zeigen, dass es moglich war, F-Aktin auf EPC-Membranen abzuscheiden und iiber Ponticulin
anzubinden [17]. Eine dquivalente Vorgehensweise wurde nun auch fiir den Fall freitragender
Lipiddoppelschichten durchgefiihrt, wobei eine Verkniipfung der Komponenten durch Verbindung

der Filamente mit von der Membran prasentierter Biotin-Streptavidin Komplexe realisiert wurde.
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In der Vorbereitung wurden freitragende Membranen — wie in Abschnitt beschrieben —
auf SiN-Gittern, silanisiert mit 90 % APTES und 10 % DETA, aufgebaut. Die Kombination der
beiden Silane sollte hierbei eine méglichst optimale Ladungsdichte erzeugen, welche erhthte Mem-
branstabilitdt zusammen mit einer hohen Rate an GUV-Ausbreitungen verband. Anschlieend
an die Erzeugung von Membranen wurde Verdiinnungspuffer mit 8 mM Streptavidin zugefiihrt,
fiir 30 min inkubiert und mit reinem Verdiinnungspuffer griindlich gespiilt. Nach Entfernung
iiberschiissigen Puffers wurde verdiinnte F-Aktin Losung direkt auf das Gitter pipettiert. Versuche
des Netzwerkaufbaus durch Einspiilen der Aktinlésung mittels des oberen Kanalsystems schlugen
aufgrund der Flussgeometrie fehl: Die Umfassung des TEM-Netzes mittels Silikonkleber sorgte
fiir die Entstehung einer wenige Dutzend Mikrometer hohen Loésungsschicht iiber dem Gitter.
Filamente, welche durch die Kanéle eingespiilt wurden, flossen iiber diese Schicht hinweg, ohne
in Kontakt mit dem Gitter oder den Membranen zu geraten. Eine Sedimentation trat kaum
auf. Das obere Kanalsystem konnte in der vorliegenden Form daher lediglich zur Spiilung sowie
zur Einbringung von Reagenzien mit Stoffen, die wie Streptavidin und Mg?* leicht diffundieren,
genutzt werden. Nach einem Zeitraum von 30 min, in welchem die biotinylierten Aktinfilamente
Verbindungen mit den von der Membran exprimierten Streptavidinen eingingen wurde iiberschiis-
siges Aktin durch Spilen mit Verdiinnungspuffer entfernt und das Verbleibende mittels 50 mM
MgCly-Losung vernetzt.

Abbildung 8.13: Fluoreszenzaufnahme eines Aktinnetzwerkes tiber ausgebreiteten Vesikeln auf
6,5 um APTES/DETA funktionalisiertem SiN-Gitter. Die Dichte des Netzwerkes hédngt in starkem
Mafle von der Aktinkonzentration der aufpipettierten Losung (hier: 1,25 uM) ab. Mafistab: 10 pm.
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Abbildungen und zeigen erfolgreich erzeugte Aktin-Membran Komplexe mit unter-
schiedlich dichten Netzwerken auf 10,5 pm, respektive 6,5 pm, messenden Lochstrukturen in der
Ubersicht und in Detailaufnahme. wurde durch Zugabe einer 1:10 verdiinnten F-Aktin
Losung in Verdinnungspuffer, durch eine 1:5 verdiinnte Losung gebildet.

Anders als in Abschnitt beschrieben schlossen sich bei der Erzeugung eines Aktin-Membran
Komplexes an die Membranausbildung noch mehrere Spil- und Injektionsgénge an, welche
im Falle der Durchfithrung mittels Pipetten eine hohe Strapazierung der Lipiddoppelschichten
darstellten. Dies fiihrte in vielen Féllen zu teilweisen Zerstérungen der erzeugten Membranen.
Dennoch konnten in allen Versuchen erfolgreich Aktinfilamente und Membranen iiber hunderten
von Stegzwischenrdumen abgeschieden werden, im Maximum in zusammenhéngenden Strukturen
von bis zu 120 pm Durchmesser. Es war allerdings notig zu gewéhrleisten, dass es aufgrund des
Flissigkeitsaustausches nicht zu einer Absenkung der Membranen in die Locher des Grids kam,
und ein direkter Kontakt zwischen Thnen und dem anschlieffend abgeschiedenen Aktinnetzwerk
bestand.

Abbildung 8.14: Fluoreszenzaufnahme & Querschnitt eines kompakten Aktinnetzwerkes tiber
ausgebreiteten Vesikeln auf 6,5 pum APTES/DETA funktionalisiertem SiN-Gitter (a). Querschnitte
(c, e) entlang der Linien in den Ausschnitten (b, d) zeigen, dass es zu keiner Absenkung der
Membranen kommt und sie in engem Kontakt mit dem Netzwerk stehen. MaBstab: 10 pm.

Anhand der in Abbildung (¢) und (e) gezeigten z-Querschnitte konnte eine qualitative
Analyse der erzeugten Strukturen vorgenommen werden. Trotz der gegeniiber dem Netzwerk
in Abbildung geringeren Filamentdichte lasst sich erkennen, dass das F-Aktin in einer
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diinnen Schicht lokalisiert ist, deren Intensitdtsmaximum der Fluoreszenz 7 & 1 pm oberhalb des
Maximums der Gitterreflexion liegt. Gleiches gilt fiir die Membran, die durch ihr Fluoreszenzsignal
eindeutig als 6 4+ 1 pm {iber der Gitterunterseite liegend identifiziert werden kann. Eine Absenkung
der Membran in die Gitter6ffnungen ist also lediglich im Bereich des Fehlers von 1 pm moglich;
eine Distanz, welche durch die Filamente aufgrund ihrer Semiflexibilitdt iiberbriickt werden kann,
so dass selbst in diesem Fall noch ein Kontakt zwischen Netzwerk und Membran zu erwarten

ware.

Tabelle 8.1: Tabellarische Ubersicht iiber die Resultate der Untersuchungen zum Aufbau eines
freitragenden Aktin-Membran Komplexes (- : nicht erfolgreich; o : ungentigend; + : erfolgreich)

Netzwerk Membran Netzwerk +~ Membran

Gold

Unfunktionalisiert - -
HMM
Streptavidin

11-Amino-1-undecanthiol

+ o + +

11-Amino-1-undecanthiol + Streptavidin
Gold + 100 nm Ti

Unfunktionalisiert = =
APTES

DETA o
DETA + Streptavidin +
Gold + 100 nm Si3N4

Unfunktionalisiert - -
APTES

DETA

DETA + Streptavidin
90% APTES, 10% DETA

+ + +

+ + + o
+ 4+ + +

Abbildung illustriert zusammenfassend die zum erfolgreichen Aufbau eines freitragenden
Aktin-Membran Komplexes fithrenden Schritte: Die SiN beschichteten Gittersubstrate (a) wurden,
um eine optimale, positive Ladungsbedeckung der Oberfliche zu erreichen, mit einem APTES/-
DETA Verhaltnis von 9:1 funktionalisiert und in der Flusszelle montiert (b). Biotinylierte,
negativ geladene Vesikel, die mittels Elektroformation aus einer Lipidlosung mit Anteilen von
5+1% EPA, 10+ 1% BioCAP, 84,9+ 1% EPC und 0,1 +0,1 % CF-PEG hergestellt worden
waren, wurden 1:5 in E-Puffer verdiinnt auf das gespiilte TEM-Gitter pipettiert. Durch La-
dungsinteraktion mit den Gitterstegen und unterstiitzt durch osmotischen Druck kam es nach
Sedimentation zur Adhésion und Ausbreitung der Vesikel (c).

Nach einer Ruhedauer von 30 min und Spiilung des oberen Kanalsystems mit Verdiinnungspuf-
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a

+ + +

+ + +

+ + + + + +

+ . + i .
+ +
= Lipid-Doppelschicht Streptavidin - Silan
= F-Aktin © Biotin + Mg*

Abbildung 8.15: Illustration der Schritte zur Erzeugung eines freitragenden Aktin-Membran
Komplexes: Handelsiibliche Au-TEM Grids werden mit Si3zN4 beschichtet (a) und mit APTES
oder DETA Silanen funktionalisiert, um eine hohe, positive Oberflichenladung zu generieren
(b). Membranaufbau wird initiert durch elektrostatische Wechselwirkung zwischen den negativ
geladenen Vesikeln und dem positiv geladenen Grid sowie dem erhdhten osmotischen Druck
innerhalb der Vesikel (c). Zugabe von Streptavidin fiithrt zur Anlagerung an die biotinylierten
Lipide der Membranen (d), woran sich wiederum die biotinylierten Aktine anlagern kénnen (e).
Zur Vernetzung wird in einem letzten Schritt MgCls-haltige Lésung zugegeben (f).
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fer wurde eine 8 nM Streptavidin-Losung in Verdiinnungspuffer eingeleitet und das System fiir
weitere 30 min inkubiert (d). Durch Anheftung der Streptavidine an die endstdndigen Biotingrup-
pen der Lipide wurde eine Verkniipfung zwischen den biotinylierten Aktinfilamenten und der
Membran erméglicht. Um eine Verbindung der Filamente untereinander zu verhindern wurde vor
Aufbringung des Aktins ein mehrfacher Lésungsaustausch vorgenommen. Anschliefend wurde
eine 1:5-1:10 Losung von F-Aktin in Verdiinnungspuffer direkt auf das Gitter pipettiert und
abermals fiir einen Zeitraum von 30 min inkubiert (e). Filamente, die keine Verbindung mit der
Membran eingingen oder die mit Anderen lediglich leicht verschrankt waren, konnten durch
Spiilung aus der Losung entfernt werden. Durch Zugabe einer 100 mM Losung MgCls in Ver-
diinnungspuffer konnte letztlich eine Filamentverkniipfung und Komprimierung des Netzwerkes

initiiert werden.
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Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Zusammen mit Plasma- und intrazelluldren Membranen stellt das Zytoskelett, bestehend aus
unterschiedlichen, semiflexiblen Filamenten mit multiplen Funktionen und Strukturen, eine
Grundkomponente von lebenden Organismen dar. Insbesondere Aktin ist dabei {iber den Aktin-
kortex unterhalb der Zellmembran und den Stressfasern an der strukturellen Integritdt sowie der
Adhésions- und Migrationsdynamik von Zellen beteiligt. In dieser Hinsicht stellt die Nachbildung
und mikrorheologische in vitro Untersuchung zelluldrer Filamentstrukturen eine bedeutende

Methode zur physikalischen Aufklarung des Zellverhaltens dar.

Aufbauend auf existierenden mikrofluidischen Techniken zur Erzeugung von Filamentnetzwerken
auf Sdulensubstraten [176], waren deren Verfeinerung und Ausbau Gegenstand dieser Arbeit.
Insbesondere wurde im Zuge dessen auch ein neuartiges, freitragendes Modellsystem auf Gitter-
strukturen zur Untersuchung der Membran-Kortex Wechselwirkungen entwickelt. Dabei stand die
Charakterisierung der viskoelastischen Eigenschaften gerichteter, stressfaserdhnlicher Strukturen,
sowie deren Vergleich mit multidimensionalen Netzwerken im Fokus. Die streng lokalisierten Netz-
werke auf PDMS-Saulen stellen das Gegenstiick zu verwobenen und vernetzten, 3-dimensionalen
Aktingelen dar, auf welche sich bisherige viskoelastische Studien hauptséichlich beschréankten. Mit
hochdynamischen Verankerungen an Membrankomplexen, respektive extrazelluldren Strukturen,
liegen die Randbedingungen von Stressfasern jedoch weit entfernt von denen der Gele.

So zeigten Aktinbiindel im unvernetzten Fall ein richtungsabhéngiges Schwingungsverhalten,
das im betrachteten Frequenzbereich zu einem verstédrkten viskosen Charakter in transversaler
Richtung sowie — gegeniiber 3-dimensionalen Gelen — zu einer erhohten Energiespeicherung
entlang der Filamentachse fiihrte. Die gegenioneninduzierte Kopplung der, unter physiologischen
Bedingungen negativ geladenen, Aktinpolymere durch divalente Mg?*-Ionen bewirkte einen An-
gleich der Werte auf das Niveau der longitudinalen Achse. Weiterhin konnte eine Quantifizierung
des Biindelungsverhaltens im Bereich von 5-12mM Mg?* — unter den aus Aktingelen bekannten
kritischen Werten fiir das Entstehen vernetzter Strukturen [202] — durchgefithrt werden, welche

eine klare Zeit- und Konzentrationsabhédngigkeit offenbarte. Die gekoppelten Aktinfilamente
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zeigten dariiber hinaus eine Langzeitstabilitat, welche selbst nach Ionen entziehender Pufferbe-
handlung noch verstirkt Figenschaften von vernetzten Aktinbiindeln aufwies. Dabei kam die
Technik der passiven Einzelpartikelmikrorheologie zur Anwendung, welche die Bewegung von
eingebetteten Probepartikeln iiber die thermisch angeregten Schwingungen des umgebenden
Materials mit dessen viskoelastischen Parametern in Verbindung setzt [62]. Auch aufgrund der
geringen Probenvolumina ist sie dabei insbesondere fiir die Untersuchung biologischer Praparate
geeignet.

Zudem wurde im Vorfeld ein multifunktionales Mikroskopiesystems mit integrierter optischer
Pinzette und Reflexions-Interferenz-Kontrast Technik konzipiert und konstruiert. Unter ande-
rem fiir die Durchfiihrung von Zelladhédsionsexperimenten erstellt [I01], wurde das System —
sowie die dafiir entwickelten Steuerungsprogramme — hauptséchlich fiir die Durchfithrung der
mikrorheologischen Experimente genutzt. Fur die Auswertung der rheologischen Daten kamen
neu entwickelte Algorithmen auf Python-Basis zum Einsatz, deren Prinzip auf der numerischen
Konvertierung der Positionsdaten nach Fvans et al. beruhten und durch die Methode der ,,spli-
nelike interpolation® ergénzt wurden [54], 123], 124]. Zur Validierung der Anwendbarkeit von
System und Algorithmen wurden Experimente an viskosen Saccharose- und viskoelastischen
Xanthan-Losungen durchgefiithrt, und um den Vergleich mit Auswertealgorithmen nach Mason

erginzt [128)].

In Ubereinstimmung mit Experimenten zu Flussbedingungen in mikrostrukturierten Kanilen,
die in Zusammenarbeit mit Weifle et al. durchgefithrt worden waren [217], gelang es Aktinnetz-
werke auf den Kopfen der Sdulensubstrate in situ zu polymerisieren. Im Vergleich zu bisherigen
Praparationsprotokollen verfiigten die so erzeugten Strukturen iiber eine erhéhte Isotropie. Dabei
wiesen 2-dimensionale Netzwerke bereits im verwobenen Zustand eine — vermutlich von der
Beschrankung und Verankerung der Filamente verursachte — Abweichung der viskoelastischen
Eigenschaften im Vergleich zu 3-dimensionalen Gelen auf: Im Frequenzbereich zwischen 0,1 und
1rad/s, am unteren Ende des beobachteten Intervalls, zeigte sich eine signifikante Erh6hung
des dissipativen, viskosen Charakters; ein Effekt, wie er in Aktingelen erst durch transiente
Verkniipfungen zwischen den Filamenten zustande kommt. Gleichzeitig lag auch der elastische
Charakter durch Verschiebung des Verlustmoduls G”(w) zu groBeren Frequenzen hin deutlich
hoher. Denkbar ist die Riickfithrung dieser Beobachtungen auf die Anbindung der Filamente
auf den Sdulenkopfen mittels des deaktivierten Myosin II-Fragments NEM-HMM, dessen Kopp-
lungsstéarke aufgrund thermisch angeregter Dissoziationen schwanken kann. Ebenfalls in Betracht
kommen die speziellen viskoelastischen Eigenschaften des Silikonelastomers PDMS, welches
fiir den Flusszellenaufbau verwandt wurde. Dieses verfiigt im erwdhnten Frequenzbereich iiber
schwingungsdédmpfendes Verhalten, welches die thermisch angeregte Bewegung der Filamente

beeinflussen kann.
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Uber den Unterschied zu 3-dimensionalen Gelen hinaus zeigten die gerichteten Filamentstruktu-
ren Unterschiede sowohl im Schwingungsverhalten als auch im Verlauf der viskoelastischen Moduln
zwischen longitudinaler und transversaler Richtung. Thren Ausdruck fand dies in voneinander
abweichenden Werten des Verhéltnisses von Verlustmodul G”(w) zu Speichermodul G'(w). So
besitzen Filamentbiindel im unvernetzten Zustand ein in transversaler Richtung erhohtes viskoses
Verhalten. Dies entspricht einer verstirkten Umwandlung von elastischer Schwingungsenergie in
dissipative, thermische Energie und somit einer erhéhten Dampfung. Im Zuge der Biindelung
durch M g?*-Tonen kam es zu einer starken Erhohung der Riickstellkraft und damit einhergehend

zu einer Angleichung des Kurvenverlaufs auf das Niveau der longitudinalen Werte.

Ob es sich bei dieser richtungsabhédngigen Viskoelastizitdt um eine intrinsische Eigenschaft
der Aktinbiindel oder aber um einen Effekt der Filamentverankerung auf den Sdulen handelt
konnte nicht mit abschlieBender Sicherheit verifiziert werden. Unabhéngig davon ist es jedoch in
beiden Féllen von Interesse fiir die Beschreibung des Verhaltens der teilverankerten Stressfasern
in Zellen, da diese nicht getrennt von ihrer Umgebung betrachtet werden kénnen. Dabei stellt
sich die Frage ob Stressfasern mit ihrer komplexen Struktur aus Aktinfilamenten und diversen
Aktin bindenden Proteinen (ABPs), wie Myosin und a-Aktinin, in ihrem Verhalten mehr den
unvernetzten oder den gebiindelten Filamentstrukturen entsprechen. Zwar bewirken auch ABPs
eine Reduktion der Reptationsrohre und spezifische Anderungen der viskoelastischen Eigenschaf-
ten von Aktingelen [52], jedoch finden die durch sie ausgeiibten Verkniipfungen nicht in der
kontinuierlichen Weise der ioneninduzierten Wechselwirkung statt. Berechnungen durch Yu et
al. ergaben im ionengebiindelten Zustand einen mittleren Abstand der Filamente von 75,3 A,
weitaus geringer als die Dimensionen der erwidhnten Aktin bindenden Proteine [230]. Auch unter
Beriicksichtigung der speziellen Bindungsgeometrien besitzen die so gebiindelten Filamente eine
gegeniiber den ionenverkniipften héhere translatorische Freiheit in der Schwingungsanregung.
Zur Aufkldrung dieses Sachverhaltes wére es daher denkbar Untersuchungen auf Sdulensubstra-
ten mit fein einstellbaren Materialparametern, wie beispielsweise bei Einsatz von PEG-S&aulen,
durchzufiihren. Zusétzlich ist zur Bestimmung des Einflusses der NEM-HMM Filamentanbin-
dung eine Kopplung mittels der stirkeren, nur schwach transienten Streptavidin-Biotin Bindung
anzustreben. Um des weiteren Unterschiede in der Biindelung zwischen ABPs und Ionen zu
ermitteln ist es denkbar Proteine wie a-Aktinin oder Filamin einzusetzen — auch in Kombination

mit M g*>*-Tonen.

Im Zuge der viskoelastischen Experimente wurde auch die Biindelung der Aktinfilamente bei
M g**-Konzentrationen im niedrigen Millimolar Bereich untersucht. Aufgrund der elektrostati-
schen Abstoffung der im neutralen pH-Bereich natiirlicherweise negativ geladenen Aktinfilamente

muss fiir die Kopplung durch Gegenionenkondensation eine kritische Ionenkonzentration iiber-
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wunden werden, wihrend es bei hohen Konzentration ab circa 500 mM Berechnungen zufolge
zu einem erneuten Verlust der attraktiven Kopplung kommt [230]. Wurde die untere Grenze
in 3-dimensionalen Gelen zu 27 mM M g?* bestimmt [202], so gaben fluoreszenzmikroskopische
Beobachtungen durch Roos et al. jedoch Anlass zu der Vermutung, dass eine Biindelung bereits
bei niedrigeren Konzentrationen um 10 mM eintritt [I75]. In den in dieser Arbeit durchgefiithrten
Experimenten war es nun moglich, eine klare zeit- und konzentrationsabhéingige Anderung der
Filamentbewegung im Bereich zwischen 5 und 12 mM zu ermitteln.

Dies steht im Einklang mit erst kiirzlich veréffentlichten Untersuchungen durch Hu et al.,
welche Biindelungsverhalten von de novo polymerisierten Filamenten bereits unter physiologischen
Bedingungen (circa 1 mM M g?T) beobachten konnten [85]. Explizit dies ist jedoch kontriir zu dem
Resultat, dass trotz Beobachtung iiber Zeitraume von 3 h in den mikrorheologischen Experimenten
bei 2mM M g?* keine Verénderung der Filamentbewegungen bestimmt werden konnte. Allerdings
kam es in den Experimenten von Hu et al. auch zur Verwendung von 0,25 % Methylcellulose,
einem die Viskositéit der Losung erh6henden Polymer, das unter anderem bei in vitro Bewegungs-
Assays von Aktinfilamenten zum Einsatz kommt. Wie in Abschnitt angemerkt kann es durch
Makromolekiile auch zur entropisch getriebenen Biindelung von Aktinfilamenten kommen. Aus
diesem Grund ist nicht auszuschlieflen, dass die von Hu et al. beobachtete Biindelung auf einen
kooperativen Effekt von Gegenionenkopplung und den sogenannten entropischen ,depletion
forces“ zurtickzufiihren ist.

Dariiber hinaus zeigte sich durch die spontane Ausbildung von sternférmigen Strukturen
an Streptavidin beschichteten Probenpartikeln, dhnlich den Mikrotubuli-Astern in Zellen oder
ABP-Aktin-Astern in vitro, dass spezielle intrazelluldre Filamentstrukturen, wie schon in Experi-
menten durch Reymann et al. gezeigt [I71], in bestimmten Féllen als Resultat der geometrischen
Faktoren angesehen werden kénnen. Zusammen mit der Filamentbiindelung selbst in der Néahe
physiologischer Konzentrationen gibt dies Anlass zu der Betrachtung, dass Aktin bindende
Proteine nur beschrankt als Biindelungs- oder Vernetzerreagent zu betrachten sind, sondern
vielmehr als abstandshaltende Formgeber und mechanische Mediatoren am Aufbau und Verhalten

der Filamentstrukturen beteiligt sind.

Bemerkenswerte Langzeitstabilitit zeigte sich anhand der viskoelastischen Parameter der gebiin-
delten Filamente. Auch nach Austausch der Pufferlésung mit ionenentziehendem EDTA-Puffer
und anschlieBender, 3-stiindiger Sptilung kam es in 68 % der Fille zu keiner Umkehr des Biinde-
lungsprozesses iiber die iibliche Schwankungsbreite hinaus. In den weiteren Féllen konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass der Wiederanstieg der mittleren quadratischen Verschiebungen auf
Schaden der Filamente durch Spiilung oder den Einsatz des Fluoreszenzlasers zuriickzufithren
sind. Die Ubereinstimmung von Verlust und Speichermodul im Vergleich zum Zustand nach
Ionenbiindelung impliziert aber nicht nur eine strukturelle Konservierung der Biindel sondern

auch die Beibehaltung der ionenvermittelten Wechselwirkung. Dies ist nur erklarbar, wenn
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man anders als im ,mean field“ Modell der Gegenionenkondensation von stark lokalisierten
Gegeionen ausgeht, wie sie beispielsweise Angelini et al. durch Rontgenbeugungsanalyse nach-
weisen konnten. Wie Yu et al. theoretisch bestétigten [230] weilt der Anteil stark gebundener
Gegenionen und somit die Ausbildung dieses attraktiven Zustandes eine hohe Abhéngigkeit von
der Ionenkonzentration der Umgebung auf. Wie es dabei, auch bei Magnesiumentzug der Lsung,
zu einer Aufrechterhaltung des Biindelungszustandes kommen kann, erklart moglicherweise die
bei Biindelung durch Makromolekiile auftretende Hysterese.

Durch die Abhéngigkeit von der umgebenden Ionenkonzentration zeigt sich, dass die gegenio-
neninduzierte Wechselwirkung starken entropischen Einfliissen ausgesetzt ist [148]. Auch den
,depletion forces® der makromolekiilinduzierten Biindelung liegt ein entropischer Effekt zugrunde.
Untersuchungen durch Hosek et al. offenbarten dabei eine Stabilitdt der Aktinbiindel auch bei
Werten deutlich unterhalb der fiir die urspriingliche Bildung notwendigen Makromolekiilkonzen-
trationen [84]. In Analogie dazu ist es denkbar, dass auch die mit einer Konformationsénderung
der Aktinfilamente einhergehende Bildung lokalisierter Ladungswolken einem Hystereseeffekt

unterliegt.

Im Rahmen der Nachbildung zelluldrer Systeme konnte die Kombination eines Aktinnetzwerkes
mit freitragenden Membranen innerhalb einer mikrofluidischen Umgebung erreicht werden, wobei
bereits die Membranerzeugung eine Verbesserung bestehender Techniken darstellte. Mittels Funk-
tionalisierung von beschichteten TEM-Gittern war es moglich, durch Abscheidung von negativ
geladenen Riesenvesikeln, die Ausbildung von bis zu 11,5 x 11,5 pm messenden, freitragenden
Membranen zu beférdern. Im Unterschied zu konventionellen freitragenden Membranen, den so-
genannten , black lipid membranes® [222], handelte es sich hierbei um vollkommen l6semittelfreie
Lipiddoppelschichten.

Abhingig vom Vesikeldurchmesser konnten zusammenhéngende Bereiche von bis zu 30.000 pm?
liickenlos mit Membranen bedeckt werden. Damit lagen sowohl die Gesamtfliche als auch die
Grofle der einzelnen freitragenden Lipiddoppelschichten um ein Vielfaches iiber den Resultaten
der durch Heinemann et al. parallel entwickelten Technik zur Abscheidung auf porésen SiN-
Membranen [80]. Im Verlauf der Experimente zeigte sich, dass die Ausbildung einer signifikanten
Zahl stabiler Membranen auf thiolierten Au-Gittern nicht méglich war, wohingegen sich die auf
silanisierten Ti- und SiN-Strukturen Generierten durch eine hohe Lebensdauer iiber den gesam-
ten beobachteten Zeitraum von mehreren Stunden auszeichneten. Ein Effekt, der im Einklang
mit Vergleichsexperimenten an unterstiitzten Membranen, vermutlich auf das unterschiedliche

chemische Verhalten von Thiolen und Silanen zuriickzufithren ist.

Die Erzeugung von Aktinnetzwerken auf TEM-Gittern gelang sowohl durch Anbindung mittels
NEM-HMM als auch durch Streptavidin-Biotin Kopplung. So war es schliellich auch mdoglich,
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unter Verwendung biotinylierter Lipide, eine direkte Verbindung zwischen Membran und Aktin-
filamenten herzustellen und so aus abgeschiedenen Filamenten unter Mg?T-Vernetzung einen
kompakten Aktin-Kortex zu formen. Anhand fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung konnte
dabei verifiziert werden, dass sowohl Membranen als auch Aktinnetzwerk auf der Oberseite der
Gitterstruktur lokalisiert waren.

Im Vergleich zu existierenden Systemen basierend auf unterstiitzten Membranen oder Aktin-
vesikeln [213] bietet der entwickelte freistehende Aktin-Membran Komplex einen vereinfachten
Zugang zu beiden Seiten der Membran sowie die Moglichkeit des nachtréaglichen Pufferaustau-
sches. Damit ist das System auch fiir den schrittweisen Aufbau komplexer membranassoziierter
Strukturen, wie beispielsweise den fokalen Adhésionen, geeignet, sowie fiir deren Untersuchung
durch Mikrorheologie, optische Pinzetten oder AFM.

Gegenstand des wissenschaftlichen Diskurs ist unter anderem der Einfluss des Aktinkortexes
auf die Beweglichkeit von Lipiden und Membranproteinen [104} 143]. So ist vorgesehen in Fol-
geuntersuchungen durch FRAP die Diffusionsdynamik der Lipide mit und ohne gekoppeltem
Aktinnetzwerk zu studieren. Auf dem Weg zu komplexeren Strukturen, wie beispielsweise Fo-
kalen Adhésionskomplexen, wire im weiteren Verlauf die Anbindung - respektive die in situ

Polymerisation des Netzwerkes - mittels Membranproteinen wie Ponticulin anzustreben.
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ANHANG A

Softwareanwendungen

A.1 Kamera- und Biihnensteuerungsprogramme

] STAGE (=]

fle Help Position List Motion

4 Connect to Stage| MS Port: ~ ‘
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Abbildung A.1: Grafische Benutzeroberfliche zur Kamera- und Tischsteuerung. Das Programm
bietet die Méglichkeit zur Speicherung und zum Abruf von Positionsdaten sowie zur Durchfiihrung
automatisierter Experimente durch Triggern der Orca-Kameras.

Zur Ansteuerung der Kameras und Mikroskopbiihnen wurden mittels der objektorientier-
ten Skriptsprache Python 2.5 modulare Steuerungsprogramme entworfen. Zur Steigerung der
Benutzerfreundlichkeit wurden die beiden Hauptprogramme CameraStageController.py und PS-
Controller.py mit Hilfe des Schnittstellen Gestalters Glade 3.0' und GTK+ 2.14? mit grafischen

Benutzeroberflichen versehen. Dabei dienen die Hauptprogramme neben der Initialisierung der

1 http://glade.gnome.org/
2 http://www.gtk.org/
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Auslese und Weiterleitung der iiber die Benutzeroberfliche erzeugten Aktionen. Eine Reihe von
Steuerungsunterprogrammen sorgt in beiden Féllen fiir die Kommunikation mit den Perripherie-
gerdten iiber RS-232 Schnittstellen. Durch Adaption der zu {ibermittelnden Kommandobefehle
lassen sich die Unterprogramme auf die Ansteuerung verschiedener Gerédte anpassen, ohne das
Hauptprogramm modifizieren zu miissen. Der Modulare Aufbau ermdglicht so eine erleichterte
Portierung auf andere Computer- oder Mikroskopiesysteme. Beide Programmpakete liegen auf

der den offiziellen Verdffentlichungen der Arbeit beigefiigten CD vor.

Abbildung [A7T] zeigt die Benutzeroberfliche des CameraStageController.py Hauptprogrammes.
Uber eine zwischengeschaltete Steuerplatine ldsst sich der 532nm Fluoreszenzlaser simultan
mit dem Coriander-Kameraprogramm ansteuern, um so Fluoreszenzsignale ab 10 ms Dauer bei
maximalen 16 Hz auszulesen. Probenpositionen lassen sich durch Ansprechen der motorisierten
Biithne mittels eines Steuerkreuzes bei variierenden Geschwindigkeiten anfahren. Die Position
des Fokus lisst sich durch Anderung der z-Position der Piezobiihne auf den jeweils optimalen
Wert einstellen. Die Positionsdaten der Biithnen kénnen ausgelesen und gespeichert werden, so
dass sich im Rahmen von Langzeitexperimenten zyklische Aufnahmen multipler Probenpunkte

durchfiithren lassen.

File Help
Connection Mode Maotion Position Focus
Port No. @® single Displacement [pm] Actual [um] 150.0
ports| v | O eyclic 50 |2 %[150.005 | y/149.995
No, of Cycles|s0 |2 Velocit
i Eecivinal Destination [um]
'R @: x|150.0/2 150.0|2
&4 ® Axis v ¥ il .4
Disconnect
E ~ Move to
Piezostage is connected.
Up [+y]
Left [-x] Center || Right [+x]
Cown [-y]
Stokes Force Computation 15000 ©
Particle Diameter [pum] Viscosity [mPas] welocity [pmys] Force [pN] zvelocity
2.00 : 1.00 : 10.0000 0.1885 10,00 5

Abbildung A.2: Grafische Benutzeroberfliche zur Piezobiihnensteuerung. Das Programm
erméglicht eine exakte Verschiebung und Positionierung der Mikroskopieobjekte mittels der
3-Achsen Piezobiihne im Mikrometerbereich. Dariiber hinaus lassen sich zyklische Bewegungen
durchfiihren, welche der Kalibration der optischen Pinzette dienen.

Mit einem separaten Programm (Abbildung [A.2) lasst sich der volle Funktionsumfang der
Piezobiihne nutzen. Hauptséchlich fiir den Einsatz der optischen Pinzette konzipiert lassen

sich Bewegungen im Nano- und Mikrometerbereich realisieren. Dabei ist es moglich, neben
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der Anfahrung spezifischer Punkte, auch relative, zyklische Verschiebungen durchfiithren — wie
beispielsweise im Rahmen der Fallenkalibration nach Stokes. Fiir diesen Fall wurde in das
Programm die Moglichkeit einer automatischen Berechnung der auf die Probenpartikel ausgeiibten

Stokes-Kraft integriert.

A.2 Auswerteroutinen

Die zur Auswertung der Partikelpositionen verwandten Routinen basieren auf mehreren in Python
2.7 programmierten Skripten. Das gesammte Programmpaket wurde im Rahmen einer open
access Publikation [124] veroffentlicht und kann zusammen mit weitergehenden Instruktionen in

LGPLwv3-Lizenz iiber ChemistryCentral! oder Launchpad? bezogen werden.

Die Partikelpositionen wurden unter Anwendung des von Maria Kilfoil online publizierten
MATLAB-Programmpacketes erlangt (vgl. Abschnitt [5.6]). Da die Python-Algorithmen ausgelegt
sind fiir Einpartikelmikrorheologie wurden die einzelnen Partikel vor der Verarbeitung isoliert
um anschlieffend in separaten Dateien gespeichert zu werden. Fiir das Hauptprogramm Pro-
cessRheology.py, welches nach Installation iiber die Kommandokonsole ausgefiihrt werden kann,
lassen sich durch Festlegung entsprechender Variablen multiple automatisierte Berechnungen
durchfiihren.

Durch Angabe des Pixelfaktors werden die Pixel-Positionsdaten der Probenpartikel in Mi-
krometer umgerechnet. Aufgrund von Temperaturschwankungen kann es zu einer Drift des
Mikroskopobjektivs kommen. Zur Kompensation dieses systematischen Fehlers ist das Programm
in der Lage nach Bedarf eine lineare Driftkorrektur durchzufiihren. Um die Richtungsabhén-
gigkeit der viskoelastischen Parameter zu ermitteln bestimmt das Programm im Anschluss die
Hauptachsen der Partikelverteilung und fithrt eine Drehung der Positionsdaten durch, um die
Hauptachsen mit den Achsen des unterliegenden Koordinatensystems zur Deckung zu bringen.

Aus den bereinigten Positionsdaten der Probenpartikel werden MQV und Kriechfunktion der
Bewegung bestimmt. Zur Verbesserung der Statistik wird dabei die mittlere quadratische Verschie-
bung lediglich bis zu einer Maximalverschiebung bestimmt, die einem viertel der aufgezeichneten
Zeitperiode entspricht. Alternativ zu den vorangehenden Berechnungen kénnen auch bereits vor-
handene MQV-Daten in das Programm geladen werden. Durch numerische Fouriertransformation
werden die spezifischen Werte der Kriechfunktion einer Umwandlung in den Frequenzraum unter-
zogen und das frequenzabhéngige, komplexe Schermodul G* berechnet. Nach der in Abschnitt
beschriebenen Methode wird ein segmentweises Fitting des MQV durchgefiithrt und die erhaltene
Funktion zur Berechnung eines idealisierten G* Verlauf herangezogen. Alternativ kann auch eine

Berechnung nach der Methode von Mason erfolgen. Die Resultate der Auswertung werden unter

1 http://journal.chemistrycentral.com/content/6,/1/144
2 https://launchpad.net/microrheologypy



Verwendung von gnuplot 4.6' zusammen mit tabellarischen Auflistungen direkt als vektor- oder

pixelbasierte Grafikdatei ausgegeben.

1 http://http://www.gnuplot.info/
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