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., Zu unserer Natur gehort die Bewegung,
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Zusammenfassung — Abstract

Molekulares Tuning des Aktin-Myosin-Motors
Entwicklung und Anwendung eines Motility Assays zur Messung maximaler Verkiir-
zungsgeschwindigkeiten intakter Muskelfasern in einem in vitro Modell

Das Motility Assay ist ein zz vitro Modell zur Visualisierung der Bewegung von einzelnen Aktin-
molekiilen Gber eine myosinbedeckte Oberfliche mittels Epifluoreszenzmikroskopie. Als ein-
fachstes Muskelmodell war es damit bisher jedoch nicht moglich, die eklatante Diskrepanz zwi-
schen 7 vivo und in vitro Ergebnissen zu erkliren.

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es deshalb, ein verbessertes Modell zu entwickeln,
das es ermoglicht, Bewegungsabliufe in Muskelzellen mit guter physiologischer Ubereinstim-
mung darzustellen. Hierzu wurde das 7z vitro Motility Assay verwendet, das durch Einfiihrung
neuer praparativer Techniken, computergestiitzter Messmethoden und Kombination mit regula-
tiven Proteinen erstmals in der Lage war, Verkirzungsgeschwindigkeiten von intakten isolierten
Myocythen im Modell in sehr guter Naherung nachzustellen.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Herstellung der biochemischen Komponenten fir den Auf-
bau einer Optische Falle zur Messung von Kraftereignissen im Pikonewtonbereich, die die Er-
gebnisse des Motility Assays dahingehend erginzen sollen, dass nicht nur Aussagen zur Ge-
schwindigkeit, sondern auch zur calciumabhingigen Kraftentwicklung erhalten werden kénnen.
Als Beispiel einer klinischen Fragestellung wurde der Einfluss eines mit Motorproteinen inter-
agierenden Proteinfragments (sSNC2-Fragment des MyBP-C) getestet. Es konnte gezeigt werden,
dass (i) es mit dem neuen Modell moglich ist, Interaktionen zwischen Proteinen oder Substanzen
mit den Motorproteinen zu quantifizieren und (ii) das Modell in der Lage ist, fiir bestimmte An-
wendungen Muskelpriparate zu ersetzen.

Molecular Tuning of the Actin-Myosin-Motor

Development and application of a motility assay for measurement of maximum speed of
shortening of an intact muscle fiber in an in vitro model

The motility assay is an 7z vitro model for visualizing the motion of actin filaments over myosin
covered surfaces using fluorescence microscopy. Up to now this simplest muscle model has had
difficulties to explain the blatant discrepancy in results between zz vivo and zn vitro results.

The main aim of this thesis was the development of an improved model which is able to repro-
duce shortening velocities in muscle cell as physiologically as possible. For this purpose, an im-
proved motility assay was used. By implementing new preparative techniques, computer based
measurement methods and the combination with regulative proteins it was possible for the first
time to generate shortening velocities of intact muscle fibers in a molecular 7z vitro model.

An other aim of this studies was the production of biochemical compounds for the optical
tweezers setup for force measurements in the range of pikonewton. The results of these meas-
urements should complete the results of motility assay experiments by allowing not only conclu-
sions over velocity but also information about calcium dependant force development.

As an example for a clinically relevant question the influence of a with motor proteins interacting
protein fragment (sSNC2-fragment of MyBP-C) was tested. It could be demonstrated that (i) this
new model is able to quantify interactions among proteins or substances with motorproteins and
(i) for some specific applications, the model can substitute muscle preparations.
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Einleitung

Teil I

Einleitung

Wihrend die Grundziige der Muskelphysiologie schon seit mehr als 200 Jahren erforscht werden
(;,De viribus electricitatis in motu musculari commentarius® — ,,Aufzeichnung tber die elektri-
schen Krifte der Muskelbewegung®, [Galvani, 1790]) ist es erst 1982 gelungen, die wichtigsten
Muskelproteine Aktin und Myosin zu isolieren [Margossian and Lowey, 1982] [Pardee and Spu-
dich, 1982].

1954 postulierten Huxley und Hanson die Gleitfilamenttheorie, die zu erkliren versuchte, wie
sich ein Muskel durch Ineinandergleiten der Aktin- und Myosinfilamente verkiirzen konnte [Hux-
ley and Hanson, 1954]. Natori gelang es erstmals, einzelne Myofibrillen zu isolierten [Natori,
1954]. Dies erméglichte, Einfluss auf verschiedene Parameter der Versuche zu nehmen, unter
anderem die ATP- und Calciumionenkonzentration. Zu Beginn der Muskelforschung lag der
Schwerpunkt auf der Frage nach der Rolle des Calciums bei der Muskelkontraktion in intakten
Zellen [Ebashi and Endo, 1968, Review|. 1972 entdeckte Huxley einen calciumabhingigen ,,an-
aus-Schalter®, der durch sterische Blockade die Bindung des Myosins am Aktin verhindern kann
[Huxley, 1972].

Im Jahr 1982 beschrieben Margossian und Lowey erstmals die Gewinnung von Myosin und sei-
nen Fragmenten aus dem Skelettmuskel von Kaninchen [Margossian and Lowey, 1982]. Im glei-
chen Jahr veroffentlichten Pardee und Spudich die Gewinnung von Muskelaktin [Pardee and
Spudich, 1982]. Die Darstellung dieser beiden Motorproteine war entscheidend fiir eine Reihe
von Modellen und grundlegenden Versuchen zur Funktionsweise der Muskulatur. Sie bilden eine

wesentliche Grundlage fir 7z vitro Versuche zur Muskelmechanik.

Die Demonstration der Bewegung von Rhodamin-Phalloidin markierten Aktinfilamenten tber
myosinbeschichtete Nitrocelluloseoberflichen mittels Epifluoreszenzmikroskopie wurde zuerst
von Kron und Spudich und kurz darauf von Harada beschrieben [Kron and Spudich, 1986], [Ha-
rada et al., 1987]. Sie entwickelten das so genannte 7z vitro Motility Assay — ein Finzelmolekiil-
Assay der Motorproteine Aktin und Myosin. Es stellt das kleinste motile bzw. kontraktile Pripa-
rat dar und ist das kleinste funktionale Modell eines Muskels.



Einleitung

In den Jahren nach der Einfihrung des Motility Assays etablierte sich diese Methode fiir die Un-
tersuchung der Motorproteine selbst, biochemischer und mechanischer Prozesse sowie verschie-
denster Einflisse durch Proteinen und andere Substanzen auf dieses Assay. Die Vielzahl der be-

einflussbaren Parameter fithrte zu einer groen Anzahl an Ver6ffentlichungen.

Unter anderem wurden die Einflisse von pH-Wert [Kron and Spudich, 1986], ATP-
Konzentration [Kron and Spudich, 1986], lonenstirke [Homsher et al., 1992] und Temperatur
[Ishijima et al., 1996] [Harada et al., 1990] erforscht. Die Arbeitsgruppe um Toyoshima ver6ffent-
lichte 1987 den FEinfluss der unterschiedlichen enzymatischen Priparationen (HMM oder S1)
[Toyoshima et al., 1987], die Arbeitsgruppe um Sellers 1993 den Einfluss der verschiedenen Myo-
sinisoformen auf die Geschwindigkeit im Motility Assay [Sellers et al., 1993]. 1996 und 1997 wur-
den die Untersuchungen mit calciumregulierte Aktinfilamente im Motility Assay publiziert
[Homsher et al., 1996] und [Gordon et al., 1997].

Das multiforme Vorkommen der Motorproteine und ihrer Isoformen erméglichte ebenfalls eine
Vielzahl von Versuchsanordnungen. So wurden Versuche mit Aktin aus Nitella-Algen und Myo-
sin aus Limulus-Krebsen veroffentlicht [Campbell, 1997]. Liang untersuchte den unterschiedli-
chen Einfluss von nativem und rekombinatem Troponin auf die Geschwindigkeit von regulierten
Aktinfilamenten [Liang et al., 2003].

Oft wurde der Zusammenhang zwischen der Verkiirzungsgeschwindigkeit intakter Muskelfasern
und der Geschwindigkeit im zz vitro Motility Assay diskutiert, aber die Geschwindigkeiten, die mit
dem Motility Assay erreicht wurden, waren nie annihernd so schnell wie die der intakten Faser-
priparate. In vergleichenden Experimenten wurden 4- bis 8-fache Geschwindigkeiten der Mus-
kelzellen gefunden [Homsher et al., 1992] [Thedinga et al., 1999]. Jedoch wurden im Motility As-
say Unterschiede in der Geschwindigkeit regulierter und unregulierter Filamente beobachtet
[Homsher et al., 2000].

Die Diskrepanz zwischen Faserversuchen und Motility Assay waren Motivation, die Ursachen fiir
diesen Unterschied zu untersuchen und ein Modell zu entwickeln, das es schafft, die Liicke zwi-
schen 7n vivo und 7n vitro Exgebnissen zu schlieBen. Dazu wurde zunichst die Frage gestellt, was
ein Modell braucht, um mdoglichst nahe an den physiologischen und geometrischen Gegebenhei-
ten der Muskulatur zu sein, um danach durch Anpassen des Assay an diese Bedingungen die glei-

chen hohen Geschwindigkeiten zu messen, wie sie in intakten Fasern auftreten.

In der vorliegenden Dissertation wurde ein Modell entwickelt, das durch die Kombination von
paralleler Ausrichtung der Myosinkopfe durch Einzelfaserextraktion, Calciumregulation der diin-
nen Filamente durch Troponin und Tropomyosin, Temperaturkontrolle und die Auswahl schnel-

ler Typ-II-Muskelfasern erstmals Geschwindigkeiten von tiber 20 um/s erreicht.



Einleitung

Die Arbeit umreil3t zunachst die biophysikalischen Gegebenheiten der Skelettmuskulatur, die vor
allem auf Aufbau und Funktion der Sarkomere und der beteiligten Motorproteine Aktin, Myosin

sowie der regulativen Proteine Tropomyosin und Troponin abzielt.

AnschlieBend wird eine kurze Einfihrung in die Technik der Epifluoreszenzmikroskopie gege-
ben, sowie deren Anwendungen im Zusammenhang mit der Erforschung der Motorproteine

aufgezeigt.

Hierauf folgt die Beschreibung der Proteinpriparationen und des eigentlichen Versuchsaufbaus
des Motility Assays und der Optischen Falle. Die durchgefithrten Versuche zeigen die Entwick-
lungsschritte zum verwendeten Modell. Dabei wurden zunichst bekannte Experimente wieder-
holt um das Setup zu validieren (Geschwindigkeit von Aktin tber HMM — siehe Teil IV-1 und
Faser-Kraft-Versuche — siehe Teil IV-3), um dann tber die Einfithrung der regulativen Proteine

und der Myosinextraktion aus Einzelfasern zu den gepaarten Experimenten Giberzuleiten.

Mit dem so entstandenen Modell wurde dann anhand des sNC2-Fragments des Myosin Binding

Protein C exemplarisch der Einfluss eines interagierenden Proteinfragments untersucht.

Ein weiterer Augenmerk galt der Entwicklung der Komponenten fiir die Arbeit mit der Opti-
schen Falle [Vogel, 2004]. Hier stand die Herstellung von verknupften, fluoreszenzmarkierten
Aktinfilamenten und gefarbten Latexktgelchen im Vordergrund. Ziel der Versuche mit der Opti-
schen Falle sind die Erginzung der Geschwindigkeitsergebnisse des Motility Assays mit der
Kraftentwicklung regulierter Einzelfilamente.
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Teil 11

Grundlagen

1 Biophysik der Skelettmuskulatur

1.1  Allgemeines

Menschen und Tiere brauchen zum Leben eine funktionsfihige Muskulatur. Ein Herzstillstand
fihrt zum sofortigen Tod, Lahmungen groB3er Muskelpartien kénnen den Menschen zum Pflege-
fall machen, oder er stitbt durch Ersticken.

Ein 70 kg schwerer ,,Normmensch® besitzt etwa 30 kg Muskelmasse, wovon nur ca. 1 kg auf
glatte Muskulatur und 0,3 kg auf Herzmuskel entfallen. Besondere Muskeln des menschlichen

Korpers sind Tabelle II-1 zu entnehmen.

Muskel Besonderheit

M. sartorius lingster Muskel
,,Schneidermuskel", Oberschenkel Fasetlinge bis 40 cm
M. glutacus maximus kraftigster Muskel
groBBer Gesilimuskel

M. stapedius kleinster Muskel
Steigbtigelmuskel

M. latissimus dorsi grof3ter Muskel

flacher Ruckenmuskel

Tabelle II-1: Besondere Muskeln im menschlichen Kérper [nach Schiebler, Schmidt, 1991]

Man unterscheidet nach dem Gewebetyp drei Muskelarten: glatte Muskulatur, Herzmuskulatur
und Skelettmuskulatur, wobei die Grundprozesse in allen drei Muskelarten sehr dhnlich ablaufen.
Die glatte Muskulatur umgibt vorwiegend innere Organe wie Darmwinde und Arterien. Sie dient
der langsamen ausdauernden Bewegung mit moglichst geringem Energieumsatz. In Skelett- und
Herzmuskel liegen Aktin- und Myosinfilamente streng geordnet beieinander, was den Eindruck
einer Querstreifung vermittelt. Im glatten Muskel fehlt diese Ordnung, wodurch ein homogene-
res Bild des Muskels entsteht. Unterschiede gibt es unter anderem in der Art der Innervation. Die

Skelettmuskeln werden tiber motorische Endplatten zur Kontraktion veranlasst. Sie kontrahieren

_5.
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schneller als glatte Muskeln, wobei der Energieumsatz deutlich grofB3er ist. Sie sind Uber Sehnen
an den Knochen angewachsen und dienen der willkirlichen Bewegung des Knochenapparates
[Schmidt, Thews, 2005].

Die wichtigsten strukturellen und histologischen Unterschiede sind in Tabelle 1I-2 und
Abbildung II-1 dargestellt.

Die schnelle Skelettmuskulatur (Muskelfasern vom Typ-IIb) wurde fiir das Modellsystem ausge-
wihlt, weil sie einen sehr groen Anteil an der Gesamtmuskelmasse bildet. Durch die strukturel-
len Ahnlichkeiten mit anderen Muskelarten lassen sich die Ergebnisse teilweise auf diese tibertra-
gen. Durch das Vorkommen von gro3en Muskeln, lassen sich hohe, in sich homogene Mengen
Muskelproteine mit wenigen Priparationen gewinnen. Dies gewihrleistet eine gleich bleibende

Qualitat der Einzelkomponenten bei der Versuchsdurchftihrung.

Langsschnitt Querschnitt

Glatte Muskelzellen

©
e
50500883

Zellkern Zellkern

Quergestreifte Skelettmuskelfasern

e . i
Zellkerne Zellkerne

Quergestreifte Herzmuskelzellen

 Zellkern
Abbildung II-1: Die gezeigten Lings- und Querschnitte einer glatten Muskelzelle, einer quergestreifte Skelettmuskel-
faser und einer quergestreifte Herzmuskelzelle verdeutlichen die strukturellen Unterschiede der verschiedenen Mus-
keltypen [aus Schiebler, Schmidt, 1991]
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Skelettmuskel Herzmuskel glatter Muskel
kleinstes Bauelement Muskelfaser verzweigte Muskelzelle spindelige Muskelzelle
GrofBe der Bauelemente 1 mm — 50 cm ~200 pm lang 30 — 200 pm lang
Durchmesser 10 — 100 pm  Durchmesser 15 —20 pm  Durchmesser 5 — 10 um
Anordnung der Bau- parallele Biindelung Raumnetz Biindelung, Uberlappung
elemente
Zellkern viele (bis 100) 2 — 4, zentral 1, zentral
randsténdig
kontraktile Struktur Myofibrille, Sarkomer Myofibrille, dense bodies
Sarkomer
Verbindung der Mus- Endomysium, Sarkolemm  Glanzstreifen Bindegewebe, tight und
kelzellen gap junctions
Innervation somatisches Nervensystem Erregungsleitungssystem  vegetatives Nervensystem
vegetatives NS
Erregung willkiirlich automatisch unwillkiirlich
(Latenz 1 ms) (Latenz 100 ms) (Latenz 0,5 — 2 s)
Erregungsiibertragung ~ motorische Endplatte Gap junctions Synapsen (veget. NS)

Synapsen (veget. NS)

Tabelle II-2: Die wichtigsten strukturelle Unterschiede zwischen Skelettmuskel, Herzmuskel und glatter Muskulatur
[nach Schiebler, Schmidt, 1991]

1.2  Aufbau der Skelettmuskulatur

Muskelzellen oder Myocythen werden auch als Muskelfasern bezeichnet. Das Zellplasma heif3t
Sarkoplasma, die Zellmembran Sarkolemm und das endoplasmatische Retikulum sarkoplasmati-
sches Retikulum (reticulum lat. kleines Netz). Die Muskelfasern sind vielkernige Zellen, die bis zu
80 um dick und einige Zentimeter lang werden kénnen. Sie werden in mehrere ca. 1 um dicke
Myofibrillen unterteilt. Die Myofibrillen liegen in Kontraktionsrichtung und werden vom sar-
koplasmatischen Retikulum, dem intrazelluliren Calciumspeicher, umgeben. Calcium spielt bei
der Regulation der Kontraktion eine entscheidende Rolle [Schmidt, Thews, 2005].

In regelmiBigen Abstinden gibt es senkrecht verlaufende, tubulire Einstilpungen der Auflen-
membran ins Zellinnere (T-Tubuli), die an den terminalen Zisternen des sarkoplasmatischen Re-
tikulums anliegen. Sie heilen T-Tubuli, weil sie transversal zu den Myofibrillen liegen und den
elektrischen Reiz von der Membran ins Faserinnere leiten. Je zwei terminale Zisternen bilden mit

je einem T-Tubulus eine Triade.
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Myofibrille
d~1pm

SR ) L e el g
Zellmembran ) LU ' 'L

Mitochondrium —;

)

| __ Aktinfilament

T-Tubulus e
d ~ 50 nm e 2,5
sarkoplasmatisches =

Retikulum <

L M-Lini—‘leH-Band - A-Band
terminale Zisternen 5
des sarkoplasmatischen | | (L e |
Retikulums Sl [ , i Bl Z-Linie |_I-Band

Abbildung II-2: Aufbau der Skelettmuskulatur [aus Knobloch, 2000]. In der linken Abbildungshilfte ist das Tubuli-
System der Zelle gezeigt, das vor allem der Signalausbreitung tiber die Muskelzelle dient. Im rechten Bildteil ist die
schematische und sehr regelmiBige Anordnung der Filamente mit den verschiedenen Zonen und Bereichen verdeut-
licht, die entscheidenden Einfluss auf die Leistungsfihigkeit der Muskulatur hat.

Bei der elektrischen Reizung indert sich die Konformation spannungsabhingiger Ca®'-
Rezeptoren, den Dihydropyridin-Rezeptoren, die sich in der T-Tubulimembran befinden. Diese
Konformationsinderung aktiviert Ryanodin-Rezeptoren im sarkoplasmatischen Retikulum und

fithrt zu einer Ca®'-Freisetzung ins Zytosol [Alberts et al., 2002].

Innerhalb der Myofibrillen liegen Aktin- (diinne Filamente) und Myosinfilamente (dicke Filamen-
te) nebeneinander. Durch die regelmiflige Anordnung entstehen helle und dunkle Streifen. Zwi-
schen je zwei Z-Linien befinden sich die funktionellen Untereinheiten, die Sarkomere. Sarkomere
sind ca. 2,5 pm lang und verkiirzen sich bei elektrischer Reizung um etwa die Halfte. Die Summe
der aneinander gereihten, mikroskopischen Verkiirzungen bewirkt die makroskopisch sichtbare

Verkiirzung der Muskelfaser [Deetjen, Speckmann, 2005].
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1.3 Sarkomere

Sarkomere werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Helligkeit und Brechungseigenschaft von

polarisiertem Licht in verschiedene Banden unterteilt.

Man unterscheidet zwei gro3e Bereiche innerhalb eines Sarkomers. Die dunklere A-Bande (op-
tisch anisotrop) und die hellere I-Bande (optisch isotrop) [Schmidt, Thews, 2005]. Vergleiche
hierzu auch Abbildung I1-3 und Abbildung I1-4.

: 10 pm

Abbildung II-3: Durchlichtansicht einer frisch priparierten, glycerinierten EDIL-Muskelfaser nach Einbringen in die
Flow Cell vor Myosinextraktion im Motility Assay. Deutlich zu unterscheiden sind die dunkleren A- und helleren I-
Banden. Aus dem groBen Querschnitt der abgebildeten Faser resultiert eine Unschirfe im normalen Durchlichtbild.
Aufnahme mit einem Leica Mikroskop (Leica DM IRB) mit CCD-Kamera der Firma Photonic Science. Objektiv
100x Ol-Immersionsobjektiv (Leica HCX PL APO, NA 1,4).

Der dunklere Bereich der A-Bande entsteht, indem sich Aktin und Myosin tiberlagern. Innerhalb
der A-Bande befindet sich der etwas hellerer Bereich der H-Bande (Hensen-Bande), der nur aus
Myosinschiften besteht. In dessen Mitte zeichnet sich eine dunklere Linie ab, die M-Linie (Me-
sophragma, Myomesin), an der die Myosinschifte miteinander verbunden sind. Dadurch wird die
Struktur der Myosinfilamente stabilisiert.
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Abbildung I1-4: 3D-Rekonstruktion einer Muskeldystrophie-Muskelfaser aus SHG-Daten (second harmonic genera-
tion), die an dem von mir genutzten Setup entstanden sind. Die Signale (gelb gefirbte Streifung) werden durch die
regelmiBlige Anordnung der Myosinmolekiile im dicken Filament erzeugt. Die Aufnahmen wurden mir freundli-
cherweise von meinem Kollegen Dr. Martin Both zur Verfiigung gestellt [Both et al., 2004].

Die I-Bande umfasst die Aktinfilamente, die an der Z-Scheibe oder Z-Linie (Zwischenscheibe)
mit Hilfe von Aktinin, ein gut an Aktin bindendes Molekiil, miteinander verkniipft werden. Uber
ein Netzwerk aus elastischem Titin werden die dicken Filamente zentral im Sarkomer gehalten
(siche Abbildung II-5) [Deetjen, Speckmann, 2005] [Loffler, Petrides, 2003].

,f titin b line myosin (thick filament)
tropomodulin {

plus end ! minus en[l !
of actin nabulin actin {thin filameant)
filament

Abbildung 1I-5: Anordnung der am Aufbau eines Sarkomers beteiligten Proteine. Myosin (grau) und Aktin (grin)
sind streng parallel angeordnet. Das dicke Filament wird von dem hochelastischen Titin (gelb) zentral gehalten. An
der Z-Scheibe (blau) sind die Aktinfilamente mittels Aktinin miteinander verkniipft [aus Alberts et al., 2002].

~10 -
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14  Die Motorproteine Aktin und Myosin und die regulativen Proteine

Troponin und Tropomyosin

50 nm

Abbildung II-6: Reguliertes Aktinfilaiment bestehend aus polymerisierten g-Aktin-Einheiten, Tropomyosinfilamenten
(Tm) und Troponinkomplex (TnC, Tnl, TnT) [aus Deetjen, Speckmann, 2005].

Aktin ist mit 1 —5 % in eukariotischen Zellen vertreten und somit das mengenmafig haufigste
intrazellulire Protein. Es ist wihrend der Evolution sehr stark konserviert worden und tritt in
Zellen in zwei verschiedenen Formen auf. Das globulire Aktin (g-Aktin) mit einer molekularen
Masse von ca. 42 kDa kann in geeignetem Milieu (hohe lonenstirke) zu fibrésem Aktin (f-
Aktin = dinnes Filament) polymerisieren. Dabei bildet sich eine Doppelhelixstruktur mit etwa
5 nm Dicke [Gordon et al., 2000].

Am Aktin sind weitere Proteine angelagert. Die fadenférmigen, 42 nm langen Tropomyosinmo-
lekille (Tm) mit einer molekularen Masse von 33 kDa erstrecken sich tiber 7 Monomere des f-
Aktins (siehe Abbildung I1-6). Tropomyosin aus schnellen Sdugermuskeln besteht aus a- und B-
Typen und hat die Aufgabe, das Aktinfilament zu stabilisieren und die Myosinbindungsstellen des
Aktins zu verdecken [Tobacman, 1996]. Im Abstand von 36 nm liegen kugelférmige Troponin-
molekiile an. Sie ibernehmen regulatorische Aufgaben bei der Muskelkontraktion [Perry, 1998].

Im weiteren wird von der Kombination aus Aktin mit Tropomyosin und dem Troponinkomplex
von ,regulierten Filamenten® oder ,reguliertem Aktin®“ gesprochen. ,,Unregulierte Filamente®

dagegen sind reine Aktinpolymere ohne weitere Proteinkomponenten.

Troponin (Tn) besteht aus drei Untereinheiten. Troponin T (TnT, molekulare Masse 31 kDa)
stellt die Kontaktstelle zum Tropomyosin da, Troponin C (TnC, molekulare Masse 18 kDa) ent-
hilt die Bindungsstelle fiir Calciumionen und Troponin I (Tnl, molekulare Masse 21 kDa) stellt
die inhibierende Komponente da, die in Abwesenheit von Calcium die Myosinbindungsstelle des
Aktins verdeckt (siehe Abbildung II-7) .

11 -
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Abbildung II-7: Lage des Tropomyosins in An- und Abwesenheit von Ca?*-Ionen: In Position (a) — rot gezeichnet —
ist kein Calcium an den Troponinkomplex gebunden, das Tropomyosin versperrt die Myosinbindungsstellen. Nach
Bindung von Calcium an Troponin-C wird der gesamte Strang etwas verschoben — Position (b), griin gezeichnet —
und gibt die Myosinbindungsstellen frei. In Bild (c) sind beide Positionen noch einmal zum Vergleich nebeneinander
abgebildet [aus Xu et al., 1999].

Gelenkregionen

L v —— LMM =

Abbildung II-8: Myosindimer bestehend aus zwei Myosinmonomeren mit zwei Gelenkregionen und jeweils einer
essentiellen leichten Kette (LK-1) und einer regulatorischen leichten Kette (LK-2) sowie dem eingezeichneten N-
und C-terminalen Ende [aus Deetjen, Speckmann, 2005]. Im Bereich der N-terminalen Aufblihung befindet sich das
katalytische Zentrum mit ATP-Bindungsstelle und die Aktinbindungsstelle.

Der eigentliche molekulare Motor ist Myosin, eine ATPase. Neben Aktin stellt Myosin die
Hauptkomponente der Myofibrillen da. Die einzelnen Myosinmolekiile bestehen aus zwei lang
gestreckten, miteinander verdrillten Eiweilmonomeren (die so genannte ,,supercoil®), die an ei-
nem Ende zu den so genannten Myosinkopfen verdichtet sind. Am Kopfende befindet sich der
N-terminale Teil des Proteins, am Schwanzende der C-Terminus (siche Abbildung II-8) [Gordon
et al., 2000] [Deetjen, Speckmann, 2005].

Das Myosinmolekil gliedert sich in drei Bereiche:

e der Myosinkopf (HMM S 1, Linge ca. 20 nm)
e der Myosinhals (HMM S 2, Linge ca. 45 nm)
e der Myosinschaft (LMM, Linge ca. 110 nm)

_12-
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Enzymatisch kann es an zwei Stellen ,,geschnitten® werden. Mit Trypsin erhilt man einen Schnitt
an der Gelenkregion zwischen Hals und Schaft, mit Papain erhilt man einen Schnitt direkt unter-
halb des Kopfes (siche Abbildung 11-9). Die enzymatische Verdauung erhoht die Haltbarkeit des
Motorproteins fiir Standardversuche (siehe Teil IV-1).

—

Chymotrypsin treatment

HMM LMM

L FPapain treatment

81 s2

Abbildung II-9: Schnittstellen der Enzyme Chymotrypsin und Papain am Myosin [aus Dr. Sanford Bernstein, Bern-
stein Slide Shows, Myosin structure and function, Homepage der College of Science State University, San Die-
g0,USA, http:/ /www.sci.sdsu.edu/classes/biology/bio467 /spring02/Spring2002/Bernstein_slideshows/SS3_My
osin_Struct_Funct_02.pdf, letzte Revision am 28.09.2000]. Bei der Herstellung von HMM-Lésungen fir die Versu-
che dieser Arbeit wurde die Verdauung mit Chymotrypsin eingesetzt (sieche Teil III-1.3).

An jedem der beiden Myosinmonomere sind am Kopfteil je zwei leichte Proteinketten gebunden:
die leichte regulatorische Kette (regulatory light chain) und die essentielle leichte Kette (essential
light chain).

Myosinfilamente, wie sie in den Sarkomeren zu finden sind, entstehen durch Zusammenlagerung
der LMM-Regionen mehrerer hundert Myosinmonomere (siche Abbildung I1-10 am Beispiel des
Myosins aus Blutplittchen). Die so entstehenden dicken Filamente weisen einen bipolaren Auf-
bau auf. In der Mitte entsteht ein glatter Bereich (bare zone), der nur aus Myosinschiften besteht.
An den beiden duBleren Abschnitten ragen die Myosinképfe heraus. Diese sind schraubenférmig
angeordnet und ermoglichen somit das gleichzeitige Angreifen an mehren Aktinfilamenten, was
die Kraftiibertragung auf das Aktin verbessert. Der Durchmesser dieser Filamente betrigt etwa
18 nm. Sie konnen im Skelettmuskel eine Linge von ca. 1,6 um erreichen [Deetjen, Speckmann,
2005].

Weitere mit Myosin assoziierte Proteine sind die Proteine C, H, X, M und Titin. Das C-Protein
wurde erstmals von Offer identifiziert [Offer et al., 1973]. Die Proteine C, H und X haben in
unterschiedlicher Zusammensetzung die Aufgabe, die Myosinmolekile wihrend der Entwicklung
des Muskels zu bindeln [Seiler et al., 1996]. Das M-Protein hilt das dicke Filament in der A-
Bande zusammen. Das grof3e elastische Molekl Titin spielt eine Rolle bei der Ausrichtung der

dicken Filamente zwischen den Aktinfilamenten.

_13-
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Myosinschwéanze Myosinkdpfe

Abbildung II-10: Myosin aus Blutplittchen — bipolarer Aufbau des dicken Filaments bestehend aus mehreren hun-
dert Myosinmonomeren, deren HMM-Regionen spiralférmig angeordnet nach auB3en abstehen. Die LMM-Regionen
sind im ca. 160 nm breiten H-Band zusammengelagert [aus Deetjen, Speckmann, 2005].

Die Myosinkopfe S 1 haben zwei Bindungsstellen: Fine Bindungsstelle fiir ATP, die der Energie-
umwandlung dient. Hier wird ATP hydrolysiert und dadurch die Affinitit der zweiten Bindungs-
stelle gedndert, die der Bindung von Myosin an Aktin dient. Diese Myosin-Aktin-Bindung ist
wesentliche Voraussetzung fiir die Kontraktilitit der Sarkomere und somit der gesamten Musku-
latur. Anhand von Bandenmodellen lasst sich die dreidimensionale Struktur der Bindungsstellen

und der angelagerten Proteinketten grafisch darstellen (siche Abbildung I1-11).

Abbildung II-11: Bandenmodel des Myosins mit regulatorischen und essentiellen leichten Ketten (grin = actin-
binding domain, gelb = ATP-binding site, orange = essential light chain, violett = regulatory light chain) [aus Ray-
ment et al., 1993]
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Durch so genannte Myosin-Stammbadume kénnen Entwicklungsstufen und Verwandtschaftsgra-
de von unterschiedlichen Myosintypen besser dargestellte werden (siche Abbildung I1-12). Das in
der vorliegenden Doktorarbeit verwendete Myosin gehort zu den schnellen Typ-I1-Myosinen.
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Abbildung I1-12: Der Stammbaum der Myosin-Familie zeigt auf, wie viele verschiedene Myosintypen bisher gefun-
den wurden und wie vielfiltig die Variationen dieses Motors sein kénnen. Vor allem die Tail- bzw. Schwanzregion
des Myosins entscheidet tber die Anordnung, Aufgabe und Fixierung innerhalb der Zellen. In der vorliegenden
Arbeit galt der Hauptaugenmerk dem schnellen Myosin Typ II [aus Hodge and Cope, 2000].

1.5 Die Muskelkontraktion

Eine unerregte Muskelzelle besitzt ein Membranpotential von ca. —80 - =90 mV. Dieses so ge-
nannte Ruhemembranpotential ist die Voraussetzung fur die Erregbarkeit von Nerven- und
Muskelzellen, das heil3t, die Entstehung von Aktionspotentialen [Schmidt, Thews, 2005].

Der grofite Teil des Energieverbrauchs einer Zelle wird durch den Transport von Ionen ver-
braucht. Die Energie, die fiir diese Arbeit notwendig ist, wird in Form von ATP bereitgestellt. Bei
der Hydrolyse von einem Mol ATP wird unter typisch physiologischen Bedingungen ca. 50 kJ
Energie freigesetzt (siche Abbildung I1I-13).
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Abbildung II-13: Bei der Hydrolyse von ATP-Molekiilen zu ADP und Phosphat wird bei typisch physiologischen
Bedingungen pro umgesetztem Mol eine Energie von ca. 50 kJ frei.

Die Verbindung von Synapsen einer Nervenzelle mit einer Muskelfaser heil3t motorische End-
platte. Durch den elektrischen Reiz wird eine Freisetzung von Ca®" aus dem SR ausgelést, die im
weiteren die Kontraktion der Muskelfaser nach sich zieht (vergleiche auch Teil II-1.6 und
Teil 11-1.7).

Die Umsetzung des elektrischen Potentials in eine Muskelkontraktion nennt man elektromecha-

nische Kopplung oder excitation contraction coupling (EC-Coupling).

Die in der Membran des SR lokalisierten Ionenpumpen verschieben Ca**-lonen stindig zuriick
ins SR. Bei Ausbleiben weiterer Reizimpulse kommt es zum Abfallen der Ca**-Konzentration.
Sobald die intrazellulire Ca**-Konzentration wieder unter den Wert von 107 mol/1 fillt, wird die
Kontraktion der Muskelfaser beendet [Schmidt, Thews, 2005].
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1.6 Die Gleitfilamenttheorie

Die Gleitfilamenttheorie (sliding filament theory) wurde bereits 1954 von Huxley und Hanson
entwickelt [Huxley und Hanson, 1954]. Sie besagt, dass sich bei der Muskelkontraktion die betei-
ligten Filamente nicht verkirzen, sondern lingenmif3ig unverindert ineinander gleiten. Durch
das Ineinandergleiten verkiirzt sich das Sarkomer und in der Summe der gesamte Muskel. Die
Myosinkopfe verbinden sich asynchron mit den Aktinfilamenten. Wiirden alle gleichzeitig abkni-
cken und sich danach gleichzeitig 16sen, wire es unmaglich, die Kraft aufrecht zu erhalten. Der
Muskel wiirde durch die anliegende Last wieder gedehnt. Bei Entspannung des Muskels 16sen
sich die Querbriicken und der antagonistische Muskel ibernimmt die passive Dehnung.

Die Energie, die fir diese Bewegung notig ist wird aus dem Querbriickenzyklus und damit aus
der Hydrolyse von ATP gewonnen (siche Abbildung I1-13 und Teil 11-1.7).

Die Gleitfilamenttheorie erklirte als erste Theorie tiberzeugend den experimentellen Befund, dass

sich bei der Muskelkontraktion die I-Bande verkirzt, die A-Bande aber unverindert lang bleibt.
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Kraft [%] ‘
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--— W

80 -
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Abbildung II-14: Die maximale Kraftentwicklung eines Muskels ist abhidngig von der Sarkomerlinge. Im Bereich
zwischen 2,0 und 2,2 pm ist die Zahl der méglichen Querbriicken und somit die Kraftentwicklung maximal. Bei
einer Sarkomerldnge groBer 3,7 um ibetlagern sich die Motorproteine nicht mehr, unterhalb einer Sarkomerlinge
von 1,7 um kommt es zur Behinderung der Aktinfilamente untereinander. In beiden Fillen sinkt die maximale Kraft
[aus Deetjen, Speckmann, 2005].
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Die Kontraktionskraft des Muskels hingt von der Zahl der Myosinképfe ab, die gleichzeitig an
Aktin angreifen kénnen. 1 Milliarde aktiver Querbriicken (cross bridge) erzeugen eine Kraft von
1 mN [Geeves and Holmes, 2005]. Der optimale Dehnungsbereich fiir die Kraftentwicklung liegt
bei einer Sarkomerlinge von 2,0 — 2,2 um. Liegt die Sarkomerlinge deutlich dartber, sinkt die
Zahl der bindenden Myosinkopfe rasch, liegt die Sarkomerlinge deutlich darunter, tberlappen
sich gegentiberliegende Aktinfilamente, und die Zahl sinkt ebenfalls [Klinke und Silbernagl,
2003].

Die Zahl der an der Kontraktion beteiligten Querbriicken wird beeinflusst von:

e der Ruhedehnung (preload) des Muskels

e der sarkoplasmatischen Calciumkonzentration
1.7  Der Querbriickenzyklus

Der Querbrickenzyklus (Cross-Bridge Cycle, vereinzelt auch Lymn-Taylor-Zyklus genannt
[Lymn and Taylor, 1971]) beschreibt die zeitliche Abfolge der Prozesse, die bei der Bewegung
eines Myosinkopfes ablaufen. Er wurde erstmals von Huxley und Simmons beschrieben [Huxley
and Simmons, 1971]. Dicke und diinne Filamente gleiten ineinander, indem die Myosinkopfe
asynchron abknicken. Da die Bewegung eines Myosinkopfes aber nur wenige Nanometer aus-
macht, sich die Sarkomere aber um ca. 1 um verkirzen, muss sich dieser Vorgang vielfach wie-

derholen.
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1.8  Die Phasen des Querbriickenzykluses

[Abbildung nach Rayment et al., 1993, Beschreibung nach Geeves und Holmes, 2005]

RELEASED thick filament

7 l

HYDROLYSIS

Abbildung II-15: Abfolge der einzelnen Prozesse des Querbriickenzykluses (Beschreibung sieche Text) [nach Ray-
ment et al., 1993].
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1.8.1 Rigorzustand

Zu Beginn des Querbriickenzykluses ist der Myosinkopf fest an Aktin gebunden. Das gleiche
Bild zeigt sich bei der Totenstarre, bei der es durch ein Fehlen von ATP zum Rigor der Muskula-

tur kommt.
1.8.2 ATP-Bindung

Bindet ATP am katalytischen Zentrum des Myosinkopfes, kommt es zur Konformationsinde-
rung und zum raschen Ablosen vom Aktin jedoch ohne Hydrolyse des ATPs. Dieser Zustand

liegt im entspannten Muskel vor. Es bestehen keine Bindungen zum Aktinfilament.
1.8.3  ATP-Hydrolyse

Die Spaltung des ATPs in Phosphat und ADP ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des
Querbriickenzykluses. Er ist abhingig von der Anwesenheit von Mg”'-Ionen. Beide Spaltproduk-
te (ADP und Phosphatrest) bleiben am Myosinkopf gebunden und verursachen eine Stellung
kurz vor dem eigentlichen Ruderschlag (,,prepower-stroke®). Die Affinitit des Myosins zum Ak-

tin steigt wieder an und es kommt zu einer schwachen Bindung.

1.8.4  Phosphatfreisetzung

Die Freisetzung des Phosphates fiihrt zu einer weiteren Affinititszunahme zum Aktin.

1.8.5  Kraftentwicklung und ADP-Freisetzung

Der eigentliche kraftentwickelnde Schritt ist die Abspaltung des ADPs. Sie geht mit einer schnel-
len Konformationsinderung des Myosinkopfes einher. Beim so genannten Ruderschlag (,,power-
stroke®) bewegt sich das Aktinfilament entlang des dicken Filamentes um ca. 6 nm in Richtung

Sarkomermitte. Durch Abdissoziierung von ADP bildet sich der Ausgangszustand zuriick. Der
Zyklus kann durch Bindung eines neuen ATP-Molekiils erneut beginnen.
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1.9  Einteilung der Skelettmuskelfasertypen

Fasertyp I IT a IT x

Farbe rot rosa weil}
Kontraktionsform langsam schnell schnell
Ermudbarkeit gering mittel rasch
Stoffwechsel oxidativ glykolytisch und oxidativ glykolytisch
Myosin-ATPase-Aktivitit niedrig hoch hoch

Tabelle IT-3: Unterscheidungsmerkmale der wichtigsten Skelettmuskelfaserntypen. Je nach Tierart unterscheidet man
bei den Typ-IIx-Fasern in Typ-1Ib und Typ-1lc.

Die Farbe eines Muskels ist vorwiegend durch seinen Gehalt an Myoglobin bestimmt. Es dient
der Aufnahme von Sauerstoff in die Muskelzellen. Man unterscheidet hier zwischen weilen und
roten Muskelfasern, deren enzymatische, funktionelle und strukturelle Eigenschaften verschieden
sind (sieche Tabelle II-3).

Rote Muskeln, wie sie in der Rumpfmuskulatur oder den Waden (M. Soleus) vorkommen, sind
langsame Typ-I-Muskeln, die aufgrund ihrer geringen Myosin-ATPase-Aktivitit gut fiir energie-

sparende, ausdauernde Halteleistungen geeignet sind.

In der Zusammensetzung der Soleusmuskulatur liegt auch die Erklirung fir die wesentlich lang-

sameren Geschwindigkeiten im Motility Assay im Vergleich zu denen der EDIL.-Muskelfasern.

Die schnellen, weilen Muskeln bewirken unter anderem die Bewegung unserer Gliedmal3en. Sie
bestehen hauptsichlich aus Typ-Ila- und -IIx-Fasern (beim Menschen IId) mit hoher Myosin-
ATPase-Aktivitit. Je schneller sich Muskeln bewegen, desto mehr ATP muss pro Zeiteinheit
umgesetzt werden, da der Querbriickenzyklus entsprechend hiufig durchlaufen werden muss. Da
ATP in diesen Muskeln vorwiegend glykolytisch anaerob gewonnen wird und sich dabei Laktat

ansammelt, ist dieser Muskeltyp fiir ausdauernde Leistung ungeeignet.
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2 Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie

2.1 Allgemeines

Lumineszenz bezeichnet die Fihigkeit eines Korpers zu leuchten, wenn er von einer Lichtquelle

angestrahlt wird [Robeneck, 1995].

Dabei werden zwei Falle unterschieden:

e Phosphoreszenz: Das Leuchten des Korpers hialt an, auch wenn er nicht mehr ange-

strahlt wird. Es klingt u. U. langsam ab.

¢ Fluoreszenz: Leuchterscheinung und Anstrahlung sind streng gekoppelt. Wird der Kor-

per nicht mehr angestrahlt, so verschwindet auch die Leuchterscheinung.

Der Ausdruck Fluoreszenz stammt von Flussspat (Fluorit) her, der diese Eigenschaft zeigt. Die

Fluoreszenz ist ein monomolekularer Vorgang, der durch Auswahlregeln und Ubergangswahr-

scheinlichkeiten verschiedener Anregungszustinde des Fluorophors bestimmt wird (siche
Abbildung 1I-16). Thre Intensitit fallt nach dem Ende der Anregung (z. B. Beleuchtung)

exponentiell ab.

Die Energie eines Photons ist von seiner Frequenz abhingig. Dabei besteht folgender

Zusammenhang:
E=h*f 1)
E = Energie des Lichtes
h = Plancksches Wirkungsquantum (~ 6,63 * 10> ] *s)
f = Frequenz

oder wegen c = f* A

¢ = Geschwindigkeit des Lichtes
A= Wellenlinge des Lichtes

[Gobel, 1989]
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2.2  Fluoreszenz

Wird ein Priparat mit Licht bestrahlt, so wird ihm Lichtenergie zugefiihrt. Diese Lichtenergie
kann entweder von den Molekiilen des Praparates selbst absorbiert werden oder von den Mole-
kiilen eines Farbstoffes, mit dem das Priparat vorher eingefirbt wurde oder von einem Farbstoff
(Protein), der (das) von den biologischen Systemen selbst exprimiert wird (z. B. griin fluoreszie-
rendes Protein, GFP).

Ein Molekil ldsst sich durch ein Photon anregen, wenn die Energie des Photons (E =h * V) so
grof3 ist wie die Energiedifferenz zwischen Grundzustand S, und angeregtem Zustand des Mole-
kils (vergl. Abbildung II-16).

Die Energie der Photonen wird dabei von der Elektronenschale des Molektls aufgenommen und
abgegeben. Aus der Quantenmechanik ergibt sich, dass das Elektronensystem nur gewisse diskre-
te Energiezustinde annehmen kann. Der Grundzustand S, und die angeregten Zustinde S, S,,
usw. sind durch feste energetische Abstinde voneinander getrennt. Damit kann ein Molekdl nur
bestimmte Photonen bestimmter Wellenlingen absorbieren und emittieren und man erhilt mole-

kilspezifische Absorptions- und Emissionspektren.

Die zugefiihrte Energie versetzt die jeweilige Substanz in einen energetisch hoheren Zustand,
wobei die Lichtenergie in andere Energieformen umgewandelt werden kann, z. B. in Schwin-
gungsenergie (Schwingen von Atomen und Molekiilen um ihre Gleichgewichtslage), Rotations-
energie (Rotieren eines Molekils um seinen Schwerpunkt) und Anregungsenergie (Elektronen

der Atome und Molekiile werden in einen ,,angeregten‘ Zustand gebracht).

Der energieirmste Zustand ist der stabilste Zustand, und so versucht eine Substanz nach Ener-
giezufuhr, diesen stabilen Grundzustand wieder einzunehmen, d. h. die Gberschussige Energie
abzugeben. Fir die angeregten Elektronen bedeutet dies, dass sie nach kiirzester Zeit (typischer-
weise 10 bis 107 sec) ihren Grundzustand wieder einnehmen, wobei die iiberschiissige Energie
in Form von Wirme, chemischer Energie (dies kann zur Zerstérung oder Umwandlung des Stof-

fes fithren) und/oder elektromagnetischer Energie (z. B. Licht) abgegeben werden kann.
Die Fluoreszenz gehorcht der Stokesschen Regel. Diese besagt, dass ein gewisser Teil der einge-

strahlten Lichtenergie nicht als Licht zuriickgestrahlt wird, sondern z. B. als Wirme abgegeben
wird. Daher ist das abgestrahlte Licht stets langwelliger (energiearmer) als das anregende Licht.
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Abbildung II-16: Vereinfachtes Jablonski Diagramm [aus Willert, 1995]. Dargestellt sind die verschiedene Energiezu-
stinde eines Fluoreszenzmolekils. S = Singulettzustand, T = Triplettzustand. Ein Molekil wird durch Energieauf-

nahme in einen angeregten Zustand iiberfiihrt (So — S1v2), verliert durch strahlungslose Uberginge Energie (Siva —
Sivo) und strahlt beim Ubergang in den Grundzustand (S1vo — So) wiedet ein Photon ab.

Die Abgabe der Energie in Form von Licht ist die Basis der Fluoreszenzmikroskopie. Das Pripa-
rat wird mit Licht bestrahlt und gibt wiederum Licht ab, so lange es bestrahlt wird.

Als energiereiche Lichtquelle werden meistens aufwendige Lampenhiuser mit Quecksilberhoch-
druckdampflampen eingesetzt. Diese Lampen sind sehr empfindlich und haben eine relativ kurze
Lebensdauer. Sie haben jedoch den groflen Vorteil, dass ihr Licht nicht auf ein kontinuierliches
Spektrum verteilt ist, sondern sich auf schmalere Wellenlingenbereiche konzentriert (siche
Abbildung 11-17). Dadurch lassen sich Extinktions- und Emissionslicht klarer voneinander tren-

nen und gezielt Farbstoffe einsetzen, die in den lichtstarken Wellenldngenbereichen absorbieren.

Abbildung 1I-17:  Emissionsspektrum

Hg 548 einer Quecksilberdampflampe. [aus Ulf
Ha E78 Hg 405 nm Seifert, Beitrag zur Internetenzyklopadie
g Hg 436 Wikipedia, http://de.wikipedia.org/wiki/

Bild:Leuchtstoff_spektrum.jpg, letzte
Revision am 28.09.2006] Auffilligster
Unterschied zum Spektrum des Sonnen-
lichts sind die Wellenlingenbereiche, in
denen fast keine Lichtemission stattfin-
det. In den Versuchen wurde eine
Quecksilbetlampe mit einem Schmal-
600 bandpassfilter kombiniert, der ausschlie3-

'\|||'|\1\|\|\1\|\1]1\1\1\1\|I1\|1|Mt||||\||||||

630 lich im Bereich von 5455 nm Transmis-

sion zulieB. (vergl. Abbildung II-19)
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Die Fluoreszenzmikroskopie unterscheidet sich von der herkommlichen Lichtmikroskopie. Zu
den Vorteile zihlen die hohe Nachweisempfindlichkeit, die hohe Spezifitit der eingesetzten Farb-
stoffe (siche Abbildung II-18) und standardisierte Firbetechniken. Als Nachteile sind Fading
oder Bleaching (Abklingen der Fluoreszenzintensitit bei lingerer Bestrahlung), unspezifische
Eigen- oder Autofluoreszenzen (z. B. Chlorophylle, Ole, optische Aufheller) und die Phototoxizi-

tit der intensiven Strahlung zu werten.

Abbildung I1-18: A Einzel-Myofibrille deren Aktin spezifisch mit Bodipy FL Phallacidin angefirbt wurde. Zoom 4,0
Objektiv 63x. B Kryoschnitt eines ganzen Muskels gefarbt mit Bodipy FL Phallacidin. Zoom 9,7 Objektiv 63x. Die
Aufnahmen entstanden an dem von mir entwickelten Setup und wurden mir freundlicherweise von meinem Kolle-
gen Sebastian Schiirmann zur Verfiigung gestellt.

Die Auswahl der verwendeten Filter ist entscheidend fir die Bildqualitit der Fluoreszenzaufnah-
men. Die in Abbildung I1-19 dargestellte Filterkombination wurde speziell fir die kombinierte
Anwendung von Hg-Dampflampe und Rhodamin-Phalloidin entwickelt. Der Exciterfilter sollte
seine grofite Transmission im Bereich des Anregungsmaximums des Farbstoffes haben (blaue
Linie). Im Idealfall fillt dieser Bereich mit einem Strahlungsmaximum der Lichtquelle zusammen
(vergl. Abbildung I1-17 mit Abbildung 11-19). Durch die Wellenlingenverschiebung des Fluores-
zenzvorganges ist das Emissionslicht langwelliger und ldsst sich durch einen dichroischen Spiegel,
der Anregungslicht reflektiert, Emissionlicht jedoch passieren lisst, vom Anregungslicht klar ab-
grenzen. Der Emitterfilter verstirkt diese Abgrenzung zusitzlich (rote Linie). Die Transmissions-

spektren der beiden Filter dirfen sich nicht iiberschneiden (blaue und rote Linie).
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Abbildung II-19: Spektrum des Farbstoffes Rhodamin-Phalloidin (R-415, Molecular Probes, Pitchford, USA) im
Hintergrund, Extinktionsspektrum (blau), Emissionsspektrum (rosa), Spektrum des Filterset XF37, das speziell fiir
Anwendungen mit Rhodamin Phalloidin konzipiert ist, Exciter (blau), Emitter (rot), Dichroischer Spiegel (griin), [aus
Cutvomatic, der Homepage der Firma Omega Optical Inc., Brattleboro, Vermont, USA, http://www.omegafil-

ters.com/front/curvomatic/spectra.phprproduct_id=69&new_version=true&dye_id=157, letzte Revision am
28.09.2000].

Die Anordnung des dichroischen Spiegels und der Filter im Strahlengang des Mikroskops (siche
Abbildung I1-20) ermdéglichen neben der klaren Trennung von Anregungs- und Emissionsstrah-

lung auch eine rdumliche Trennung von Strahlungsquelle und Detektion.

Barrier

Filter Mercury
f Light

. Source

Dichroic
Mirror

Figure 2

—0Objective

Specimen

R

Abbildung II-20: Position der Filter im Mikroskop und Strahlengang des Lichts. Der dichroische Spiegel reflektiert
das Anregungslicht auf das Objekt. Durch die Frequenzverschiebung beim Fluoreszenzvorgang entsteht Licht mit
einer Wellenlidnge, das den dichroischen Spiegel passieren kann (vergleiche Abbildung II-19). Durch die Anordnung
der Filter und des dichroischen Spiegels im Mikroskop kann das Anregungslicht klar vom Emissionslicht abgegrenzt
werden.
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2.3  Mikroskopie

Mit Entwicklung immer besserer optischer Gerite, spezifischerer Farbstoffe und empfindlicheren

Detektionsmethoden kam der Mikroskopie in den letzten Jahren eine neue Bedeutung zu.

Gute Lichtmikroskope kénnen Strukturen bis zu einigen 100 nm auflésen. Durch den Einsatz
aufwendiger Techniken wie der 4-Pi-Mikroskopie [Hell, 2000] und neuer Fluoreszenzmethoden
wie der ,,stimulated emission after depletion® [Dyba et al., 2003] konnte die Auflésungsgrenze

auf einige 10 nm verbessert werden.

Trotz dieser Fortschritte bleibt die Fluoreszenzmikroskopie fiir die Anwendung des Motility As-
says die Methode erster Wahl. Sie zeichnet sich durch hohen Kontrast bei lichtschwachen Objek-
ten, durch klare Abtrennung von Hintergrund und Autofluoreszenzen und durch die gute zeitli-
che Auflésung aus. Durch Markierung der Filamente mit einem Farbstoff ist es aullerdem mdg-

lich, Objekte mit einem Durchmesser von nur wenigen Nanometern zu erfassen.

Abbildung II-21 zeigt das fur die Anwendung des Motility Assay optimierte Mikroskop Leica
DM IRB. Das inverse Epifluoreszenzmikroskop wurde durch verschiedene Anbauten veridndert
und erweitert. Im Finzelnen handelt es sich um eine Hg-Hochdruckdampflampe (1), die von
hinten in die Optik eingekoppelt ist. Fiir die Aufnahmen wurde eine intesified CCD-Kamera der
Firma Photonic Science montiert (2). Um eine schnelle und reproduzierbare Bewegung des Ob-
jektivtisches zu ermoglichen, wurde ein computergesteuertes Piezomodul installiert (3). Der rote
Ring um das Objektiv (4) ist die Heizeinheit der Temperaturkontrolle. Von der linken Seite (ver-
deckt) wird der Laserstrahl fir die Anwendung der Optischen Falle/Pinzette eingekoppelt (5). Im
oberen Bereich — tiber einer zweiten optischen Einheit — ist ein 4-Quadrantendetektor (6) zu se-

hen, der der Analyse der Ereignisse mit der Optischen Falle dient.
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Abbildung II-21: Das fiir die Anwendung des Motility Assays optimierte Fluoreszenzmikroskop Leica DM IRB mit
Hg-Dampflampe (1, im Hintergrund) und intensified CCD-Kamera der Firma Photonic Science (2). Am Aufbau
befinden sich fiir die erweiterte Anwendung ein Piezomodul zur Bewegung des Objekts (3), eine Objektivheizung (4,
roter Ring), die Einkopplungsoptik fiir eine Optische Pinzette (5) und eine 4-Quadrantenelektrode zur Detektion der
Auslenkung der Optischen Pinzette (6).
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3 Modelle zur Messung von Proteinwechselwirkun-

gen

Um die molekularen, biophysikalischen Prozesse, die in Muskeln ablaufen besser verstehen zu
konnen, ist es unerlisslich, aufler den strukturellen Details auch die dynamischen Eigenschaften

zu untersuchen.

Hierftr haben sich in den letzten Jahren zwei Modelle durchgesetzt:

e das 7n vitro Motility-Assay
e die Optische Pinzette oder Optische Falle.

3.1 Das in vitro Motility-Assay

i ot
Myosin s, 5 /

;.

Cover Glass

Abbildung I1-22: Schematischer Aufbau des iz vitro Motility-Assays. Auf der Deckglasoberfliche werden die Myosine
fixiert, iber die anschlieBend fluoreszenzmarkiertes Aktin wandert. [aus Warshaw et al., 1990, Homepage der Uni-
versity of Vermont, Butlington, USA, http://physiology.med.uvm.edu/warshaw/images/InVitroanim.gif, letzte
Revision am 29.09.2006]

Assays fir Aktinbewegung tiber eine myosinbedeckte Oberfliche wurden erstmals von Kron und
Spudich durchgefihrt und im Laufe der Jahre leicht modifiziert [Kron und Spudich, 1986]. Dabei
wird Myosin oder enzymatisch verinderte Myosine auf einem mit Nitrocellulose bedeckten
Deckglas fixiert. Rhodamin-Phalloidin fluoreszenzmarkierte Aktinfilamente (RhPh-Aktin) wer-
den in einer gepufferten Losung auf das Deckglas gegeben. Es bilden sich Querbricken im Ri-
gorzustand aus. Bei Zugabe von ATP-haltiger Pufferlosung startet der Querbriickenzyklus und
das Aktin gleitet Gber die Myosinoberfliche hinweg (Sliding filament theory) (vergl. Teil II-1.7
und Teil II-1.8). Abbildung II-23 zeigt eine Beispielsequenz eines Standardversuchs des Motility
Assays.

Aufschlisse tiber die ablaufenden Vorginge erhilt man zum einen aus der Geschwindigkeit, mit

der sich die Aktinfilamente tber die Oberfliche bewegen und zum anderen aus der Anzahl der

Filamente, die sich tberhaupt bewegen. Der Versuchsaufbau lisst sich durch Variieren der einge-
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setzten Losungen, Temperaturen und Proteine beeinflussen. Er ermdglicht das gezielte Untersu-

chen und Austauschen einzelner Komponenten, aus deren Einflussen sich wiederum Riick-

1600 ms

schlisse auf die Ablaufe in lebenden Muskelzellen ziehen lassen.

Abbildung II-23: Beispielsequenz des Motility-Assays. Unreguliertes RhPh-Aktin (100 ng/ml) bewegt sich tber
HMM (200 pg/ml) auf Nitrocellulose bei 30°C. Det Pfeil markiert den Kopf des Aktinfilamentes. Das aufgelegte
Raster dient der besseren Erkennung von riumlichen Verdnderungen.

Das Problem beim Motility-Assay liegt darin, dass man sich bei Aktinfilamenten mit einem
Durchmesser von 5 Nanometern weit unterhalb der Auflésungsgrenze herkémmlicher Lichtmik-
roskope befindet. Aus diesem Grund wird das Aktin mit Rhodamin-Phalloidin fluoreszenzmar-
kiert. Das durch Anregung mit dem Licht einer Quecksilberdampflampe erzeugte Fluoreszenz-
licht wird mittels verstirkter CCD-Kamera (intensified charge coupled device) aufgenommen und
iiber eine Framegrabber-Karte in den Speicher eines Computers eingegeben. Die digitalen Bild-
sequenzen werden mit verschiedenen Bildverarbeitungsprogrammen ausgewertet. Im Rahmen
dieser Arbeit kommt die Strukturtensormethode zum Einsatz [Uttenweiler et al., 2000]. Bei her-
kéommlichen grafischen Auswertungsmethoden wurde bei der Beschreibung komplexer Bewe-
gungsvorginge lediglich die Bewegung des Schwerpunktes eines Objekts betrachtet. Bei kreis-
tormigen Bewegungen wie sie die Aktinfilamente ausfiihren koénnen, entstehen dadurch erhebli-
che Abweichungen von der tatsidchlichen Geschwindigkeit. Der entscheidende Vorteil der hier
verwendeten Strukturtensormethode liegt darin, dass zur Bestimmung der Geschwindigkeit der
optische Fluss herangezogen wird. D. h. es werden Grauwertverschiebungen von Bild zu Bild
analysiert und fir die Geschwindigkeitsberechnung verwendet. Diese Methode erlaubt es, auch

Geschwindigkeiten in Kreisbahnen und kurvenférmige Bewegungen exakt zu bestimmen.
3.2 Bestandteile eines verbesserten Motility Assays

Ein Problem friherer Versuche mit dem Motility Assay war die Auswahl eines geeigneten Mus-
kelpriparates. In verschiedenen Studien wurde mit langsamen Myosintypen [H66k et al., 1999]
oder Myosinfragmenten [Liang et al., 2003] gearbeitet, was nicht die hohen Verkiirzungsge-
schwindigkeiten von intakten, schnellen Fasern erkliren konnte. Bei den Vorversuchen wurde
der Einfluss verschiedener Calciumstufen auf die Geschwindigkeit von reguliertem Aktin auf
Soleus-Myosin aus Einzelfaserextraktion untersucht (sieche Teil IV-3). Die absoluten Héchstge-
schwindigkeiten waren jedoch aufgrund der geringeren Myosin-ATPase-Aktivitit erwartungsge-
mil deutlich langsamer als bei EDL-Myosin. Um maximale Geschwindigkeiten zu erreichen

wurden die Experimente dann mit EDL-Fasern (speziell Typ-IIb-Fasern) durchgefiihrt.
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Fir die gepaarten Experimente mit Myosin aus Einzelfaserextraktion wurden ausschlieBlich Typ-
IIb-Muskelfasern verwendet. Sie waren priparativ von Typ-Ila-Muskelfasern dadurch zu unter-
scheiden, dass sie zum einen einen deutlich gréBeren Querschnitt hatten und zum anderen eine

wesentlich hellere Farbe besal3en.

Seit lingerem wurde auch tber die Méglichkeit diskutiert, ob Calciumionen oder die regulativen
Proteine die Affinitit des Myosins zum Aktin beeinflussen und somit Einfluss auf die Geschwin-
digkeit bzw. die Haufigkeit der Querbriickenzyklen haben [Squire and Morris, 1998]. Der Nach-
weis des daraus resultierende Geschwindigkeitsanstiegs von regulierten Filamenten 7 vitro gegen-

Uber unregulierten Filamenten war eines der Hauptziele dieser Arbeit.

Eine wichtige Rolle bei der Regulation kommt der Konzentration der Calciumionen zu. Bei sehr
niedrigen Ca®’-Konzentrationen von unter 107 mol/l hemmen Troponin und Tropomyosin die
Anheftung von Myosin an Aktin durch Blockade der Myosinbindungsstelle am Aktinfilament.
Dadurch sind alle Querbriicken gelést und der Muskel ist relaxiert. Wird nun die intrazellulire
Ca’*-Konzentrationen auf 1 — 10 umol/l erhéht, dndert sich die Konformation des Troponin-
komplexes (vergl. Abbildung II-7), die Lage des Tropomyosins wird verindert, und die Myosin-
bindungsstelle liegt frei [Xu et al., 1999]. Den Ca**-Ionen kommt sozusagen die Funktion eines
Schalters zu. Jingere Studien postulieren einen dreistufigen Mechanismus, bei dem die Myosin-
bindungsstelle am Aktin offen, geschlossen oder blockiert bzw. partiell offen sein kann [Holmes,
1995] und [McKillop and Geeves, 1993].

Um im Motility Assay eine parallele Anordnung der Myosink&pfe zu erreichen wurde ein beson-
deres Verfahren zur Extraktion von Myosin aus Einzelfasern direkt in der Versuchskammer ein-
gesetzt (vergl. Teil I111-1.8). Hierbei entsteht im zentralen Bereich der Versuchkammer ein Myo-
sinschweif, der eine hohe Dichte und parallele Anordnung der Myosinkopfe aufweist.

Die in den Versuchslosung eingesetzte ATP-Konzentration von 6 mM ist identisch mit der phy-
siologischen Konzentration in Muskelzellen. Der pH-Wert aller Versuchslosungen wurde auf 7,4

eingestellt.

Durch die speziell fir das verwendete Mikroskop entwickelte Heizapparatur (sieche Teil I11-2.4)

konnte die Versuchstemperatur konstant auf 30°C gehalten werden.
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Um eine optimale Wiedergabe der Ablaufe in intakten, schnellen Muskelzellen zu erreichen, muss

ein zn vitro Motility Assay folgende wichtige Punkte erftllen:

e Das verwendete Myosin muss ein Myosin vom Typ II sein, da es eine hohe Myosin-
ATPase-Aktivitat besitzt und der Querbrickenzyklus dadurch entsprechend schnell
durchlaufen werden kann.

e Aktin muss mit den regulativen Proteinen (Tropomyosin und Troponinkomplex) kombi-
niert werden.

¢ Die freie Ca*"-lonenkonzentration der Versuchslésung muss in GréBenordnungen liegen,
wie sie bei der Erregung von Muskelzellen durch Ausschiittung aus dem sarkoplasmati-
schen Retikulum auftreten.

¢ Die Anordnung der Myosinmolekdle sollte — wie in der Muskelzelle selbst — méglichst
parallel sein. So wird die geometrische Anordnung in den Zellen wiedergegeben und die
einzelnen Bewegungsschritte konnen optimal aufeinander folgen.

e Die ATP-Konzentration und der pH-Wert der Versuchlosungen sollte die physiologi-
schen Werte in Muskelzellen widerspiegeln (6 mM ATP und pH 7,4).

e Die Versuchsdurchfithrung sollte bei Temperaturen stattfinden, wie sie in arbeitenden
Muskeln auftreten (230°C).

3.3 Die Optische Falle

optical trap optical trap

actin
filament

bead l\ bead

— | 3

myosin

Abbildung II-24: Beispielanwendung der Optische Falle. Ein Aktinfilament wird zwischen zwei Latexkiigelchen
(Bead) geheftet. Beide Kiigelchen werden von einem fokussierten Laserstrahl fixiert. Durch ein Myosinmolekul auf
einem dritten Bead wird bei ATP-Zugabe eine Kraft auf das Aktinfilament ausgetibt, die zu einer Auslenkung der
Beads fihrt. Diese Auslenkung ist proportional zur angelegten Kraft und kann durch eine Quadrantenelektrode
ermittelt werden. [aus Malcolm Irving, Randall Division of Cell and Molecular Biophysics, Homepage des King’s
College, London, UK, http://www.kcl.ac.uk/depsta/biomedical/randall/dumbbell%20muscle%020biophysics%20
intro%20 page.jpg, letzte Revision am 15.08.20006]
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Die Optische Falle (Abbildung II-24) ist ein Instrument, das im Gegensatz zu den herkémmli-
chen Kraftmessmethoden nicht eine Feder, ein Piezoelement oder die Verformung einer elektri-
schen Widerstandsbriicke als Gegenkraft verwendet, sondern Krifte nutzt, die aus der Impuls-
tbertragung von Photonen resultieren. Mit dieser Methode lassen sich Ereignisse auf molekularer
Ebene beobachten. Erstmals beschrieben wurde sie von A. Ashkin [Ashkin et al., 1986]. S. Chu
und Jeffrey Finer nutzten dieses Setup erstmals, um Kraftmessungen an Atomen und Actomyo-
sin durchzufihren [Chu et al., 1986, Finer et al., 1994].

Bei einer Anwendung wird an ein Aktinfilament an beiden Enden ein Latexkiigelchen (Bead)
geheftet, das einen hohen Brechungsindex aufweist. Das Filament selbst wird RhPh-markiert. Die
beiden Latex-Beads werden in je einem stark fokussierten Laserstrahl mit gaul3f6rmigem Strah-
lungsprofil festgehalten. Auf einer dritten Kugel befindet sich ein Myosinmolekiil, das durch den
Einsatz einer verdinnten Myosinlosung nur ein Molekiil am hochsten Punkt aufweist. Das Aktin-
filament kann jetzt so weit abgesenkt werden, bis das Myosinmolekil das Filament berthrt. Nach
ATP-Zugabe konnen nun mit Hilfe einer 4-Quadrantendiode Auslenkungen im Nanometerbe-

reich gemessen werden, die dann Ruckschlisse auf die entwickelten Krifte zulassen.
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Teil I

Material und Methoden

1 Proteinpriparation

11 Aktin

Aktin wurde aus Kaninchen-Skelettmuskel (New Zealand White Rabbit) nach der modifizierten
Methode von Pardee und Spudich pripariert [Pardee und Spudich, 1982].

Dabei wurde zunichst das so genannte Aceton-Powder hergestellt. Aus ca. 300 g frischer Ske-

lettmuskelmasse (Kaninchen Lende) wurde tiber mehrere Extraktionsschritte mit

e 11 KCI-Puffer [0,15 M K:HPO,, pH = 6,5, 0,1 M KCI], 10 Minuten, 4°C
e 21 NaHCO;-Puffer [0,05 M NaHCOs], 10 Minuten, 4°C

e 11EGTA-L6sung [1 mM EGTA, pH = 7,0], 10 Minuten, 4°C

e 2] destilliertes kaltes Wasser, 5 Minuten, 4°C, (2x)

e 11 Aceton, 10 Minuten, 20°C, (5x)

ca. 25 — 30 g Aceton-Powder erhalten. Das Aceton-Powder ist bei —20°C beliebig lange haltbar

und fir die weitere Praparation von Aktin zu verwenden.

Zur Gewinnung von Aktin wurden ca. 5 g Aceton-Powder abgewogen und mit 50 ml Puffer A
[2 mM Tris, pH = 8,0, 0,2 mM Na,ATP, 0,2 mM CaCl,, 0,5 mM DTT, 0,005 % NaN3] 30 Minuten extrahiert.
Die gesamte Priparation fand bei 0 — 4°C statt (auf Eis). Nach 20 Minuten Zentrifugation (Sot-
vall RC-5B, DuPont Instruments, Newton, USA) mit 14500 g wurde der Uberstand abgenom-
men und aufgehoben, das Pellet wurde zur erneuten Extraktion mit 50 ml Puffer A verwendet
und anschlieBend ebenso zentrifugiert. Die beiden Uberstinde wurden gemischt und zur Klirung
mit 15000 g 60 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde 9+1 mit Puffer B [20 mM Tris,
pH = 8,0, 500 mM KCl, 20 mM MgCl,, 10 mM Na,ATP] versetzt und tiber Nacht auf Eis stehen gelassen.

Unter Rithren wurde festes KCI zugegeben, bis eine Konzentration von 0,6 M erreicht war. An-
schlieBend wurde 30 Minuten weitergertihrt und mit 80000 g (Sorvall OTD-Combi, DuPont In-
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struments, Newton, USA) 3 Stunden zentrifugiert. Die Pellets wurden in 45 ml Waschpuffer
[2 mM Tris, pH = 8,0, 1,2 mM Na,ATP, 0,2 mM CaCly, 0,5 mM DTT, 0,005 % NaNs, 0,6 mM KCl, 2 mM MgCl]
suspendiert und erneut bei 80000 g 3 Stunden zentrifugiert. Die Pellets wurden mit je 1 ml Puf-
fer A tberschichtet und 1 Stunde weichen gelassen. Die geweichten Pellets wurden in einen Dia-
lyseschlauch gefiillt und 2 mal je 24 Stunden gegen 1 Liter Puffer A dialysiert. AnschlieBend wur-
de abermals 24 Stunden gegen 1 Liter Puffer A mit nur 0,05 mM CaCl, dialysiert.

Das Dialysat wurde entnommen und 9+1 mit Puffer B versetzt. Dabei kam es durch die hohe

Ionenstirke zur Polymerisation. (siche Teil 11-1.4)

Zur Untersuchung der Reinheit des Aktins wurde vor dem Polymerisationsschritt eine Probe
entnommen, die mit einem SDS-Gel aufgetrennt wurde (siche Abbildung III-1). Es zeigte sich
eine deutliche Bande beim Molekulargewicht des Aktins. Durch absichtliches Uberladen der Gele
konnen auch geringe Verunreinigungen sichtbar gemacht werden. Sie sind trotz der hohen Auf-

tragsmengen kaum zu erkennen.

Versetzt mit 0,02 % NaN, war Aktin auf Eis mehrere Monate im Wesentlichen ohne Qualitéts-

verlust verwendbat.

Zur Firbung des Aktins wurde es auf eine Konzentration von 100 pug/ml verdinnt, 10 pl mit 2 ul
Rhodamin-Phalloidin-Reagenz (R-415, Molecular Probes, Pitchford, USA) gemischt und
24 Stunden auf Eis inkubiert (RhPh-Aktin).

Fur die Versuche wurde ungefirbtes Aktin mit einer Konzentration von 500 pg/ml als Ak-
tinblock verwendet. Die Losung wurde zuvor mehrmals mit Druck durch eine dinne Kaniile
(Braun Sterican Insulinkantle, 0,40 x 12 mm 27 G x 2, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
gepresst. Die dabei auftretenden Scherkrifte haben das Aktin in Stiicke mit einer GréBe von un-
ter 1 pwm fragmentiert. Die Fragmente binden irreversibel im Assay an defekte oder inaktive Myo-

sink6pfe und entfernen sie somit aus dem Versuch.

200 Aktin

L6 Rekonstituierte calciumregulierte Aktinfilamente wurden durch Inkubati-
on von 400 nM Aktin, 100 nM Tropomyosin und 80 nM Troponin in
Assay Buffer [AB, 25 mM HEPES, pH = 74, 10 mM EGTA, 25 mM KCI, 4 mM
& W@ @ | o C, 20 mM DTT] hergestellt. Die Losung wurde 2 Stunden inkubiert,

bevor sie im Assay eingesetzt wurde.

66

31—

22—

s Abbildung III-1: Scan eines 12,5 % SDS-Laemmli-Gels zur Bestimmung der Reinheit
> - der Proteinpriparation, Line 1: SDS-Page-Standard (161-0317, Biorad Laboratories,

Miinchen), Line 2+3: Aktin aus der Aktinpriparation nach Pardee und Spudich
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1.2 Myosin

Myosin wurde entweder aus Kaninchen-Skelettmuskel (New Zealand White Rabbit) nach der
modifizierten Methode von Margossian und Lowey prapariert [Margossian und Lowey, 1982]

oder direkt in der Versuchskammer aus Einzelfaserpriparaten extrahiert [H66k et al., 2001].

Zur Priparation von Myosin aus Skelettmuskulatur wurden ca. 20 g Muskelfleisch mit dem Skal-
pell von Fett und Bindegewebe befreit und zerschnitten. Die Priparation fand bei 0 — 4°C statt
(auf Eis). Das Fleisch wurde mit 40 ml Puffer 1 [0,15 M K,HPO,, pH = 6,5, 0,3 M KCl, 20 mM EGTA,
5mM MgClh, 1mM NaATP, 1mM DTT] mit einem Ultra-Turrax (TP 18/10, Janke & Kunkel
GmbH & Co. KG, IKA-Werk Staufen) homogenisiert und 10 Minuten extrahiert. Mit kaltem
Wasser wurde auf das doppelte Volumen unter Rihren aufgefiillt. Die Fleischreste wurden mit
10000 g 15 Minuten abzentrifugiert und durch Gazefiltration Fett- und Bindegewebe entfernt.
Mit kaltem Wasser wurde das Filtrat auf das finffache Volumen verdiinnt und 30 Minuten ge-
wartet. Nach Zentrifugation fur 10 Minuten bei 8000 g wurde das Pellet mit 4 ml Puffer 2 [0,15 M
KoHPO4, pH = 6,5, 2,4 M KCI, 1 mM DTT] suspendiert und langsam unter Rithren mit Wasser auf das
achtfache Volumen verdiinnt. Nach 30 Minuten wurde die Suspension mit 60000 g 30 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Wasser auf das zehnfache Volumen verdiinnt und
30 Minuten gerithrt. Die Suspension wurde erneut mit 12500 g 10 Minuten zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in 1 max. 2 ml Puffer 3 [10 mM K,HPO,, pH = 6,5, 3 M KCL] aufgenom-
men. AnschlieBend wurde die vierfache Menge Puffer 4 [50 mM K,HPO,, pH = 6,5, 1 mM DTT]
zugeben und mit 160000 g 60 Minuten zentrifugieren. Der Uberstand wurde abgenommen und

auf Eis aufbewahrt.

Die Analyse der Myosinfraktion ergab eine sehr hohe Reinheit des priparierten Proteins. Bei der
Auftrennung im SDS-Gel (siche Abbildung III-2) sind lediglich geringste Mengen an Verunreini-

gungen durch leichte Myosinketten im Bereich von 15 — 30 kDa zu erkennen.

Myosin aus Kaninchenskelettmuskel wurde zur lingeren Konservierung 1:1 mit Glycerin versetzt
und war bei —20°C mehrere Monate haltbar. Es diente hauptsichlich zur Herstellung von HMM.

200 ro—
116 &= Myosin
97

66

45

31 —

22— Abbildung III-2: Scan eines 12,5 % SDS-Laemmli-Gels zur Bestimmung der Reinheit der Pro-
teinpriparation, Line 1: SDS-Page-Standard, Line 2: Myosin aus der Myosinpriparation nach
14,5 Margossian und Lowey
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1.3 Heavy Meromyosin

Heavy Meromyosin (HMM) wurde aus Kaninchen-Skelettmuskel (New Zealand White Rabbit)
nach der Methode von Margossian und Lowey [Margossian und Lowey, 1982] pripariert.

2 ml der Myosin-Glycerin-Mischung aus der Myosinpraparation wurden mit 9 Teilen Wasser ver-
dinnt, um Myosin auszufillen, und 10 Minuten auf Eis gertihrt. Die Suspension wurde
10 Minuten mit 15000 g zentrifugiert (Eppendorf-Centrifuge 5417 C, Eppendorf AG, Hamburg)
und das Pellet in 333 ul 2x CHB-Puffer [20 mM Imidazol, pH = 7,0, 1 M KCI, 4 mM MgCl,, 10 mM DTT]
und 200 ul BED-Puffer [0,1 mM NaHCOs;, pH = 7,0, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT] gelost. Die Losung
wurde 10 Minuten bei 25°C temperiert und dann 7 ul/ml TLCK-behandeltes Chymottypsin zu-
gegeben. Die Mischung wurde erneut 10 Minuten bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde die
enzymatische Reaktion gestoppt, indem die Losung mit 9 Teilen kaltem BED-Puffer [mit zusitzlich
3 mM MgCl, und 0,1 mM PMSF] versetzt wird. Nach einstiindiger Inkubation auf Eis wurde die Lo-
sung mit 230000 g 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand enthielt HMM mit einer Reinheit

von >90 % und konnte 3 — 5 Tage verwendet werden.

Zur Kontrolle des Verdauungsvorgangs und der Reinheit wurde das gewonnene HMM auf einem
SDS-Gel aufgetrennt (siche Abbildung II1-3). Gut zu erkennen ist das Fehlen der Myosinbande
bei ca. 200 kDa (vergl. Abbildung III-2). Dies zeigt einen vollstindigen enzymatischen Abbau des

eingesetzten Myosin an.

In den Versuchen wurde es mit einer Konzentration von 100 —300 pg/ml eingesetzt. Mit diesen
Konzentrationen ist eine Sittigung der Nitrocelluloseoberfliche gewihtleistet, die gleich bleiben-

de Ergebnisse des Standardversuchsaufbaus liefert.

Die HMM-Losung wurde mit 20 % Saccharose versetzt und in flissigen Stickstoff getropft. Die
so entstandenen Kigelchen konnten bei —80°C mehrere Monate ohne Aktivitdtsverlust gelagert

und sehr gut portionsweise entnommen werden.

“200

— 31

22| Abbildung III-3: Scan eines 12,5 % SDS-Laemmli-Gels zur Bestimmung der Reinheit der
Proteinpriparation, Line 1+2: HMM aus der Priparation nach Margossian und Lowey, Line 3:
145 SDS-Page-Standard
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1.4 NEM-Myosin

NEM-Myosin (N-Ethylmaleimid gekoppeltes Myosin) wurde nach der Methode von Sekine und
Yamaguchi hergestellt [Sekine and Yamaguchi, 1966].

Hierzu wurde eine Myosin-Glycerin-Mischung aus vorangegangener Myosinpraparation (siche
Teil ITI-1.2) verwendet. 150 pl dieser Myosin-Glycerin-Mischung (¢ = 9,2 mg/ml) wurden mit
1,5ml Wasser verdinnt, damit das Myosin ausfallt. Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei
10000 g (Eppendorf-Centrifuge 5417 C, Eppendorft AG, Hamburg) wurde das Pellet mit 100 pl
2x HIS-Puffer [40 mM Phosphat, pH = 7,5, 1 M KCI, 2 mM EGTA] lberschichtet und 30 Minuten wei-
chen gelassen (c = 12 mg/ml). Die Lésung wurde mit 8 ul NEM-Losung [100 mM N-Ethylmaleimid
in Wasser mit 2 % Ethanol] versetzt und 30 Minuten bei 20°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 1 ml 20 mM DTT-L6sung gestoppt. Die Losung wurde 10 Minuten bei 10000 g zen-
trifugiert. Das Pellet wurde in 200 ul 2x HIS-Puffer und 100 pl Wasser resuspendiert. Nach
30 Minuten Inkubation wurde die Losung abermals mit 10000 g 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand enthielt NEM-Myosin mit einer Konzentration von ca. 3 mg/ml.

NEM-Myosin wurde immer frisch hergestellt und direkt zur Herstellung der beschichteten Po-
lystyrolkiigelchen (Latex-Beads, LB-30 oder LB-11, Sigma-Aldrich, Steinheim) verwendet.

1.5 Troponin
Troponin wurde nach der leicht modifizierten Methode von Potter hergestellt [Potter, 1982].

Dabei wurde analog zur Aktinpriparation zunichst ein so genanntes Ether-Powder hergestellt.
Ca. 200 g frisches Muskelfleisch vom Kaninchen (New Zealand White Rabbit) wurden von Fett
und Bindegewebe befreit und mit der fiinffachen Menge Triton-X-Puffer [5 mM Tris-Base, pH = 8,0,
50 mM KCl, 1 % Triton-X-100] versetzt. Das Fleisch wurde mit dem Ultra-Turrax 1 Minute auf Eis
homogenisiert und 15 Minuten bei 11000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde wieder im gleichen
Volumen Triton-X-Puffer suspendiert. Zentrifugation und Resuspension wurden 10 mal wieder-
holt. Dann wurde das Pellet drei Mal mit dem dreifachen Volumen Ethanol versetzt, gemischt
und durch eine Buchnernutsche abgenutscht. AnschlieBend wurde der Waschvorgang vier Mal

mit Ether wiederholt und das Ether-Powder tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Das Ether-Powder war bei —20°C mehrere Monate zur Troponin- und Tropomyosinextraktion

verwendbar.

Troponin wurde durch Extraktion und fraktionierte pH- und Ammoniumsulfatfillung aus dem
Ether-Powder gewonnen. Dazu wurden ca. 10 g Ether-Powder mit 150 ml Troponinpuffer 1
[25 mM Tris, pH = 8,0, 1 M KCl, 0,1 mM CaCl,, 0,1 mM DTT] gemischt und unter Rtuhren auf Eis tber
Nacht extrahiert. Die Mischung wurde mit 10500 g 10 Minuten zentrifugiert und erneut mit
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75 ml Troponinpuffer 1 homogenisiert. Nach 10 Minuten Zentrifugation mit 10500 g wurden die
beiden Uberstinde vermischt. Der pH-Wert der Losung wurde mit 1 M HCI auf 4,6 gebracht.
Nach 10 Minuten Zentrifugation mit 7000 g wurde der Uberstand langsam auf Eis mit 230 g/1
(NH,),SO, versetzt. Das Pellet dieser Zentrifugation konnte zur weiteren Aufreinigung von Tro-

pomyosin verwendet werden (siehe Teil I11-1.6).

Der Uberstand wurde erneut zentrifugiert mit 11000 g fiir 10 Minuten. Das Pellet wurde verwor-
fen, der Uberstand wurde langsam auf Eis mit 125 g/1 (NH,),SO, versetzt. Die Zentrifugation
mit 11000 g fir 10 Minuten lieferte ein Rohtroponinpellet, das in einer minimalen Menge Tropo-
ninpuffer 2 [10 mM Imidazol, pH = 7,0, 50 mM KCI, 0,1 mM CaCl,, 0,1 mM DTT, 0,02 % NaNs| suspendiert

wurde.

Auf eine Auftrennung in die einzelnen Troponinfraktionen wurde verzichtet, da der Komplex
eine vollstindige Regulation im Motility-Assay bewirkte. Die Analyse mittels SDS-Gel (siche
Abbildung III-4) zeigt jedoch deutlich die hohe Reinheit der Priparation und die Zusammenset-

zung aus den einzelnen Komponenten des Troponinkomplexes.

Portionsweise eingefroren war es bei —20°C mehrere Monate verwendbar.

(]

Troponin-
W komplex

- Abbildung III-4: Scan eines 12,5 % SDS-Laemmli-Gels zur Bestimmung der Reinheit der

Proteinpriparation, Line 1: SDS-Page-Standard, Line 2+3: Troponinkomplex bestehend
p— aus Troponin T, C und I aus der Troponinpriparation nach Potter. Die oberste Bande im
— Troponinkomplex stellt eine Verunreinigung durch Tropomyosin da, die fiir die Durchfiih-
rung der Versuche nicht von Bedeutung war.

1.6 Tropomyosin
Tropomyosin wurde nach der modifizierten Methode von Smillie hergestellt [Smillie, 1982].

Es wurde durch Extraktion aus dem Ether-Powder gewonnen. Hierzu wurden 10 g Ether-
Powder bis zur ersten pH-Fallung analog der Troponinpriparation behandelt. (siehe Teil I11-1.5).
Das Pellet der Zentrifugation wurde in 100 ml Troponinpuffer 1 (pH = 7,0) suspendiert,
20 Minuten geriihrt und 10 Minuten mit 6000 g zentrifugiert. Der pH-Wert des Uberstandes
wurde auf 4,6 gebracht und der Vorgang der ,,pH-Schaukel insgesamt vier Mal wiederholt.

Durch das wiederholte Lésen und Ausfillen der Proteine wurden diese von Verunreinigungen
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befreit, die ein anderes Losungsverhalten aufweisen. Das Pellet der letzten Zentrifugation bei
pH = 4,6 wutrde in 150 ml DTT-Wasser [0,5mM DTT, pH = 7,0] gelost und unter Rihren 312 g/1
(NH,),SO, zugegeben (pH = 7,0 halten). Nach 30 Minuten wurde zentrifugiert (30 Minuten bei
11000 g). Der Uberstand wurde erneut bei pH = 7,0 mit 73,4 g/l (NH,),SO, versetzt und mit
11000 g 30 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml DTT-Wasser gelost und 12 Stunden
gegen 2 mM Mercaptoethanol dialysiert.

Die Reinheitsanalyse des Tropomyosins (siche Abbildung I1I-5) zeigte nur geringe Verunreini-

gungen.

In gefriergetrocknetem Zustand war es bei —20°C praktisch unbegrenzt haltbar.

Tropomyosin
Abbildung III-5: Scan eines 12,5 % SDS-Laemmli-Gels zur Bestimmung der Reinheit der Pro-
W | teinpriparation, Line 14+2: Tropomyosin aus der Priparation nach Smillie, Line 3: SDS-Page-
w | Standard

1.7  Glycerinierte Muskeln

Glycerinierte Muskeln dienten der Herstellung von Einzelfasern fir die Extraktion von Myosin in
der Versuchskammer. Durch die Lagerung in glycerinhaltiger Pufferlésung werden die Membra-

nen der Muskelzellen durchl6chert, was die anschlieBende Extraktion des Myosins ermdglicht.

Durch die Verwendung von glycerinierten Muskeln konnten mehrere Versuchstage mit einem

Tierpriparat durchgeftihrt werden.

Zur Herstellung von glycerinierten Muskeln wurden M. extensor digitorum longus (EDL) und M.
soleus (SOL) von den Hinterldufen erwachsener (Alter Y4 —1 Jahr), minnlicher C57/SV129-
Miuse verwendet. Die Miause wurden mittels CO, getétet. Danach wurden mit einer Beinschere
beide Hinterldufe in Hohe des Kniegelenks abgetrennt. Nach Entfernen des Fells wurden die
Beine in eine mit Sylgard® 184 (Dow Corning Corp., Wiesbaden) beschichtete Petrischale tiber-
tithrt und mit Maus-Ringerlésung bedeckt. Nach Fixation des Beines mit Minutien-Nadeln wur-
den unter einem Stereomikroskop (SZ-6045, Olympus GmbH, Hamburg) die beiden Muskel

herauspripariert, auf eine Glaskapillare mit einem Seidenfaden aufgebunden und um ca. 1/10
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gedehnt (siche Abbildung I11-6). AnschlieBend wurden sie 8 Stunden auf Eis in Skinning-I.osung
[40 mM HEPES, pH = 7,0, 20 mM EGTA, 10 mM DTT, 15 mM PMSF, 10 mM Kreatinphosphat-Dinatriumsalz,
8 mM Na;ATP, 1 mM freies Mg, 50 % Glycerin, Ionenstirke 170 mM] gebadet. Nach uberfuhren in Skin-
ning-Losung ohne PMSF wurden die Muskeln tiber Nacht auf Eis inkubiert. Zur Lagerung wurde

die Losung ohne PMSF noch mal erneuert.

Bei —21°C gelagert, waren sie mehrere Monate verwendbar.

Abbildung III-6: Priparierte und auf Glaskapillaren aufgebundene Muskeln, heller EDIL-Muskel (A) und dunklerer
Soleus-Muskel (B) aus dem Hintetlauf einer C57/SV129-Maus. (vergl. Tabelle I1-3)

1.8  Myosin aus Einzelfaserpriparaten

Myosin wurde aus praparierten Muskelfasern nach der modifizierten Methode von Ho6k direkt
in der Versuchskammer extrahiert [H66k et al., 2001].

Abbildung II1-7 zeigt in A den schematischen Aufbau der Myosinextraktion in der Versuchs-
kammer direkt. Nach Inkubation mit Extraktionspuffer wird das Myosin mit AB/BSA Puffer
ausgeschwemmt. Die Flussrichtung der Losung bewirkt eine schweifartige Anordnung der Myo-
sinmolekiile auf der Nitrocellulose hinter der Muskelfaser. Durch Anfirben mit einem monoklo-
nalen anti-MyHC Antikérper (A4.1025) (in B) kann der Schweif ca. 400 um hinter der Faser
sichtbar gemacht werden. Es zeigen sich auch die weniger dicht besetzten Regionen ober- und

unterhalb des Hauptstromes.

Zur Extraktion wurden einzelne Faser aus glycerinierten EDL- oder Soleus-Muskeln unter dem
Mikroskop herauspripariert und in eine Flow-Cell eingebracht. Die Faser wurde mit 10 pul Myo-
sinextraktionspuffer [25 mM HEPES, pH = 7,6, 0,5 M KCl, 4 mM MgCl, 4 mM EGTA, 2 mM Na,ATP, 1 mM
DTT] umspilt und 15 bis 30 Minuten extrahiert. Das extrahierte Myosin wurde mittels 25 ul
AB/BSA auf der Nitrocellulose verteilt. Die Flow-Cell wurde wie in Teil ITI-2.6 beschrieben wei-
terbehandelt.
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Abbildung III-7: Myosinextraktion aus einer glycerinierten Faser direkt in der Versuchskammer. In A ist die Anord-
nung der Muskelfaser, die Flussrichtung der Versuchslésung und der Myosinschweif schematisch dargestellt. B zeigt
eine Fluoreszenzaufnahme des Myosinschweifs ca. 400 um hinter der Faser, der zuvor mit einem monoklonalen anti-
MyHC Antikérper angefirbt wurde. Gut zu unterscheiden ist der Bereich hoher Myosindichte (weilles Dreieck) von
den weniger dicht besetzten Regionen ober- und unterhalb des Hauptstromes (kleine Pfeile) [aus H66k et al., 1999].

Mit der Flow-Cell wurden nacheinander verschiedene Experimente durchgefiihrt, damit gewihr-

leistet war, dass es sich um die gleiche Myosinpopulation handelte.
Durch Myosinextraktion in einem Reagenzglas und Auftragen der Myosinfraktion sowie der

Restproteine auf ein SDS-Gel (siche Abbildung II1-8) konnte gezeigt werden, dass die Methode

nahezu alles Myosin aus der zu extrahierenden Faser herauslost.

11
A

Abbildung III-8: Scan eines 7-15% SDS-Laemmli-Gradientengels zum
Nachweis der Myosinfraktion aus Einzelfaserextraktion, Line 1: Myosi-
nextraktion eines glycerinierten EDIL-Muskels, Line 2: Myosinextraktion
eines glycerinierten Soleus-Muskel, Line 3: Muskelrest nach Myosinextrakti-
on des EDL, Line 4: Muskelrest nach Myosinextraktion des Soleus, Line 5:
SDS-Page-Standard, (zusammengeschnitten).Es zeigt sich eine nahezu voll-
stindige Extraktion des Myosins mit der beschriebenen Methode.

N
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1.9  Myosin Binding Protein C

Fir die Versuche mit Myosin Binding Protein C wurde mir freundlicherweise das sNC2-
Fragment des Proteins mit einer Konzentration von 1,1 mg/ml von Mathias Gautel, Muscle Cell

Biology, Kings College London, UK zur Verfiigung gestellt.

Das Protein wurde auf Trockeneis geliefert und bei —80°C gelagert.
1.10 Proteinidentifizierung

Zur Bestimmung der Reinheit und der Identitit der aufgereinigten Proteine wurden die End- und
Zwischenprodukte mit Hilfe von SDS-Gelen nach Laemmli aufgetrennt [Laemmli, 1970]. Es

wurden 7 — 15 % Gradientengele und homogene 12 % Gele verwendet.

Bei dem Verfahren handelt es sich um eine Standardprozedur der Proteinchemie, die hier nicht

naher erldutert wird.

Zur Bestimmung des Fasertyps (vergleiche auch Teil II-1.9) wurden von Myosinextrakten der
glycerinierten Muskeln 8 % SDS-Gele nach Agbulut angefertigt [Agbulut et al., 1996]. Hierzu
wurden einige Fasern (8 — 10) der Muskeln unter dem Stereomikroskop herauspripariert und das
enthaltene Myosin mit 6 ul PEP-Puffer [0,1 M NaH2PO4, 0,05 M Na2HPO4, 0,01 M Na4P207,

pH = 6,5, 0,3M NaCl, 1 mM MgCI2, 10 mM EGTA, 1,4 mM B-Mercaptoethanol] bei Raum-
temperatur 1 Stunde extrahiert [Agbulut, 1996]. Wihrend dieser Extraktionsphase wurde das
Eppendortf-Gefil3 drei mal fir drei Minuten in ein Ultraschallbad gelegt.

Nach einer Laufzeit von 30 Stunden bei 7°C und konstanter Spannung von 75 mV pro Gel wur-
den die Gele entnommen und mit Coomassie” Brilliant Blue G 250 gefirbt (Serva Electrophore-
sis GmbH, Heidelberg) (siche Abbildung I11-9).

Abbildung III-9: Scan eines 8 % SDS-Talmadge-Gels zur Fasertypisierung,
Line 1:  Myosinextraktion eines glycerinierten EDL-Muskels — (Maus,
C57/SV129), Line 2: Myosinextraktion eines glycerinierten Soleus-Muskel
(Maus, mdx), Line 3: Myosinextraktion eines glycerinierten EDIL-Muskels
(Maus, mdx), Line 4: Myosinextraktion eines glycerinierten Soleus-Muskels
(Maus, C57/SV129), Line 5: Myosinextraktion eines glycerinierten Psoas-
Muskels (New Zealand White Rabbit)
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Durch Vergleiche mit fritheren Studien zur Myosin heavy chain Zusammensetzung (MHC) von
verschiedenen Muskeltypen [Talmadge and Roy, 1993] konnte gezeigt werden, dass die EDL-
Fasern zu mehr als 95 % aus schnellen Typ-IIb- und ca. 5 % aus Typ-IIx-Fasern bestehen. Dazu
wurde ein grafisches Analyseverfahren verwendet, das die Peakflichen eines SDS-Gels quantifi-
ziert (AIDA 1D-Evaluation, Version 2.0, Raytest Isotopenmessgerite GmbH, Straubenhardt)

(siche Abbildung I1I-10).
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Abbildung III-10: Auswertung der beiden ersten Linien des SDS-Gels nach Talmadge aus Abbildung I11-9 mit Al-
DA. Der Vergleich mit friheren Studien ergibt die Zusammensetzung der Muskeln aus schnellen ITa-, ITb- und IIx-
Fasern sowie langsamen Typ-I-Fasern. In der Grafik sind die Zusammensetzung der Soleusmuskulatur (schwarze

Kreuze) und die der EDL-Muskulatur (graue Dreiecke) wiedergegeben.

1.11 Proteinbestimmung

1.11.1  Bio-Rad Protein Assay

Die Proteinkonzentrationen der Priparationsprodukte wurden mit dem Bio-Rad Protein-Assay
(500-0006, Bio-Rad, Hercules, Californien, USA) bestimmt. Diese Technik beruht auf einer kolo-
rimetrischen Methode, bei der der Farbstoff (Coomassie” Brilliant Blue G-250) an basische (be-
vorzugt Arginin) und aromatische Aminosaurereste der Proteine bindet. Durch einen Vergleich
der Absorption bei einer bestimmten Wellenlinge (A = 595 nm) mit zuvor erstellten Eichgeraden
(Abbildung I11-11) ldsst sich die Konzentration der Proben berechnen. Das Assay findet Anwen-
dung bei Proteinen mit einer molekularen Masse von mindestens 3 — 5 kDa. Nachteil der Metho-
de ist zum einen die Tatsache, dass der Farbstoff an alle Proteine bindet und somit eine Gesamt-
konzentration ermittelt wird, die erheblich von der Reinheit des Proteinpriparates abhingt. Zum

anderen kénnen Bestandteile der Pufferlésungen mit dem Farbstoff interagieren und somit die

Ergebnisse verfilschen.
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Die zu messenden Extinktionen sollten im Bereich von 0,1 bis 0,8 liegen, da nur in diesem Be-
reich eine lineare Korrelation zwischen Konzentration und Absorption vorliegt. Bei der Stan-
dardmessung entspricht dies einer Proteinkonzentration von 200 ug/ml bis 1,4 mg/ml, im Mic-
roassay 1,25 — 25 pg/ml. (Das Microassay unterscheidet sich von der Standardmessung durch

wesentlich kleinere Gelkammern und daraus resultierenden geringeren Auftragsvolumina).
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Abbildung III-11: Proteinstandardkurven zur Bestimmung von unbekannten Proteinkonzentrationen mittels Bio-
Rad Protein Assay, Bovines Serum Albumin (BSA) rot und Immunglobulin G (IgG) blau, aufgetragen ist jeweils die
Konzentration in mg/ml gegen die Absorption bei A =595 nm [aus der Produktbeschreibung des Bio-Rad Protein-
Assay, Produktnummer 500-0006, Homepage der Firma Bio-Rad, Hercules, Californien, USA,
http:/ /www.biorad.com/images/na_acid_pro_quan_graphs1.gif, letzte Revision am 29.09.2000]

1.11.2 OD-Messung

Eine weitere Moglichkeit, Proteinkonzentrationen zu bestimmen, ist die Messung der Eigenab-
sorption (= Eigenextinktion) der Proteine ohne Zusatz von Farbstoffen bei festgelegten Wellen-
lingen (OD = optical density). Dabei nutzt man die bekannten spezifischen Absorptionskoeffi-
zienten der Proteine aus, um bei bekannter Dicke der Kivette und gemessener Absorption die
Konzentration zu berechnen. Die spezifischen Absorptionskoeffizienten sind sowohl tempera-
tur- als auch wellenlingenabhingig und deshalb zusitzlich mit diesen beiden Indizes charakteri-
siert [Ebel und Roth, 1987].
20°C
€ > E50m
T = Temperatur in °C

A= Wellenlinge in nm

E=¢exd=*c
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Fir die Konzentrationsberechnung ergibt sich folgende Formel:

E

C:
exd

E = Extinktion = Absorption
€ = spezifischer Absorptionskoeffizient
d = durchstrahlte Schichtdicke (i. d. R. Dicke der Kivette)

¢ = Konzentration der zu messenden Substanz

Die spezifischen Absorptionskoeffizienten und die dazugehorigen Wellenlingen der OD-
Messung sind Tabelle III-1 zu entnehmen.

Protein Wellenlinge A spezifischer Absorptionskoeffizient
in nm ) 1
in
g+cm
Aktin 290 0,62
Myosin 280 0,53
HMM 280 0,60

Tabelle III-1: Spezifische Absorptionskoeffizienten der drei wichtigsten Proteine mit den dazugehérigen Wellenlin-
gen.

Ebenso wie bei der Bio-Rad-Proteinbestimmung ist auch bei dieser Methode die Reinheit der

Proteine fir die korrekte Gehaltsbestimmung entscheidend.

_49 _






Versuchsaufbau

2 Versuchsaufbau

2.1 Deckglasbeschichtung

Die verwendeten Deckgliser haben eine Gré3e von 24 x 24 mm (Menzel-Gliser, Braunschweig).
Zur Behandlung der Oberfliche wurde Nitrocellulose verwendet (Wolff Cellulosics GmbH,
Walsrode), die mir freundlicherweise von der Firma Heidelberger Lacke, Wieblingen, kostenfrei

uberlassen wurde.

Eine 0,1 %ige Losung in n-Amylacetat — auf eine ebene Wasseroberfliche aufgebracht — ergibt
nach Verdampfen des Losungsmittels einen diinnen Film Nitrocellulose. Durch Auflegen der
Deckgliser haftet dieser Film an. Nach mehrstindigem Trocknen der Schicht kénnen die Deck-

gliser tiber mehrere Tage verwendet werden.
2.2 Versuchskammer

Die Versuchskammer (Flow-Cell) besteht aus einem Objekttriger der Gréle 76 x 26 mm (Men-

zel-Gliser, Braunschweig), auf dem in Lingsrichtung im Abstand von ca. 5 mm je ein schmaler,

3 cm langer Streifen doppelseitiges Klebeband (Tesa AG, Hamburg) aufgebracht ist (siche
Abbildung I11-12 und Abbildung III-13). Dieses Klebeband hat eine Dicke von ziemlich genau
100 um und dient als Abstandshalter. Auf das Klebeband wird eines der Deckgldser (mit der be-
schichteten Seite zum Objekttriger) geklebt.

.

Abbildung III-12: Aufbau eciner Flow-Cell aus Objekttrager, Deckglas und
doppelseitigem Klebeband. Die so gebildete Kammer hat ein Volumen von
ca. 12 ul. Durch Kohisions- und Schwerkraft flieBt beim Losungswechsel
(hier angedeutet) die Flissigkeit durch die Kammer
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Abbildung II1-13: Schematischer Aufbau einer Flow-Cell mit einem Kammervolumen von ca. 12 pl [aus He Jiang,
1997, Laboratory of Molecular Cardiology (LMC), Homepage des National Heart, Lung and Blood Institute, Bethes-
da, USA, http://www.nhlbi.nih.gov/labs/molecularcardiology /motility.htm, letzte Revision am 29.09.2006]

2.3

Versuchslésungen

AB+ / MC

10 mM EGTA

25 mM Hepes pH 7.4

25 mM KCl

4 mM MgCl

6 mM MgATP

20 wl DTT-Stock/ml (c = 1 M)

10 pl BSA-Stock/ml (c = 50 mg/ml)
10 pl Glucose-Stock/ml

(c = 300 mg/ml)

10 pl  Glucose-Oxidase/Catalase-
Stock/ml (c = 10/2 mg/ml)

0,5 % Methylcellulose

AB+ / MC / 10 mM Ca

10 mM EGTA

25 mM Hepes pH 7.4

25 mM KCl

4 mM MgCl

6 mM MgATP

10 mM Ca

20 ul DTT-Stock/ml (c = 1 M)

10 ul BSA-Stock/ml (c = 50 mg/ml)
10 pl Glucose-Stock/ml

(c = 300 mg/ml)

10 pl Glucose-Oxidase/ Catalase-
Stock/ml (c = 10/2 mg/ml)

1 pl Troponin-Stock (1:10 verdinnt)
1 pl Tropomyosin-Stock (1:10 ver-
diinnt)

0,5 % Methylce]lulose

AB+ / MC / ohne Ca

10 mM EGTA

25 mM Hepes pH 7.4

25 mM KCl

4 mM MgCl

6 mM MgATP

20 ul DTT-Stock/ml (c = 1 M)

10 pl BSA-Stock/ml (c = 50 mg/ml)
10 pl Glucose-Stock/ml

(c = 300 mg/ml)

10 pl Glucose-Oxidase/Catalase-
Stock/ml (c = 10/2 mg/ml)

1 ul Troponin-Stock (1:10 verdiinnt)
1 wl Tropomyosin-Stock (1:10 ver-
dunnt)

0,5 % Methylcellulose

Tabelle I11-2: Zusammensetzung und Abkirzung der verwendeten Versuchslésungen fiir das Motility Assay.
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Zur Durchfihrung der Experimente wurden verschiedene Versuchslésungen bendtigt (siche
Tabelle I1I-2). Alle Versuchslosungen hatten einen pH-Wert von 7,4 und eine Ionenstirke von
ca. 74 mM. Sie wurden vor Verwendung 30 Minuten auf Eis im Exsikkator mittels Wasserstrahl-

pumpe entgast, um das Bleichen des Farbstoffes durch Sauerstoffradikale zu minimieren.

Die Ionenstirke wurde mit einem Programm fiir die Berechnung von chemischen Gleichgewich-
ten in wissrigen Losungen berechnet. (CHEAQS software — CHemical Equilibria in AQuatic
Systems — von Wilko Verweij, 1999-2003).

2.4 Temperaturkontrolle

Um fir die Versuche immer konstante Bedingungen zu schaffen wurde eine Objektivheizung
konstruiert (siche Abbildung I11-14), die exakt dem Objektivdurchmesser angepasst wurde und
tber einen Regelkreis die gewiinschte Temperatur auf einen vorgewihlten Wert konstant hielt.
Temperaturmessungen des Objektives selbst und des Immersionsols haben die Funktionalitit der

Steuerung belegt.

Abbildung III-14: Die Objektivheizungssteuerung bestehend aus Heizring, der dem Objektivdurchmesser angepasst
wurde (blau), mit integriertem Thermosensor und Kontrolleinheit mit Temperaturvorwahl ermdglichte einen Einstel-
lungsbereich von 20 — 50°C in Schritten zu je 0,5°C. Planung und Bau durch Reinhold Wojciechowski.
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2.5 Objektbewegungssteuerung

Zur feineren und exakten Bewegung des Objekttrigers wurde ein Piezomodul konstruiert (siche
Abbildung III-15), das zusitzlich zur manuellen Steuerung des Objektivtisches — vor allem bei
Anwendungen mit der Optische Falle — computergesteuerte Bewegungen ermoglichte. Dies hatte
den Vorteil, dass in kurzen Zeitabstinden regelmalige, gleich schnelle und gleich grof3e Bewe-
gungen ausgefithrt werden konnten, die unter anderem zur Eichung der 4-Quadrantenelektrode

notig waren.

Abbildung I1I-15: Der Objektivtisch kann als ganzes manuell bewegt werden. Darauf aufgebaut befindet sich eine
Objekttragerhalterung (2), die zur Feinbewegung mit einem Piezomodul (1) gesteuert werden kann. Darunter ist die
Objektivheizung (3) sichtbar.
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2.6  Versuchsdurchfithrung
Im folgenden Schema wird der Ablauf der Versuchsdurchfiihrung beschrieben.

e Aufbau und Justage der Flow-Cell (siche Teil II1-2.2)

e 25 ul HMM oder Myosin der gewtnschten Konzentration in die Kammer sptilen

e 2 Minuten inkubieren

e mit 25 ul AB/BSA spiilen

e 25yl fragmentiertes Aktin (500 pug/ml) einsptlen

e 2 Minuten inkubieren

e mit 25 pl AB+ spiilen

e 2 xmit25ul AB/BSA spulen

e 25 ul RhPh-Aktin (100 ng/ml) einsptilen

e 2 Minuten warten

e mit 25 ul AB/BSA spiilen

e mit 25 pul AB/Scavanger spiilen

e unter dem Mikroskop betrachten (Objektiv 100x Ol, Anregung Hg-Dampflampe mit
dichroischem Spiegel bei ca. 545 nm, Emmision bei ca. 570 nm)

e mit 25 ul AB+/MC spiilen

e kurz auf einer Heizplatte auf 30°C vortemperieren

e 2 Minuten warten

¢ Bewegung unter dem Mikroskop betrachten und aufnehmen
2.7 Messung

Die Flow-Cells wurden durch ein 100x Ol-Immersionsobjektiv (Leica HCX PL. APO, NA 1,4)
mit einem Leica DM IRBE Epifluoreszenzmikroskop betrachtet. Das Objektiv war mit einer
selbstkonstruierten Temperaturkontrolle ausgestattet (vergl. Teil I11-2.4), welche die Temperatur
der Flow-Cells konstant hilt (siche Abbildung III-14). Die Proben wurden mit einer 50 W
Quecksilberdampflampe beleuchtet. Das Fluoreszenzfilterset (XF37, Omega Optical Inc., Bratt-
leboro, Vermont) filterte das Licht passend zum Spektrum des Farbstoffes Rhodamin-Phalloidin.
Das Fluoreszenzsignal wurde mit einer verstirkten CCD-Kamera (Luminescence Imager, Photo-
nic Science, Robertsbridge, UK) detektiert und mit einem Videorekorder (AG-7355, Panasonic,
Kadoma, Japan) auf S-VHS-Kassetten aufgenommen. Die Videosequenzen (768 x 576 Pixel,
8 Bit, 100 Bilder pro Sequenz) wurden mittels einer Framegrabber-Karte (Meteor, Matrox, Kana-
da) mit 25 Hz digitalisiert und auf die Festplatte eines Computers gespeichert. Diese Sequenzen
wurden mit der Strukturtensormethode analysiert, die in unserer Arbeitsgruppe fir das Motility

Assay modifiziert und kalibriert wurde [Uttenweiler et al., 2000].
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Zur Kontrolle wurden einige HMM-Sequenzen mittels Retrac und dem Strukturtensorverfahren
ausgewertet (siche Teil I11-2.9). Es ergab sich eine sehr gute Ubereinstimmung der Ergebnisse,
wobei Retrac nur bei kontrastreichen und deutlich sichtbaren Filamenten eingesetzt werden
konnte. Die automatisierte Auswertung des Strukturtensorverfahrens hatte den groBlen Vorteil,
dass die Filamente nicht manuell von Bild zu Bild einzeln markiert werden mussten, was bei der

groB3en Zahl an Versuchskammern und Filamenten einen enormen Zeitaufwand bedeutet hitte.
2.8 Eichung

Zur Eichung der Bilddaten wurde der Bildausschnitt vermessen, den die Kamera aufnahm. Hier-
zu wurde ein Objektmikrometer (Objekttriger mit feinem Mal3stab) aufgenommen (siche
Abbildung I1I-16). Aus dem Abstand der Eichstriche (1 Eichstrich entspricht 10 um) und der
GrolBe des aufgenommenen Bildes (768 x 576 Pixel) lie3 sich die GréB3e pro Pixel berechnen.

In hortizontaler Richtung ergaben sich 0,1656 um/Pixel und in vertikaler Richtung
0,1736 wm/Pixel.

Abbildung I1I-16: Aufnahmen zur Kalibrierung des Bildausschnitts in horizontaler (A) und vertikaler Richtung (B).
Die Einteilung des Maf3stabes betridgt 10 um pro Einheit.

2.9 Auswertung der Rohdaten

Drei Sequenzen zu je 4 Sekunden von jeder Flow-Cell wurden aufgenommen und analysiert. Ak-
tinfilamente, die auf der Nitrocellulose festhingen, wurde aus der Geschwindigkeitskalkulation

herausgenommen (siche weiter unten).

Dabei wurde wie folgt vorgegangen: Drei Bildfolgen mit jeweils 100 Aufnahmen wurden mit dem
Strukturtensorverfahren ausgewertet. Die so erhaltene Geschwindigkeitsverteilungen aller drei
Sequenzen wurden aufaddiert.

Die Ermittlung des Mittelwertes der angelegten Gauliverteilung war die zentrale Grof3e, die fiir
die statistischen Aussagen tber die Verteilung der auftretenden Geschwindigkeiten einer Flow-

Cell herangezogen wurden.
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Die angegebenen Ergebnisse stellen den Mittelwert der Verteilung * Sigma dar.

Filamente die sich im Motility Assay nicht bewegen, kénnen durch die Brownsche Molekularbe-
wegung oder das Rauschen des Verstirkers Signale erzeugen, die eine scheinbare Geschwindig-
keit von 2 — 3 um/s vortiuschen (siche Abbildung I11-17). Um dieses Signal herauszufiltern wur-
den Aufnahmen von stehenden Filamenten gemacht, die sich definitiv nicht bewegen konnten
(kein ATP in den Versuchslosungen). Die Auswertung dieser Sequenzen ergab eine asymmetri-
sche Verteilung mit Maximum bei 0,8 um/s. Bei hoheren Geschwindigkeiten erreicht die Kurve
ihr Halbmaximum bei etwa 2 pm/s und ab 8 um/s verschwinden die Signale im Hintergrundrau-
schen. Die beiden Werte 2 und 8 um/s wurden verwendet, um immobile Filamente aus den Ge-
schwindigkeitsverteilungen herauszunehmen. Bei den schnelleren Verteilungen (Myosin unregu-
liert und reguliert) konnten bei 8 um/s, bei den langsameren Verteilungen (HMM) musste bei
2 um/s geschnitten werden. So konnte sichergestellt werden, dass die Auswertung nicht durch

stehende Filamente verfalscht wurde und trotzdem keine wesentlichen Daten verloren wurden.
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Abbildung III-17: Stehende Filamente erzeugen durch die Brownsche Molekularbewegung oder das Rauschen des
Verstirkers eine scheinbare Geschwindigkeit von 2 -3 um/s. Um Verfilschungen der Ergebnisse zu vermeiden,
wurden diese Ereignisse bei der Auswertung der Experimente abgeschnitten.

Unter der Voraussetzung, dass die stehenden Filamente einer Verteilung vor der Auswertung
entfernt wurden, weisen die Filamentpopulationen eine einheitliche Verteilung auf, an die sich
mit der Formel
_(x=by?
f=a%e > +d

ein GauB3-Fit anlegen ldsst, wobei a die Amplitude, b der Mittelwert, ¢ die Varianz ist und d das

Hintergrundrauschen der Auswertung berticksichtigt.
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Regulierte Filamente sind in unterschiedlichem Ausmal} von unregulierten Filamenten verunrei-
nigt. Es ergibt sich eine Geschwindigkeitsverteilung, die durch Uberlagerung von zwei GauB3ver-
teilungen entsteht. Aufgrund der vielen Unbekannten war es mathematisch nicht méglich die
beiden Gaulverteilungen sauber voneinander zu trennen, so dass hier der Mittelwert tber die
Gesamtverteilung als vergleichende GroBle verwendet wurde. Die Berechnung der Gaul3vertei-
lungen wurde mit SigmaStat durchgefihrt (SigmaStat 3.10 software, Systat Software, Inc., Point
Richmond, CA, USA).

Zur Validierung des Strukturtensorverfahrens wurde bei einigen Sequenzen eine zweite manuelle
Auswertungsmethode angewendet (Retrac 2 — Tracking Software for Windows von Nick Carter,
Molecular Motors Group, Marie Curie Research Institute, Oxted, UK, Abbildung I11-18). Hierbei
wurden durch Markieren mehrerer Filamentképfe mit der Computermaus die Bewegung von Bild
zu Bild (10 Aufnahmen im Abstand von je 400 ms) festgehalten und anschlieend als Geschwin-

digkeitsdiagramm ausgegeben.

:‘ Retrac Tlral:king data [x]
File Edit Wew Images Help Sl el I Tracking | Diift obiect | Options |
I— I—  Prafile —
El 1’:? QHE _ﬁil m Ll jJ—Ll ar | Welocity Dlrectlonl
pmdz
1 Frame number 20
r DlstnbuElm 0z
B2 pmds ¥
L}
i Sﬂ Bk Drift
pen ave elete all data
TEAwE12(B0%) 462w 31pm | 1/20(0.0s) | Grey = 1.752um/s (0.2651umds | 221 values

Abbildung ITI-18: Durch Markieren der Filamentképfe mit der Computermaus (linkes Bild) kann das Programm
Retrac 2 bei gegebenen Werten fiir Zeitachse und Bildgrofie die Geschwindigkeitsverteilung der Filamente errechnen
(rechtes Bild). [aus Nick Carter, 2005, Retrac 2 — Tracking Software for Windows, Molecular Motors Group, Home-
page des Marie Curie Research Institute, Oxted, UK, http://mc11.mcti.ac.uk/Retrac/index.html, letzte Revision am
29.09.20006]

Ergebnis der manuelle Methode: 6,29 + 1,60 um/s (n = 190).
Ergebnis des Strukturtensorverfahren: 5,83 + 1,70 um/s (n = 135704).

Im Rahmen der Messgenauigkeit ist kein Unterschied zwischen den beiden Methoden festzustel-
len (siche auch Teil IV-1).
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3 Optische Falle

3.1 Physikalische Daten

Der Tweezeraufbau wurde detailliert von Vogel beschrieben [Vogel, 2004].
Die wichtigsten Bauteile des Moduls sind im folgenden aufgelistet und erlautert:

e cine Laserquelle, die aus einem diodengepumpten Nd:YVO -cw-Festkorperlaser der Wel-
lenlinge A = 1064 nm besteht

e cin elektrooptischer Modulator zur Regulierung der Lasetlichtleistung

e cin zweiteiliger akustooptischer Modulator zur Strahlablenkung

e cine Aufweitungs- und Einkoppeloptik

e mchrere Quadrantendetektoren, zur Positionsbestimmung von Objekten in der Opti-

schen Pinzette
311 Laserquelle

Die Anforderungen an den Laserstrahl, die fiir einen stabilen Betrieb der Optischen Pinzette
notwendig sind, betreffen vor allem Profilgiite, Profilstabilitit, Positionsstabilitit und Leistungs-
stabilitit. Aulerdem ist auf eine ausreichend hohe Leistungsreserve zu achten. Biologisches Mate-
rial weist im allgemeinen im nahen Infrarotbereich, das heil3t bei Wellenlingen um 1 pum, eine
geringere Lichtabsorption auf als zum Beispiel im sichtbaren Wellenldngenbereich. Optische Pin-
zetten in biomedizinischen Anwendungen werden daher in der Regel mit Laserwellenlingen im
genannten Bereich realisiert. Als besonders geeignet haben sich dabei auf Neodym basierte Fest-

korperlaser erwiesen.

Im hier beschriebenen Aufbau kommt ein Nd:YVO,-Laser (Yttrium-Vanadat) (J20-BL106C-2,
Spectra-Physics, Mountain View, California, USA) mit einer Ausgangsleistung von maximal 4 W
zum Einsatz. Der Laserstrahl selbst besitzt laut Herstellerspezifikation eine Wellenlinge von
1064 nm, ein TEMOO-Strahlprofil mit einer Strahlellipse <10 %, einen Strahldurchmesser von
0,42 mm, eine Halbwinkelstrahldivergenz von 1,7 mrad und ist vertikal polarisiert (>100 : 1).

Die Ausgangsleistung des Lasers kann im laufenden Betrieb geindert werden, allerdings dauert es

einige Sekunden, bis sich ein neu eingestellter Wert stabilisiert hat.
3.1.2 Leistungsregulation
Da die Ausgangsleistung des Lasers nur langsam eingestellt werden kann, wurde zur Regulation

der Leistung ein elektrooptischen Modulator (kurz EOM) (LM0202IR, 502052, LINOS Photo-

nics, Goéttingen) in den Strahlengang eingebaut. Dieser kann schnelle Leistungsinderungen im
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Zeitraum von Millisekunden durchfithren. Dabei wird an einen doppelbrechenden Kristall mit
Hilfe einer Art Plattenkondensator ein elektrisches Feld angelegt. Die Feldrichtung liegt dabei in
einer Ebene senkrecht zur Lichtausbreitungsrichtung. Mit der angelegten Spannung verandert
sich die optische Dichte und damit der Brechungsindex des Kristalls in Richtung des elektrischen
Feldes. Da der Kiristall nun unterschiedliche Brechungsindizes aufweist (senkrecht und parallel
zum elektrischen Feld), verindert er die Richtung der Polarisationsachse des transmittierenden
Lichts.

Betreibt man einen solchen Modulator zwischen parallel ausgerichteten Polarisatoren, so wird
eintretendes Licht zunichst polarisiert. Abhingig von der anliegenden Spannung wird die Polari-
sationsachse des Lichts gedreht, so dass durch den zweiten Polarisationsfilter, den Analysator,

nur ein Teil der Lichtintensitat austreten kann.
3.1.3 Strahlablenkung

Fir viele Anwendungen und Experimente ist es sinnvoll, den Fokus und damit das Kraftfeld der
Optischen Pinzette lateral verschiebbar zu machen. Mitunter ist es auch notwendig, zwei oder
mehr Optische Pinzetten zur Verfugung zu haben. Eine elegante Losung fur solche Aufgaben
sind die so genannten akustooptischen Deflektoren (kurz AOD). AOD sind Spezialfille von a-
kustooptischen Modulatoren (kurz AOM) und basieren wie diese auf der Bewegung d. h. Ablen-
kung des Laserlichts an einer akustischen stehenden Welle, die in einem Kiristall erzeugt wird. Der
entscheidende Vorteil dieser Methode ist, dass es sich im Gegensatz z. B. zu Spiegeln um einen
nicht-mechanischen Effekt handelt, der seht schnell variiert werden kann. Das obere Limit ist
lediglich durch die Schallgeschwindigkeit im verwendeten Kristall gegeben, so dass typische

Schaltzeiten im Bereich einiger weniger Mikrosekunden erreicht werden kénnen.

Im verwendeten Aufbau kommt ein Zweiachsen-Ablenkungssystem (DTD-274HAG, IntraActi-
on, Bellwood, IL, USA) zum Einsatz. Dieses besteht aus zwei gekreuzten, separat beschallbaren
AOD-Kiistallen aus Tellurdioxid (TeO,). Das System ist fir die Wellenlinge A = 1064 nm und
den Strahldurchmesser des Nd:YVO,-Lasers optimiert.

3.1.4 Strahleinkopplung

Eine Aufweitungseinheit dient dazu, den Durchmesser des Laserstrahls an den Durchmesser der
riickseitigen Objektivapertur anzupassen. Im Falle des 100x-Olimmersionsobjektivs sind dies
etwa 7 mm. Die Einkopplung in den Strahlengang des Mikroskops erfolgt tiber einen dichroi-
schen Spiegel. Dieser Spiegel (675DCSPXR, Chroma Technology Corp., Rockingham, VT, USA)
ist durchldssig fur Licht der Wellenlingen 450 — 650 nm und reflektiert Licht mit Wellenldngen
von 700 — 1100 nm.
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3.1.5 Positionsdetektion

Mit der Optischen Pinzette kénnen nun mikroskopische Objekte eingefangen und verschoben
werden. Bei vielen Experimenten ist es jedoch notwendig, gleichzeitig die Position oder die Posi-
tionsverschiebung der festgehaltenen Objekte zu messen. Eine Methode, die haufig zu diesem
Zweck eingesetzt wird, basiert auf so genannten Quadrantendioden [Svoboda and Block 1994,
Mehta et al., 1998, Stout und Webb, 1998]. Dabei handelt es sich um eine viergeteilte Photodio-
de, die aus vier unabhingig arbeitenden Photodioden besteht. Der riumliche Abstand zwischen
den einzelnen photoaktiven Oberflichen betrigt in der Regel nur wenige 10 um. Das Prinzip der
Positionsdetektion beruht nun darauf, dass ein Objekt auf das Array abgebildet wird. Verschiebt
sich dieses Objekt, verindern sich auch die Lichtanteile, die auf jede der vier Dioden fallen.
Wenn man die Photostréme jedes Quadranten einzeln in eine Spannung umwandelt und dann
die Uberkreuz-Differenzen bildet, erhilt man Signale, die einer kleinen Objektauslenkung pro-
portional folgen.

3.2  Herstellung beschichteter Latex Beads

Zur Herstellung der fluoreszenzmarkierten und NEM-beschichteten Beads werden Latexbeads
mit einem Durchmesser von 1,1 oder 3,0 pm verwendet (Latex Beads, LB-11 oder LB-30, Sigma-
Aldrich, Steinheim). Diese werden 10x griindlich mit HPLC-geeignetem Wasser gewaschen, um
die in der Latexdispersion enthaltenen Zusitze zu entfernen. AnschlieBend werden 10 pul der
Beads (2% m/m), 10 pl NEM-Myosin (80 pug/ml), 2,5 ul TRITC-Albumin (0,1 mg/ml, A2289,
Sigma-Aldrich, Steinheim) und 77,5 ul 1x HIS-Puffer [20 mM Phosphat, pH = 7,5, 500 mM KCl, 1 mM
EGTA] iber Nacht inkubiert.

Vor Versuchsdurchfiihrung wird die Suspension zentrifugiert und die Beads mit Hilfe des Ultra-
schallbades in AB/BSA erneut suspendiert. Zu 25 ul RhPh-Aktin (c = 100 ng/ml) werden 2 ul
der Bead-Suspension gegeben und einige Minuten auf Eis inkubiert. Abbildung II1-19 zeigt je-
weils ein Latexbead der GroBle 1,1 um (A) und 3,0 pum (B) mit angeheftetem Aktinfilament

(Pfeil).

rd

p- @
- B

Abbildung III-19: Fluoreszenzmarkierte sphirische NEM-Latex-Beads mit daran angeheftetem Rh-Ph-markiertem
Aktinfilament, Durchmesser des Beads in A 1,1 um (LB-11), Durchmesser des Beads in B 3 um (LLB-30).
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Teil IV

Ergebnisse

1 Geschwindigkeit von HMM

Um systematischer Fehler auszuschlieBen und um die Reproduzierbarkeit fritherer Ergebnisse zu
zeigen, wurde die Geschwindigkeit von unregulierten Aktinfilamenten tiber zufillig angeordnetes
HMM (c = 150 pg/ml) auf Nitrocellulose untersucht. Abbildung IV-1 A zeigt eine Originalse-
quenz des Motility Assays als Fluoreszenzaufnahme, bei der die Kopfregion eines Aktinfilamen-
tes durch den Pfeil gekennzeichnet ist. Abbildung IV-3 zeigt die Geschwindigkeitsverteilung die-

ser Sequenz.

Abbildung IV-1: A — Unregulierte fluoreszenzmarkierte Aktinfilamente (¢ = 100 ng/ml) bewegen sich iber HMM
(c = 150 pg/ml), das auf Nitrocellulose fixiert ist (T = 30°C, pCa = 9,0). Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt der
Originalaufnahmen einer 4-Sekunden-Sequenz. Der Pfeil markiert den Kopf eines Aktinfilamentes.

In Abbildung IV-2 B und C sind alle 100 Aufnahmen der gleichen Sequenz zu einem xyt-Stapel
kombiniert. Die Ansicht entlang der y-Achse in Teil B zeigt den zeitlichen Verlauf der Filament-
bewegungen und stellt somit die Geschwindigkeit der Filamente darstellen. Hierbei ist die Ge-
schwindigkeit um so grofler, je flacher die ,,Bewegungsstreifen verlaufen, stehende Filamente
stellen sich als senkrechte Sdulen da. Die Ansicht entlang der t-Achse in Teil C gibt Aufschluss
Uber die rdumliche Bewegung der Filamente. Die randomisierte Bewegungsrichtung stellt sich in

S-fémigen ,,Bewegungsstreifen® dar.

~63-



Ergebnisse

§EsTS _.Aa_‘I:::;:‘ﬁ A

s

i
) '
g 0
G ¥
“5
\ 4 1§ { ki
A , W ] -
‘5\ : ,f,fJ gl < fy AT
§ofg G N i
ir 43 = ¢ & { i
Ifi d M QO % @ z i
AN G A LA =
gl B - ff v 3
3 Sl i i & ,
3 i '»3 Wt b B
i Zi 5
o ¢ i
™ s ¥4
.{"’" Y F ~ 3 A '»{ £} "{
‘ 3% / ; %
, L & 4 B e
y & "‘ .",‘f r'/ ,'/. f "’
t)ff‘;“:_" R 3 <Y f‘:v’ =
- X

Abbildung IV-2: B und C — Alle 100 Aufnahmen der 4-Sekunden-Sequenz aus Abbildung IV-1 wurden zu einem
xyt-Stapel kombiniert. In B blickt man entlang der y-Achse, in C entlang der t-Achse. Die Abbildungen sollen ver-
deutlichen, dass es bei der votliegenden Versuchsanordnung keine bevorzugte Laufrichtung der Filamente gibt. Au-
Berdem kann durch die Steilheit bzw. Linge der ,,Bewegungsstreifen® die Geschwindigkeit visualisiert werden. Ste-
hende Filamente werden in Teil B als senkrechte Sdulen sichtbar.

Die Geschwindigkeitsverteilung in Abbildung IV-3 zeigt im Bereich bis 3 pm/s eine deutliche
Abweichung von der angelegten Gaul3verteilung. Dieser Unterschied entsteht durch nicht motile
Filamente, die bei der Berechnung der Gaufliverteilung nicht beriicksichtigt wurden (vergl.
Teil I11-2.9). Frithere Studien haben bei der Berechnung der Geschwindigkeiten dhnlich stehen-
den Filamenten aus der Kalkulation herausgenommen [Guo and Guilford, 2004].

Die so gemessene Geschwindigkeit betrug 5,83 + 1,70 um/s und stimmte sehr gut mit den Et-
gebnissenen fritherer Studien tberein. Entsprechende Werte aus der Literatur sind fiir ahnliche
konzipierte Experimente 5,22 + 0,98 um/s bei 30°C [Liang et al.,, 2003], 3,9 £ 0,08 um/s bei
25°C [Fraser and Marston, 1995], 3,33 + 0,03 um/s bei 22°C [Homsher et al., 2000] und
6,4+ 0,4 um/s bei 25°C [Homsher et. al, 1996].
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Abbildung IV-3: Geschwindigkeitsverteilung von untreguliertem RhPh-Aktin (c = 100 ng/ml) tber HMM
(c = 150 pg/ml) auf Nitrocellulose (T = 30°C, pCa = 9,0). Zur Berechnung der GauBfunktion wurden die Daten mit
einer Geschwindigkeit <2,0 pm/s und >14 um/s entfernt. Die mittlere Geschwindigkeit betrigt 5,83 £ 1,70 um/s
(n = 135.704).

Das Ergebnis der Kontrollexperimente mit unreguliertem Aktin tdber HMM wurden durch eine
manuelle Auswertung mit Retrac (siche Teil I1I-2.9) zusitzlich bestitigt. Die gemessene Ge-
schwindigkeit der automatisierten Auswertung ergab 5,83 = 1,70 um/s. Die manuelle Methode
ergab bei der Auswertung identischer Sequenzen ein Wert von 6,29 £ 1,60 um/s (siche
Abbildung IV-4).

Retrac 2 f |

Strukturtensor f |

2 3 4 5 6 7 8
Geschwindigkeit [um/s]

Abbildung IV-4: Der Vergleich der beiden Auswertungsverfahren zeigt, dass die Mittelwerte der Geschwindigkeits-
verteilungen im Rahmen der Messgenauigkeit Gibereinstimmen. Die manuelle Methode (Retrac2) unterliegt jedoch
groBeren Ungenauigkeiten. Die Auswertung mit dem Strukturtensorverfahren ergibt eine Geschwindigkeit von
5,83 + 1,70 um/s (n = 135.704), die manuelle Auswertung der gleichen Sequenz ergibt 6,29 £ 1,60 pm/s (n = 187).
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Die Anwendung des Programms Retrac fithrt zu groleren Ungenauigkeiten, da das Tracken per
Mausklick mit geringerer Prizision erfolgt, als es mit dem Strukturtensorverfahren mdglich ist.
Die Methode wird vor allem dadurch beeinflusst, dass die auswertende Person eine nicht objekti-
ve Auswahl der Filamente trifft. Automatisch tendiert man zu besonders kontrastreichen Fila-
menten, die sich ausgesprochen deutlich bewegen und verfilscht dadurch die Geschwindigkeits-

verteilung hin zu héheren Werten.
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2 Ausschluss von Ionenstirkeeffekten

Um einen grundsitzlichen Einfluss (nicht regulatorisch) der Ca*'-Ton auf die Bewegung auszu-
schlieen, wurde die Geschwindigkeit von unregulierten Aktinfilamenten auf Myosin aus Einzel-
faserextraktionen mit und ohne Ca**-lonen untersucht. Hierfiir wurden drei Flow-Cells mit
62.774 (pCa 9,0) und 11.058 (pCa 4,66) Einzelereignissen ausgewertet. Geschwindigkeiten unter
8 um/s wurden fur die Berechnung der Gauliverteilungen der beiden Populationen herausgelas-
sen. Die GauBverteilung bei pCa 9,0 hat einen Mittelwert von 12,70 £ 3,88 um/s, die Verteilung
bei pCa 4,66 einen Mittelwert von 13,33 + 545 um/s. Die Einzelwerte sind Tabelle IV-1 zu ent-

nehmen.

Im Rahmen der Messgenauigkeit hatte die An- bzw. Abwesenheit der Calciumionen in den bei-
den verwendeten Puffern AB/MC/pCa 9,0 und AB/MC/pCa 4,66 keinen Einfluss auf die Ge-
schwindigkeit der Filamente. Abbildung IV-5 zeigt zwei exemplarische Verteilung (mit Calcium —
schwarze Kreise, ohne Calcium — offene Dreiecke) eines Versuches. Die Mittelwerte der Gaul3-
verteilungen fallen zusammen. Dies stimmt mit fritheren Experimenten tberein [Gordon et al.,
1997, 2000], [Homsher et al., 1996, 2000]. Die Studien von Guo und Guilford stellten sogar eine
Verminderung der Geschwindigkeit im Motility Assay bei Erhchung der Ionenstirke tber
78 mM fest [Guo und Guilford, 2004].
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Abbildung IV-5: Geschwindigkeitsverteilung eines Kontrollexperimentes zur Quantifizierung des Einflusses von
Calcium-Ionen auf die Geschwindigkeit von unregulierten Aktinfilamenten. Die mittlere Geschwindigkeit bei
pCa = 4,66 betrug 13,33 £ 545 um/s (schwarze Kreise), die mittlere Geschwindigkeit ohne Calcium-Ionen
(pCa = 9,0) betrug 12,70 £ 3,88 um/s (offene Dreiecke). Beide Verteilungen wurden auf identischen Myosinpopula-
tionen bei T = 30°C gemessen.
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Standardab- Standardab- :
Flow-Cell- = . = . Regressions-
Nr. . Mittelwert  weichung des Sigma weichung von .
Bezeichnung X i koeffizient
Mittelwertes Sigma
1 FC 2 ohne Calcium 12,69 0,14 5,55 0,21 0,981
2 FC 2 mit Calcium 14,95 0,19 5,02 0,34 0,913
5 FC 4 ohne Calcium 12,03 0,10 4,75 0,13 0,989
6 FC 4 mit Calcium 12,49 0,77 9,27 1,98 0,859
7  FC 5 mit Calcium 12,80 0,03 3,46 0,04 0,996
8 FC 5 ohne Calcium 12,82 0,13 4,86 0,18 0,976

Tabelle IV-1: Gemessene Geschwindigkeiten von unregulierten Aktinfilamenten der paarweise durchgefithrten Ver-
suche mit und ohne Ca?*-Ionen tber identische Myosinpopulationen aus Einzelfaserextraktion. Um systematische
Fehler auszuschliefien, wurde die Reihenfolge der getesteten Losungen variiert. Die Werte zeigen den Mittelwert der
errechneten Gaul3verteilung mit seiner Standardabweichung und das Sigma der Verteilung mit seiner Standardabwei-
chung sowie den Regressionskoeffizienten.
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3 Faser-Kraft-Versuche

Mit einem Force-Transducer-Setup [Giith et al., 1978], das Kraftmessungen an gehauteten Ein-
zelfasern zuliel3, wurden Vorversuchen durchgefiihrt, die der Ermittlung der optimale Konzentra-

tion von Calciumionen in den Pufferl6sungen dienten.

Mit diesem etablierten Setup wurden verschiedene Puffer untersucht, deren Grundzusammenset-
zung spiter im Motility Assay Anwendung fand. Die verschiedenen Calciumkonzentrationen
(siche Tabelle IV-2) wurden getestet, um herauszufinden, bei welcher absoluten Calciumkonzent-
ration eine maximale Kraftentwicklung stattfinden kann. Die entsprechenden freien Calciumkon-

zentrationen dieser Losungen wurden mit CHEAQS berechnet (vergl. Teil 111-2.3).

verwendeter Puffer Calciumkonzentration absolut mit CHEAQS errechnete freie
Calciumkonzentration als pCa

Puffer 0 0 mM ~
Puffer 6 6 mM 6,82
Puffer 7 7 mM 6,62
Puffer 8 8 mM 6,38
Puffer 9 9 mM 6,02
Puffer 9,5 9,5 mM 5,70
Puffer 10,1 10,1 mM 4,27

Tabelle TV-2: Ubersicht der verwendeten Puffer in den Faser-Kraft-Versuchen mit absoluter und errechneter freier
Calciumkonzentration.

~9,00
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relative Kraftentwicklung
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Abbildung IV-6: Relative Kraftentwicklung einer EDI.-Muskelfaser in einem Force-Transducer. Die Faser wurde bis
zum Erreichen einer konstanten Kraft in der jeweiligen Versuchslésung gebadet. Bis zur maximalen Kraft wurden
nacheinander die Losungen mit ansteigender Calciumkonzentration (angegeben als pCa der freien Calciumionen)
verwendet.
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Ab einem pCa von 6,62 bis zu einem pCa von 5,70 ist eine rasche Zunahme der relativen Kraft
der Muskelfaser zu erkennen (siche Abbildung IV-6). Die Fasern wurden bis zur Ausbildung ei-
ner Plateauphase in der jeweiligen Versuchslosung belassen. Eine Erhéhung der Calciumkonzent-
ration iiber pCa 5,70 bewirkt keine weitere Kraftsteigerung. Die Calciumkonzentration des ma-

ximal aktivierenden Puffers im Assay wurde auf pCa 4,66 eingestellt.

0.8
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relative Kraftentwicklung
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Abbildung IV-7: pCa-Kraft-Diagramm einer EDI.-Muskelfaser, das mit dem Force-Transducer aufgezeichnet wurde.
Die Kraftdaten aus Abbildung IV-6 sind gegen den pCa der Versuchslésungen aufgetragen und zeigen die Ausbil-
dung der Plateauphase bei hohen Calciumkonzentrationen.

In Abbildung IV-7 ist zur Verdeutlichung der Plateauphase die relative Kraft gegen pCa aufgetra-
gen. Man erkennt die steile Kraft-Calcium-Beziehung im Bereich zwischen pCa 6,82 und 5,70.

~70 -



Geschwindigkeit von Soleus-Myosin

4 FEinfluss der Calciumkonzentration auf die Ge-

schwindigkeit von Soleus-Myosin

Zu Beginn der Arbeit wurde auf der Suche nach einem geeigneten Muskel auch eine Versuchsse-
rie mit Soleus-Myosin durchgefiihrt. Dabei wurden Assay-Puffer mit verschiedenen Calciumstu-
fen (5mM, 75mM und 10,1 mM absolute Ca*'-Konzentration entspricht freien Ca*'-
Konzentrationen von pCa = 6,99, 6,50 und 4,27) verwendet.

Erwartungsgemal3 waren die Geschwindigkeiten von Soleus-Myosin (als langsamer, ausdauernder

Muskel) wesentlich geringer, als die des spiter verwendeten EDL-Myosins.
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Abbildung IV-8: Calciumabhingige Geschwindigkeit von Soleus-Myosin aus Einzelfaserextraktion bei verschiedenen
Calciumstufen (angegeben als pCa der freien Calciumionen). Problematisch bei der Auswertung ist die Uberlagerung
der stehenden Filamente mit den sich bewegenden Filamenten bei geringen Geschwindigkeiten (schwarze Kurve,
vergl. Teil ITI-2.9). Schén zu erkennen ist jedoch, dass selbst Soleus-Myosin bei vollstindiger Calciumregulation
durch die parallele Anordnung der Myosinképfe ungewohnlich hohe Geschwindigkeiten erreichen kann.

Die Steigerung der Calciumkonzentration in den Versuchslosungen verursachte eine Verschie-
bung der Verteilungsmaxima von 0,58 tber 3,5 bis zu 8,17 um/s (siche Abbildung IV-8). Diese
Abhingigkeit war ein Nachweis fir die Funktionsfahigkeit und zugleich fiir die Calciumsensitivi-
tit des Modells. Auch zeigte sich die Uberlagerung der verschiedenen Geschwindigkeitsverteilun-
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gen deutlich. Wo bei pCa 6,99 noch keine Trennung von stehenden und sich bewegenden Fila-
menten zu erkennen ist, wird der Unterschied mit zunehmender Calciumkonzentration (und da-
mit zunehmender Geschwindigkeit) grofler. Man sieht bei den beiden schnelleren Verteilungen

deutlich ein zweites Maximum zwischen 0 und 1,5 um/s (vergl. auch Teil II1-2.9).
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5 Geschwindigkeit von unregulierten Filamenten

iiber Myosin aus EDL-Einzelfaserextraktion

In einer ersten Serie von Experimenten wurde die Bewegung von unregulierten RhPh-
Aktinfilamenten tUber parallel orientiertes Myosin — extrahiert aus EDL-Einzelfaserpriparationen
— untersucht. Eine priparierte Faser wurde exakt halbiert, die beiden Faserhilften in zwei bau-
gleiche Flow-Cells eingebracht und 15 Minuten mit 10 ul Myosinextraktionspuffer [25 mM HEPES,
pH = 7,6, 0,5M KCl, 4 mM MgCl,, 4 mM EGTA, 2 mM Na,ATP, 1 mM DTT (frisch)] auf Eis extrahiert. Die
Temperaturregulation der Objektivheizung wurde auf 30°C eingestellt. Die ausgewerteten Se-
quenzen wurden in der Mitte des Myosinschweifs mit héchster Dichte aufgenommen (vgl. [H66k
et. al, 1999 und 2000]). In diesem Bereich sind Myosinképfe parallel ausgerichtet und die Ge-

schwindigkeit erreicht ihr Maximum mit Werten von tber 10 um/s.

Einzelgauf}, Fehler der Einzelgauf3,

Nr. Floxrv-Cell- Einzelgaul, Fehler des Standard- Standard- Regressions-
Bezeichnung Zentralwert Zentralwerts abweichung abweichung Koeffizient
1 0421 FC 4a 10,37 0,28 2,49 0,32 0,81
2 0426 FC 4a 10,84 0,09 4,35 0,09 1,00
3 0503 FC 2a 12,69 0,14 5,55 0,21 0,98
4 0503 FC 4a 12,03 0,10 4,75 0,13 0,99
5 0504 FC 2a 12,80 0,03 3,46 0,04 1,00
6 0504 FC 3a 9,60 0,16 3,13 0,15 0,98
7 0615 FC 2 16,28 0,07 5,00 0,14 0,98
8 0615 FC 3 8,56 0,21 3,94 0,15 0,99
9 0615 FC 4 15,71 0,07 3,34 0,10 0,98
10 0615 FC 6 11,89 0,06 3,91 0,08 0,99
11 0615 FC 7 19,01 0,15 5,24 0,52 0,91
12 0623 FC 2a 8,33 0,12 3,28 0,08 1,00
13 0623 FC 5a 13,44 0,17 6,31 0,32 0,97
14 0624 FC 2a 14,08 0,07 5,05 0,12 0,99
15 0629 FC 3a 12,08 0,09 5,36 0,12 0,99
16 0629 FC 4a 11,52 0,38 7,37 0,57 0,96
17 0629 FC 5a 16,12 0,07 4,59 0,14 0,98

Tabelle IV-3: Geschwindigkeiten der ungepaarten Versuche mit unregulierten Filamentbewegungen tber Myosin aus
Einzelfaserextraktion.

Insgesamt wurden fiir die ungepaarten unregulierten Filamentbewegungen Sequenzen von 17

verschiedenen Flow-Cells ausgewertete. Die einzelnen Werte sind in Tabelle IV-3 zusammenge-
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stellt. Dabei wurden Geschwindigkeiten unter 8 um/s aufler Acht gelassen und insgesamt
319.553 Filamentbewegungen analysiert. Im Gegensatz zu den oben genannten HMM-Daten
weisen die Daten von Myosin einen hoheren Anteil an Rauschen auf. Dieses Rauschen verur-
sacht eine Verschiebung der Geschwindigkeitsverteilungen hin zu hoheren Werten, wenn die
Verteilung auf 30 um/s ausgedehnt wird. Als Mittelwert der Gruppe ergibt sich eine Geschwin-
digkeit von 15,48 + 528 um/s. Die Berechnung der Gaullverteilungen mit einem konstanten
Offsetparameter fithrt zu einer Geschwindigkeit von 12,00 * 5,25 um/s (R = 0,998). Bei dieser

Berechnung wurden ca. 220.000 Einzelereignisse in die Kalkulation mit einbezogen.

Abbildung IV-10 zeigt in A Fluoreszenzaufnahmen einer 4-Sekunden-Sequenz des Motility As-
says, bei dem die parallel ausgerichtete Bewegung der Aktinfilamente aufgezeigt wird. Exempla-
risch wurde die Bewegung eines Aktinfilamentes mit einem Pfeil gekennzeichnet. In B und C
sind alle 100 Bilder der Sequenz zu einem xyt-Stapel kombiniert worden. Die Geschwindigkeit
der Filamente wird durch die Steilheit der ,,Bewegungsstreifen® in B visualisiert, wohingegen die
parallele Anordnung der Bewegungsrichtung in C gut zu erkennen ist. Wie in Abbildung IV-2

sind auch hier stehende Filamente durch senkrechte Saulen zu erkennen.

Die Geschwindigkeitsverteilung der Motility Assay Sequenzen mit unregulierten Aktinfilamenten
fihrt zum in Abbildung IV-9 gezeigten Verteilungsdiagramm.
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Abbildung IV-9: Geschwindigkeitsverteilung von unreguliertem RhPh-Aktin tber Myosin aus EDL-

Einzelfaserextraktion (weile Kreise) mit angelegtem GauB-Fit (schwarze Linie), pCa = 9,0, T = 30°C. Die mittlere
Geschwindigkeit betrdgt 12,00 £ 5,25 um/s (R = 0,998).
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Abbildung IV-10: A — Unregulierte fluoteszenzmarkierte Aktinfilamente (¢ = 100 ng/ml) bewegen sich tber frisch
extrahiertes Myosin einer EDL-Faser, das auf Nitrocellulose fixiert ist (T = 30°C, pCa = 9,0). Die Abbildung zeigt
einen Ausschnitt der Originalaufnahmen einer 4-Sekunden-Sequenz. Der Pfeil markiert die Bewegung des einen
Aktinfilamentes. B und C — Alle 100 Aufnahmen der 4-Sekunden-Sequenz wurden zu einem xyt-Stapel kombiniert.
In B blickt man entlang der y-Achse, in C entlang der t-Achse. Die Abbildungen sollen die bevorzugte Laufrichtung
der Filamente verdeutlichen. AuBlerdem kann durch die Steilheit bzw. Linge der ,,Bewegungsstreifen” die Ge-
schwindigkeit visualisiert werden. Stehende Filamente werden in Teil B als senkrechte Sdulen sichtbar.
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6 Geschwindigkeit von regulierten Filamenten tiber

Myosin aus EDL-Einzelfaserextraktion

In einer zweiten Gruppe von Experimenten wurde die Bewegung von calciumregulierten RhPh-
Aktinfilamenten tUber parallel orientiertes Myosin — extrahiert aus EDL-Einzelfaserpriparationen
— untersucht. Die zweite Hilfte der unter Teil IV-5 verwendeten Fasern wurde in eine baugleiche
Flow-Cell eingebracht und exakt gleich behandelt (15 Minuten Extraktion mit 10 ul Myosin-
extraktionspuffer auf Eis, Objektivheizung auf 30°C, Aufnahme in der Mitte des Myosinschweifs
mit hochster Dichte).

Insgesamt wurden fiir die ungepaarten regulierten Filamentbewegungen Sequenzen von 11 ver-
schiedenen Flow-Cells ausgewertet. Die einzelnen Werte sind Tabelle IV-4 zu entnehmen. Dabei
wurden 106.501 Filamentbewegungen analysiert. Geschwindigkeiten unter 8 um/s wurde wieder
aus der Berechnung herausgelassen. Als Mittelwert dieser Gruppe ergibt sich eine Geschwindig-
keit von 14,03 + 5,68 um/s (R = 0,997).

Dabei traten auch erstmals Geschwindigkeiten von deutlich mehr als 20 um/s auf.

= Einzelgaufl, Fehler der Einzelgauf},
Einzelgaull, Fehler des

Nr. Flow-Cell-Bezeichnung Zentralwert Zentralwerts Stan.datd- Stan.datd- Regressfons-
abweichung abweichung koeffizient
1 0503 EDL sf FC 2b reg 21,09 0,19 5,53 0,37 0,91
2 0503 EDL sf FC 4b reg 14,82 0,28 1,76 0,31 0,58
3 0504 EDL sf FC 3b reg 17,10 0,07 4,32 0,13 0,98
4 0421 EDL sf FC 4b reg 10,84 0,10 6,37 0,15 0,99
5 0623 EDL sf FC 2b reg 16,24 0,09 4,25 0,15 0,97
6 0623 EDL sf FC 5b reg 13,75 0,08 4,48 0,13 0,98
7 0624 EDL sf FC 2b reg 18,67 0,23 6,12 0,81 0,84
8 0426 EDL sf FC 4b reg 18,04 0,20 6,59 0,92 0,87
9 0629 EDL sf FC 3b reg 12,63 0,11 4,50 0,16 0,96
10 0629 EDL sf FC 4b reg 18,89 0,15 591 0,46 0,93
11 0629 EDL sf FC 5b reg 18,63 0,18 6,43 0,70 0,90

Tabelle IV-4: Geschwindigkeiten der ungepaarten Versuche mit regulierten Filamentbewegungen tber Myosin aus
Einzelfaserextraktion.
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Abbildung IV-11: A — Reguliette fluoreszenzmarkierte Aktinfilamente (c = 100 ng/ml) bewegen sich uber frisch
extrahiertes Myosin einer EDL-Faser, das auf Nitrocellulose fixiert ist (T = 30°C, pCa = 9,0). Die Abbildung zeigt
einen Ausschnitt der Originalaufnahmen einer 4-Sekunden-Sequenz. Der Pfeil markiert die Bewegung eines Aktinfi-
lamentes. Es dndert seine Laufrichtung um 180° im vierten Bild. Das regulierte Filament legt in gleicher Zeit im
Vergleich zu seinem unregulierten Vergleichsfilament etwa die doppelte Strecke zuriick. B und C — Alle 100 Auf-
nahmen der 4-Sekunden-Sequenz wurden zu einem xyt-Stapel kombiniert. In B blickt man entlang der y-Achse, in C
entlang der t-Achse.

Abbildung IV-11 zeigt in A wieder die Fluoreszenzaufnahmen einer 4-Sekunden-Sequenz des
Motility Assays. Exemplarisch wurde die Bewegung eines Aktinfilamentes mit einem Pfeil ge-
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kennzeichnet. In B und C sind alle 100 Bilder der Sequenz zu einem xyt-Stapel kombiniert wor-
den. Die Geschwindigkeit der Filamente wird durch die Steilheit der ,,Bewegungsstreifen® in B
visualisiert, wohingegen die parallele Anordnung der Bewegungsrichtung in C gut zu erkennen
ist. Wie in Abbildung IV-2 sind auch hier stehende Filamente durch senkrechte Siulen zu erken-
nen.

Bei der Auswertung dieser Experimente wurde nur ein einzelner Gaul3-Fit angelegt. Das Auftre-
ten von ,,Verunreinigungen® durch nicht vollstindig regulierte Filamente, fithrte zum Auftreten
eines zweiten Peaks unterschiedlich starker Ausprigung, der bei deutlich geringeren Geschwin-
digkeitsmittelwerten der unregulierten Filamente lag (siche Teil IV-5). Ein mathematischer An-
satz, die beiden sich tberlagernden GauB3kurven rechnerisch exakt voneinander zu trennen war
nicht I9sbar, so dass als Bewertungskriterium fiir die Geschwindigkeit der Mittelwert der Ge-
samtverteilung herangezogen wurde. Abbildung IV-12 zeigt die Geschwindigkeitsverteilung von
regulierten Aktinfilamenten tber Myosin aus EDL-Einzelfaserextraktion mit dem Maximum bei

ca. 11,5 um/s, das durch die nicht vollstindig regulierten Filamente verursacht wird.
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Abbildung IV-12: Geschwindigkeitsverteilung von reguliertem RhPh-Aktin  tber Myosin aus EDL-
Einzelfaserextraktion, pCa = 4,66, 30°C. Man erkennt die beiden Maxima bei ca. 11,5 und ca. 17 um/s, die von den
beiden Filamentpopulationen (unreguliert und reguliert) hervorgerufen werden.
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7 Geschwindigkeit von unregulierten und regulier-
ten Filamenten tiber identisches Myosin aus
EDL-Einzelfaserextraktion (gepaarte Stichpro-
ben)

Um Unterschiede in Myosindichte und Anordnung auszuschlieBen wurden bei weiteren Versu-
chen die Messung von unregulierten und regulierten RhPh-Aktinfilamenten in einer Versuchs-
kammer durchgefithrt. Dazu wurde eine EDL-Einzelfaserextraktion durchgeftihrt und zunichst
unreguliertes RhPh-Aktin gemessen, die Flow-Cell mit AB+-Puffer von Aktinfilamenten freige-
waschen und anschliefend regulierte Filamente in die Flow-Cell eingespilt. Abwechselnd wurde
die Reihenfolge von unregulierten und regulierten Filamenten variiert, um einen systematischen

Fehler auszuschliel3en.

Bei diesen Versuchspaarungen kann man mit Sicherheit davon ausgehen, dass die Myosinpopula-
tion und -konzentration der Flow-Cell identisch ist und nicht durch die Teilung der Faser, unter-
schiedlich langen Extraktionszeiten und/oder Extraktionstemperaturen und Puffermengen (wenn

auch nur in sehr geringem Umfang) beeinflusst wird.

Bei dieser ,,gepaarten” Versuchanordnung wurden 6 Flow-Cell-Paare vermessen. Dabei wurden
44.563 regulierte und 75.273 unregulierte Filamentbewegungen aufgenommen. Als Mittelwert der
beiden Gruppen ergab sich fir die unregulierten Ergebnisse ein Mittelwert von
15,35 + 4,83 um/s und fiir die regulierten ein Mittelwerte von 20,50 £ 4,64 um/s. Tabelle IV-5
zeigt die Messwerte der unregulierten Aktinfilamente, Tabelle IV-6 die Werte der regulierten Fi-

lamente tGber die entsprechende identische Myosinpopulation.

Einzelgauf}, Fehler der  Einzelgauf},

Flow-Cell- Einzelgauf}, Fehler des .
Nr. . Standard- Standard- Regressions-
Bezeichnung Zentralwert  Zentralwerts : : .
abweichung abweichung koeffizient

1 1006 EDL sf FC 2 15,37 0,15 6,80 0,19 0,97
2 1006 EDL sf FC 3 11,32 0,50 8,09 0,45 0,96
3 1006 EDL sf FC 4 19,87 0,95 12,16 2,05 0,64
4 1013 EDL sf FC 2 7,94 1,14 7,51 0,73 0,93
5 1013 EDL sf FC 3 13,56 0,58 7,11 0,66 0,83
6 1019 EDL sf FC 4 23,60 0,54 9,07 1,04 0,68
7 1019 EDL sf FC 5 15,78 0,15 6,79 0,19 0,97

Tabelle IV-5: Geschwindigkeiten der unregulierten Aktinfilaimente aus gepaarten Versuchen. Nacheinander wurden
unregulierte und regulierte (oder umgekehrt) Filamentbewegungen in der gleichen Versuchskammer vermessen.
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Einzelgauf} Fehler d Einzelgaul}
Flow-Cell- Einzelgauf3, Fehler des inzegaus, eer ce nzegaut,

Nr. Bezeichnung Zentralwert  Zentralwerts Stan.dard- Stan.dard- Regress%ons-
abweichung abweichung koeffizient
1 1006 EDL sf FC 2 22,81 0,72 9,47 1,13 0,80
2 1006 EDL sf FC 3 21,75 0,59 9,03 0,97 0,74
3 1006 EDL st FC 4 14,99 9,41 12,88 5,77 0,76
4 1013 EDL sf FC 2 13,83 0,16 5,53 0,19 0,96
5 1013 EDL sf FC 3 20,99 0,53 6,75 0,71 0,76
6 1019 EDL st FC 4 28,79 0,60 4,42 0,78 0,62
7 1019 EDL sf FC 5 20,31 0,55 7,80 0,60 0,92

Tabelle IV-6: Geschwindigkeiten der regulierten Aktinfilamente aus gepaarten Versuchen. Nacheinander wurden
unregulierte und regulierte (oder umgekehrt) Filamentbewegungen in der gleichen Versuchskammer vermessen.

relative Haufigkeit
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Abbildung IV-13: Beispiel der Geschwindigkeitsverteilungen einer Aktinpopulation tiber Myosin aus Einzelfaserex-
traktion unreguliert (offene Kreise, links) und reguliert mit maximaler Calciumaktivierung (schwarze Kreise, rechts)
nacheinander in der selben Flow-Cell. Bei den calciumregulierten Filamenten sind die zwei Maxima zu erkennen, die
von einem Teil unregulierter Filamente und dem Hauptteil vollstindig regulierter Filamente verursacht wird.
vu = 15,37 + 6,80 um/s, v: = 22,81 + 9,47 um/s.

Abbildung IV-13 zeigt exemplarisch die Geschwindigkeitsverteilungen von unregulierten Fila-
menten (weille Kreise, links) und regulierten Aktinen (schwarze Kreise, rechts) tber identisches
Myosin aus Einzelfaserextraktion. Zur Verdeutlichung der ,,Verunreinigung® durch unregulierte
Filamente, sind in Abbildung IV-14 die beiden Verteilungen iibereinander gelegt. Hierbei erkennt

man (gekennzeichnet durch die roten Pfeile) die Ubereinstimmung der Geschwindigkeitsmaxima.
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Abbildung IV-14: Daten aus Abbildung IV-13 als Giberlagertes Liniendiagramm. Unregulierte Filamentgeschwindig-
keit (hellgrau) und regulierte Filamentgeschwindigkeit (dunkelgrau) mit den dazugehorigen Gauliverteilungen. Das
Zusammenfallen des Maximums der unregulierten Verteilung mit dem ersten Maximum der regulierten Population
ist erkennbar (roter Pfeil).

Der Vergleich der relativen Geschwindigkeiten aller Versuchspaare (Abbildung IV-15) fiihrt zu
einer durchschnittlichen Steigerung der Geschwindigkeit um den Faktor 1,42 + 0,35.

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6 1.8 2

relative Geschwindigkeit
Abbildung IV-15: Relative Geschwindigkeiten von unreguliertem Aktin (1) und reguliertem Aktin (2) mit maximaler

Calciumaktivierung. Die Geschwindigkeit der regulierten Filamente ist im Schnitt um den Faktor 1,42 & 0,35 groBer
als die der unregulierten Vergleichspopulation iiber identische Myosinverteilungen. (n = 7)
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Abbildung IV-16 zeigt die Verinderung der Geschwindigkeiten der einzelnen Flow-Cells mit
unregulierten und regulierten Filamenten.
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Abbildung IV-16: Geschwindigkeitsverinderung der gepaarten Versuche. Weille Kreise kennzeichnen die mittlere
Geschwindigkeit der unregulierten Aktinfilamente und schwarze Raueten kennzeichnen die Geschwindigkeit der
dazugehérigen regulierten Aktinpopulation, die auf identischen Myosinoberflichen gemessen wurden. Die Fehler-
balken kennzeichnen jeweilige die einseitige Standardabweichung. Flow-Cell Nr. 3 ist als Ausreifler zu werten.
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8 Einfluss von MyBP-C auf die Filamentgeschwin-
digkeit

Als Beispiel einer Anwendung wurde der Einfluss des sNC2-Fragments von Myosin Binding
Protein C (MyBP-C) auf die Geschwindigkeiten im Motility Assay untersucht. Das Protein wurde
freundlicherweise von Mathias Gautel vom Kings College London, UK zur Verfiigung gestellt.

MyBP-C ist ein Protein, das in der Physiologie des Herzmuskels und der Pathophysiologie einer
vererbbaren Herzmuskelschwiche (familidre hypertrophe Cardiomyopathie) eine entscheidende
Rolle spielt. Das Proteinfragment wurde exemplarisch ausgewihlt, um zu zeigen, dass das entwi-
ckelte Modell in der Lage ist, die Interaktionen von Proteinen und anderen Substanzen mit den
Motorproteinen durch die Verdnderung der Geschwindigkeit im Motility Assay (und spiter auch
durch die Verinderung der Kraftentwicklung mit der Optischen Falle) zu quantifizieren.

Vor dem Einsatz im Motility Assay wurde das Protein in AB/BSA umgepuffert und 1:10 ver-
dinnt. Die Konzentration betrug dann 110 pg/ml.

In den Experimenten stellte sich heraus, dass das Fragment die Geschwindigkeit der Aktinfila-
mente erheblich verlangsamte (siche Abbildung IV-17). Die Geschwindigkeit der Filamente, die
mit MyBP-C interagieren betrigt nur 72,27 £ 8,03 % der Kontrollgeschwindigkeit (n = 5 Flow-
Cells).
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Abbildung IV-17: Verinderung der relativen Geschwindigkeit von regulierten RhPh-Aktinfilamenten im Motility
Assay durch Zugabe des sNC2-Fragmentes von MyBP-C (c = 110 pg/ml) T = 30°C. Die Geschwindigkeit der Fila-
mente, die mit MyBP-C interagieren betrigt nur 72,27 & 8,03 % der Kontrollgeschwindigkeit, n = 5 Flow-Cells.
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relative Haufigkeit
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Abbildung IV-18: Verinderung der Geschwindigkeitsverteilung von unregulierten RhPh-Aktinfilamenten tber
HMM (300 pm/ml) in A und von regulierten Filamenten Uber Myosin aus EDL-Einzelfaserextraktion in B. Die
Geschwindigkeitsverteilung des Kontrollexperiments (dunkle Symbole, Dreiecke = HMM, Kreise = Myosin) mit
entsprechendem GauB3-Fit (schwarze Linie) und die Geschwindigkeitsverteilung mit Zusatz von MyBP-C
(c =110 ng/ml) (offene Symbole) mit entsprechendem GauB3-Fit (gepunktete Linie) zeigen die Verschiebung zu
langsameren Mittelwerten.
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Teil V

Diskussion

Das Hauptziel dieser Arbeit war das Annihern des iz vitro Motility Assays an moglichst physiolo-
gische Bedingungen. Die Aussagekraft des Assay beruht auf seiner Spezifitit, mit der chemisch
und genetisch verinderte Proteine im Versuchsablauf ausgetauscht werden kénnen, um ihre me-
chanischen und biochemischen Eigenschaften zu untersuchen. Grof3ter Kritikpunkt des Assays
war aber seit lingerem die Problematik, dass es nicht méglich war, die Verkiirzungsgeschwindig-
keiten von intakten Muskelfasern (> 10 Muskellingen/s — entspricht in etwa 23-26 um/s) in die-

sem Modell zu messen.

Als Argument wurde hierfiir die fehlende dreidimensionale Struktur und die fehlende Ausrich-
tung der Myosinképfe angefithrt [Gordon et al., 2000]. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen je-
doch, dass die Kombination aus Ausrichtung der Myosinkopfe mit der Verwendung der regulati-
ven Proteine und einer Temperaturkontrolle den entscheidenden Fortschritt in der Entwicklung

eines gleichwertigen Modells bedeutet.

Idee war es, zunichst herauszufinden, welche Bausteine, strukturellen Merkmale, Losungszu-
sammensetzungen oder geometrische Anforderungen eines Muskels fir die optimale Geschwin-
digkeits- und spiter auch Kraftentwicklung noétig sind. Diese Anforderungen sollten auf das iz
vitro Motilly Assay Gbertragen werden, um dann Geschwindigkeiten mit dem Modell zu messen,

die mit denen der intakten Faser iibereinstimmen.

In den ersten Versuchen (siche Teil IV-1) musste zunichst abgeklirt werden, ob das von mir
gewihlte Versuchsmodell in der Lage war, bisher bekannte Geschwindigkeiten wiederzugeben.
Hierzu wurden die Geschwindigkeiten von unregulierten Aktinfilamenten auf HMM gemessen
und mit den Literaturwerten verglichen (5,83 £ 1,70 um/s vs. 5,22 £ 0,98 um/s bei 30°C [Liang
et al., 2003], 3,9 £ 0,08 um/s bei 25°C [Fraser and Marston, 1995], 3,33 + 0,03 um/s bei 22°C
[Homsher et al., 2000] und 6,4 + 0,4 pm/s bei 25°C [Homsher et. al, 1996]). Es zeigte sich, dass
das Modell diese Geschwindigkeiten sehr zuverlassig widerspiegelte. Deshalb wurde dieser Ver-
such zu Beginn jeder Messserie durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass mit den taglich neu ange-

setzten Versuchslosungen und dem Setup alles in Ordnung war.
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Darauthin wurden Versuche durchgefiihrt, mit denen mdégliche Ionenstiarkeeffekte ausgeschlos-
sen werden konnten. Es musste sichergestellt sein, dass die unterschiedlichen Calciumkonzentra-
tionen und die daraus resultierende — wenn auch geringe — Ionenstirkeerhohung der Versuchslo-
sungen selbst keinen Einfluss auf die biochemischen Abldufe hatten. Auch dies lies sich durch
entsprechende Experimente zeigen (siche Teil IV-2). Ergebnisse friherer Untersuchungen legen
nahe, dass eine deutlich erhéhte Ionenstirke sogar gegenteilige — Geschwindigkeit reduzierende —
Effekte zur Folge hitte [Guo and Guilford, 2004].

Um eine Kontrolle der errechneten Calciumkonzentrationen der Versuchlésungen méglich zu
machen, wurden diese in einem gut untersuchten Setup vor dem Einsatz im Motility Assay getes-
tet. Hierzu wurde ein so genannter Force-Transducer verwendet, der die isometrische Kraftent-
wicklung einer Muskelfaser in wechselnden Versuchslosungen aufzeichnete [Guth et al., 1978].
Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten, dass der verwendete Puffer mit hoher Ca®'-
Konzentration ein Maximum bei der Kraftentwicklung zeigte, das nicht weiter gesteigert werden
konnte. Dieser Puffer wurde daraufthin bei den weiteren Versuchen als maximal aktivierender
Puffer verwendet (siche Teil IV-3).

Auf dem Weg zum ver6ffentlichten Modell wurden Versuche mit weiteren Muskeltypen durchge-
tihrt. Unter anderem wurde die Verinderung der Geschwindigkeit von regulierten Aktinfilamen-
ten auf Soleus-Myosin untersucht (siche Teil IV-4). Diese Versuche zeigten die Calciumsensitivi-
tit des Modells. Hierbei war auch wichtig, dass die Fluoreszenzfirbung mit Rhodamin-Phalloidin
selbst keinen Einfluss auf die Calciumregulation hat [Prochniewicz-Nakayama, 1983]. Die Ver-
wendung dieses Muskeltypes stellte sich jedoch als nicht geeignet heraus, da er zu den langsamen
vorwiegend aus Typ-I-Fasern bestehenden Muskeln gehort, und damit nicht die erwiinscht hohen
Geschwindigkeiten zu erreichen waren. Die Hauptversuchsserie wurde mit Maus EDL-

Muskelfasern durchgefiihrt, die fast ausschlieBlich zu den schnellen Typ-II-Fasern gehoren.

Die ersten vergleichenden Versuche mit unregulierten (siche Teil IV-5) und regulierten Aktinfi-
lamenten (siche Teil IV-6) wurden zunichst mit zwei Hilften einer priparierten Muskelfaser
durchgefiihrt. Hierbei wurden beide Halften in zwei unterschiedliche Versuchskammern einge-
bracht und vermessen. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Ergebnisse dieser Serie nicht die
Aussagekraft hatten, wie die Messung mit identischen Myosinpopulationen. Die zunidchst gepaart
durchgefiihrten Versuche mit halbierten Fasern wurden spiter durch eine andere Technik ersetzt
(sieche Teil IV-7). Im Verlauf der Arbeiten stellte es sich als vorteilhaft heraus, anstelle der Faser-
hilften identische Myosinpopulationen zu verwenden, d. h. nacheinander die Versuche in der
gleichen Flow-Cell durchzufthren. Entscheidender Vorteil dieses Verfahrens ist, dass es — im
Gegensatz zur Halbierung der Fasern — nicht zu unterschiedlichen Faserfragmenten, unterschied-
lich langen Extraktionszeiten und Puffervolumina und daraus resultierend unterschiedlichen My-
osindichten auf der Oberfliche kommen konnte. Durch doppelte Verwendung einer Flow-Cell
konnte dies verhindert werden. Um Unterschiede durch die Reithenfolge der Versuchsdurchfith-
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rung auszuschlielen, wurden abwechselnd zunichst unregulierte, dann regulierte Filamente ver-

messen oder in umgekehrter Reihenfolge.

In der eigentlichen Versuchsserie konnte gezeigt werden, dass sowohl die Ausrichtung der Myo-
sinkopfe im Motility Assay als auch die Einfiihrung der regulativen Proteine in Kombination mit
der Temperaturkontrolle einen erheblichen Beitrag zur Erhéhung der Geschwindigkeit im Mo-

dell beisteuern.

Bei der Auswertung der Sequenzen fand ein automatisiertes Verfahren Anwendung. Das Struk-
turtensorverfahren [Uttenweiler et al., 2000] analysiert den optischen Fluss der Bilder eines xyt-
Stapels. Es ermoglicht die Auswertung einer gro3en Zahl von Ereignissen und unterliegt nicht —

wie die manuelle Auswertung (vergl. Teil 11I-2.9) — objektiven Einflissen.

In den Geschwindigkeitshistogrammen war die Verteilung der sich bewegenden Filamente Gber-
lagert von einer Fraktion, die fest an die myosinbedeckte Oberfliche gebunden waren und nur
zufillig hin- und herschwankten. Um diese Fraktionen sauber voneinander zu trennen wurden
Auswertungen mit immobilen Filamenten ausgewertet (siche Teil I11-2.9). Wie schon dort be-
schrieben verschmilzt diese Verteilung ab 8 um/s mit dem Hintergrundrauschen. Fur Geschwin-
digkeitsverteilungen mit Mittelwerten > 12 um/s ist es unproblematisch, die beiden Verteilungen
durch Abschneiden der Werte < 8 um/s zu separieren. Bei langsameren Verteilungen hitte man
mit dieser Methode nur noch den rechten Teil einer Gaul3funktion Ubrig gelassen. Bei diesen
Verteilungen wutrde bei 5 um/s bzw. bei den langsamen HMM-Verteilungen sogar bei 2 um/s
abgeschnitten. Mit diesen beiden Werten kénnen immer noch drei viertel bzw. zwei drittel aller

,»no-move* Ereignisse entfernt werden.

In dem Bereich der Flow-Cells, in dem die Myosinképfe durch die Extraktion aus den Einzelfa-
sern parallel ausgerichtet waren, kam es ausschlief3lich zu einer Bewegung in oder entgegen der
Richtung des Flusses des Extraktionspuffers. Die streng parallele Anordnung der Myosine, wie
sie auch im intakten Muskel vorliegt, erhéhte die Geschwindigkeit im Vergleich zur randomisier-
ten Anordnung deutlich. Fir die Umsetzung des ATPs im Zusammenhang mit der Muskelkon-
traktion wurden von Lehrer und Geeves Versuche durchgefiihrt die die Abhingigkeit der ATPa-
se-Aktivitit von den beteiligten Proteinen zeigt. Dabei wird deutlich, dass vor allem die Kombi-
nation aus Troponin, Tropomyosin und Calcium zu einer Steigerung der ATPase-Aktivitit bei-
tragen [Lehrer and Geeves, 1998]. Die Einfihrung der regulativen Proteine steigerte in den Ver-
suchen die Geschwindigkeit um den Faktor 1,42 + 0,35.

Als Nachteil der durch die Extraktion auftretenden hohen Myosindichten wurden die Aktinfila-
mente in kleine Stiicke von 1 bis 3 um Linge zerrissen. Eine Verfilschung der Statistik hierdurch
ist aufgrund der Verwendung des Strukturtensorverfahrens nicht zu erwarten. Ein Vorteil der
hohen Myosindichte ist die Steigerung der Affinitit des Aktins im Bereich der regulativen Einheit

zum Myosin. Bei Besetzung von mehr als 50 % der Myosinbindungsstellen eines Aktins, scheint
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sich die Bindungsstirke der regulativen Einheit zu den S1-K6pfen von schwach in stark zu wan-
deln [Gordon et al., 2000].

Als Beispielanwendung des neuen Modells wurden Versuche mit dem sNC2-Fragments des Myo-
sin bindenden Protein C (MyBP-C) durchgefihrt (sieche Teil IV-8). Die Eigenschaften des MyBP-
C, die vor allem im Zusammenhang mit der Funktion des Herzmuskels und einer vererbbaren
Herzmuskelschwiche (familidre hypertrophe Cardiomyopathie) gesehen wird, wurde mit Tierver-
suchen und anderen Modellen von diversen Arbeitsgruppen untersucht [Winegrad, 2003], [Squire
et. al, 2003], [Kunst et. al, 2000], [Idowu et. al, 2003], [Kulikovskaya et. al, 2003]. Mehr als 20
verschiedene Gendefekte und Mutationen die zu Fehlern in den verschiedenen Proteinen fithren
(unter anderem TnT, Tnl und Tm und MyBP-C) verursachen die familidre hypertrophe Cardio-
myopathie [Bonne et al., 1998] [Kimura et al., 1997] [Palmiter and Solaro, 1997] [Perry, 1998].
Der Einsatz des Proteinfragmentes sollte zeigen, dass Auswirkungen und Einflisse von Protei-
nen, die direkt mit den Motorproteinen wechselwirken, in einem zz vitro Modell untersucht wer-

den koénnen, ohne auf Muskelpraparate zurickgreifen zu miissen.

Die Ergebnisse dieser Versuche belegen, dass das entwickelte Modell in der Lage ist, den Einfluss
von Proteinen auf den molekularen Motor zu quantifizieren. Die ausstehenden Versuche tiber die
Kraftentwicklung der gleichen Proteinkombinationen in diesem Modell wiirden die Aussagekraft

noch mal steigern.
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Teil VI

Zusammenfassung und Ausblick

Die erzielten Ergebnisse legen nahe, dass das 7z vitro Motility Assay dazu geeignet ist, je nach Ver-
suchanordnung die Verwendung von Muskelpriparaten und damit die T6tung von Tieren zu
Versuchszwecken zu reduzieren. Das entwickelte Modell ermoglicht es, Finflisse von Proteinen
und anderen Substanzen auf die Abldufe zwischen den Motorproteinen zu untersuchen, ohne

dabei auf wesentliche Eigenschaften von intakten Muskelzellen verzichten zu miissen.

Durch Einbringen weiterer Komponenten in das Modell wie z. B. Kifigmolekiilen, aus denen
Calcium freigesetzt werden kann (Caged-Calcium), kénnten Bauteile wie das Endoplasmatische
Retikulum als intrazellulirer Calciumspeicher simuliert werden, was einen weiteren Schritt bei der
Anniherung an die 7z vivo Situation bedeuten wiirde. Mit diesem zusitzlichen Baustein kénnen
auf sehr begrenztem Raum Calciumgradienten erzeugt werden, die zu einer lokal begrenzten Ak-

tivierung und damit Bewegung der Filamente fihren sollten.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Herstellung der biochemischen Komponenten fir den Auf-
bau einer Optische Pinzette. Hierzu zihlten zum einen die kompletten Priparationen der Motor-
proteine, die Zusammenfihrung der Motorproteine mit den regulativen Proteinen, wie auch die
Verkntpfung der Proteine mit den Latexkiigelchen, die als Angriffspunkt der fokussierten Laser-
strahlung dienten. Mit diesen Komponenten kénnen erginzende Versuche zur Kraftentwicklung
der Motorproteine durchgefiihrt werden, die mit den gemessenen Geschwindigkeiten und den
Verinderungen durch interagierende Proteine deren Einfluss auf die biochemischen Ablidufe de-
taillierter beschreiben kénnen. Vor allem erginzt die Optische Falle die Ergebnisse des Motility
Assays dahingehend, dass Krifte mit einer sehr hohen Auflésung dargestellt werden kénnen, was

mit dem Assay alleine nicht moglich ist.

Als gemeinsames Projekt der Arbeitsgruppe steht der Aufbau einer Optischen Falle mit dem Ziel
der calciumabhingigen Kraftmessung einzelner Myosinmolekiile durch Freisetzung von Calcium
aus Kifigmolekiilen aus. Die ersten Ergebnisse wurden in den einzelnen Promotions- und Dip-
lomarbeiten bereits vorgestellt. ,, Aufban eines Systems zur Zweiphotonenphotolyse von Kalziumkonmplexen
an einem konfokalen Mikroskop [Henze, 2003, ,,Entwicklung und Aufban einer modularen Konfokal-
Multiphotonen-Laserscanning-Messapparatur (CMLTT) fiir Second Harmonic Generation-, Total Internal
Reflectance und Laser Tweezers-Anwendungen an myofibrillaren Préparaten* [Vogel, 2004] und ,,Aufban
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ezner  modularen TIR-EM  Einbeit an  einem  konfokalen Mikroskop mit  Multiphotonenerweiternng.
[Kunsting, 2003].

Ziel dieses gemeinsamen Projektes ist eine Kombination aus Motility Assay mit calciumregulier-
ten Filamenten und gerichteten Myosinkopfen, in dem durch gezielte Lichtblitze in sehr kleinen
Volumina Calcium aus Kifigmolekilen freigesetzt wird, was eine Kraftentwicklung (im Idealfall)
nur eines einzigen Myosinmolekils verursacht. In diesem Zusammenhang wire auch die Abhin-
gigkeit zwischen Einzelereignis und Zusammenwirken bei Besetzung vieler Myosinbindungsstel-
len zu untersuchen. Die Daten eines solchen Versuchaufbaus wiirden sehr detaillierte Aussagen
tber die biomechanischen und biochemischen Abhingigkeiten von Calciumfreisetzung, Ge-

schwindigkeit und Kraftentwicklung zulassen, die es in dieser Kombination noch nicht gibt.
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Teil X

Anhang

1 Programmcode Strukturtensorverfahren mit Heu-

risko

HHHAHHHBHAHHH AR RHHHHH

# Anpassung fuer das Motility Assay

# Carlo Gotz 22.03.98

# 3D Structure Tensor #
# H
# History: #
# 1. Version: Bernd Jachne #
# Modifiziert: Horst Haussecker #
# #
# RELEASE VERSION 1.0 #
# #

#

#

#

#D.U. 23.03.99

HHHHHAHHFHH AR HHHH

#---Variablendeklaration---Erkldrungen im Initialsierungsblock---#

short nx;

short ny;

short seq_length;

short play_seq;

float noise;

string hist_pfad;

string hist_datei;

short schreibe_hist;
float intervalle;

short normierung;
float v_hist_max;

float scale_x;

float scale_y;

float bildwiederholfrequenz;
short pyramiden_stufe;
short schreibe_vvf;
string eps_pfad;

string eps_datei;

string vec_pfad,;

string vec_datei;

struct greyrange {
float out|2],
float in[2]};

o+

Initialisierungsblock

7

#SetPath("£:\990318","read");
nx = 768;#640;

ny = 576;#480;

seq_length = 99;

play_seq = 1;

#--1te Dimension des Bildes --#
#--2te Dimension des Bildes --#
#-- Lange der gesamten Sequenz--#

#--Sequenz vor Auswertung abspielen ? 0 = nicht abspielen; 1 = Sequenz abspiclen--#

#* H
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noise = 10.0; #-- Rauschpegel, Spurschwelle fiir den Strukturtensor--#

greyrange.out[1]=255; #----Kontrastspreizung----#

greyrange.out[0]=0;

greyrange.in[1]=85

greyrange.in[0]=15;

schreibe_hist = 0; #-- Angaben zum Geschwindigkeitshistogramm:--#
#-- 1 = schreibe das Histogramm in jedem Schritt,
#-- 0 = schreibe Histogramm nicht--#

#hist_pfad = "k:/diplomarbeit/motility_assay/verschiebesequenzen/nicht_integriert/hist00";

intervalle = 150.0; #-- Anzahl der Intervalle im Histogramm--#

normierung = 0; #-- Normierung des Geschwindigkeitshistogramm auf Pixelanzahl der Filamente--#
#-- 1 = v wird auf Anzahl der Pixel des jeweiligen Filamentes normiert
#-- 0 = es wird nicht normiert

stepsize := 3; #-- nicht jedes Bild sondern nur jedes stepsize'te Bild aus der Sequenz
#-- wird zur Berechnung des Strukturtensors benutzt

v_hist_max = 30.0; #-- maximale Geschwindigkeit im Histogramm

scale_x = 0.1656; #-- Skalierung in x-Richtung --#

scale_y = 0.17306; #-- Skalierung in y-Richtung --#

bildwiederholfrequenz =25.0; #-- eftektive Bildwiederholfrequenz 25 bei normalen Seq.--#

pyramiden_stufe = 2; #-- Auf welcher Pyramidenstufe soll der Strukturtensor berechnet werden? --#
#-- nur 1 oder 2 moglich --#

schreibe_vvf = 0; #-- Angaben zum Schreiben des Verschiebungsvektorfeldes --#
#-- 1 = VVF witd als EPS geschrieben; 0 = VVF wird nicht geschrieben

#H #

Hmm Ende Initialisierungsblock: #

#H #

scale_x = Mul(scale_x,bildwiederholfrequenz);
scale_y = Mul(scale_y,bildwiederholfrequenz);

vec_pfad = "d:/user/ carlo/bioforum/vec00";
eps_pfad = "d:/user/carlo/bioforum/filamente00";

#-- Angaben zum Schreiben der AOI --#
string aoi_datei;

aoi_datei = Add(eps_pfad,"_aoi.asc");

#-- Bei der Berechnung des Strukturtensors wird eine zeitliche Glittung mit einem Binomialfilter --#
#-- durchgefiihrt. Je nach GroBe des Binomialfilters entstehen an den Rindern der Teilsequenz, auf --#
#-- der der Strukturtensor berechnet wird, Artefakte. Diese Artefakte kommen dadurch zustande, --#
#-- dal} diese Randbilder keine linken oder rechten Nachbarn besitzen, die dann bei der Berechnung --#
#-- der Glittung fehlen. --#

#-- Die Variable "st_seq_length" legt die Liange der Teilsequenz fest, auf der der Strukturtensor --#
#-- berechnet wird. Die Variable "omit" gibt die Anzahl der Bilder an, die aufgrund der Filterung --#
#-- verfilscht werden und somit nicht in die Berechnung des Strukturtensors mit einflieBen dirfen.--#
#-- Ich berechne "omit" aus "st_seq_length", indem ich sage, daf3 mein Glattungsfilter die -#

#-- maximal zulissige GroBe fiir die vorliegende Teilsequenz haben soll. --#

#-- Sinnvolle Werte fir "st_seq_length" sind: 3,5,7,9,11. Zu beachten ist dabei, daf3 die Linge --#

#-- der Teilsequenz auch gleichzeitig dafiir verantwortlich ist, wie stark Zitterbewegungen der  --#

#-- Filamente unterdrickt werden. Lange Teilsequenzen werden zeitlich stirker geglittet und somit --#
#-- werden diese Zitterbewegungen stirker herausgefiltert. --#

short st_seq_length;

short omit;

short omit_total_seq;

st_seq_length = 7;

omit = 1;

omit_total_seq = 0;

#-- Rauschen —-#
float faktor;

faktor = 7.0; # 3.0 nach Angaben von Horst

#-- Ranges fiir die Bindrmasken -#

short apply_corn_maske; #-- soll die Cornermaske zum maskieten der Geschwindigkeiten verwendet werden?
apply_corn_maske = 1; #--1=ja; 0 = nein

coh_range := {0.95,1.2};
corn_range := {0.05,1.2};

#-- Variablen fiir die Sequenz auf den verschiedenen Pyramidenstufen --#

short nx1;
short nx2;
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short nyl;

short ny2;

nx1= Div(nx,2);

nyl1= Div(ny,2);

nx2= Div(nx1,2);

ny2= Div(ny1,2);

float inter_seqO[ny] [nx];
float inter_seq1[ny1][nx1];
float inter_seq2[ny2]|[nx2];

H#t#--- weitere Variablen initialisieren ---H###
#-- String fiir Dateinamen und Array fiir Dateiinformationen --#
string datei_name;

#-- ermittle den Pfad und den Namen des ersten Files, aus dem Daten gelesen werden sollen
datei_name = RequestFiles();
#datei_name = "d:/user/carlo/data/heurisko/test/strukturtensor/gerade_filamente/v1/sim_filas_gerade_v 1 _noise30.tif";

#-- ANZEIGEN des FILES vor der Berechnung der Geschwindigkeiten
framebuf show {

string type,

short dispsize|[2],

float range|[2]

>

show.type = "win";

show.dispsize[0] =ny;
show.dispsize[1] =nx;
show.range = {0,255};

byte seqfordisplay[seq_length|[1][ny][nx];
operator readitfordisplay();
if(play_seq == 1);
seqfordisplay=Read(datei_name);
seqfordisplay = Copy(seqfordisplay,greyrange); #--> Kontrastspreizung Display
show = seqfordisplay;
show = seqfordisplay;
endif;
endoperator;

readitfordisplay();
#-- ENDE ANZEIGEN des FILES

#-- Initiales
short minx;
minx = 110;
short miny;
miny = 110;

short offx;
short offy;

short int;
short max_index;

int = Copy(intervalle);
max_index = Sub(int,1);
float v[int][12];

#-- Bildspeicher --#
byte bild[ny][nx];
byte rausch_bild[ny][nx];

#-- zweidimensionale AOI --#
struct aoi

{

long pnt(2], # Referenzpunkt

long len[2] # Ausdehnung
I8
#-- AOI fur die Threshold-Masken, sie ist kleiner als die AOI, in der der Strukturtensor berechnet --#
#-- wird, da bei deren Berechnung unerwinschte Randeffekte auftreten: fehlerhafter Gradient, ... --#
struct evalaoi {

long pnt[2], # Referenzpunkt
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long len[2] # Ausdehnung
15

#-- Framebuffer zum Selektieren der AOI --#
framebuf SelectArea

string type,

string text,

short dispsize|[2],

float range|[2],

short winpos|2]
b
SelectArea.type = "win";
SelectArea.dispsize[0] = ny;
SelectArea.dispsize[1] = nx;
SelectArea.range = {0,255};
SelectArea.winpos = {0,0};

###--- Hilfsoperatoren definieren ---#H##

#-- Operator zum Selektieren der AOI --#

operator SelectAOL();
bild = Read(datei_name);
bild = Copy(bild,greyrange); #----> Kontrsastsreizung Aoi
SelectArea = bild;

InquireAOI(SelectArea,{1,1});
aoi = Rettieve AOIL();
endoperator;

#-- Operator liefert das Maximum von a und b zurtck --#
operator out = Maximum(a,b);

if(a > b);
out = a;
else;
out = b;
endif;
endoperator;

operator out = Subtrahiere_long(varl,var2);
out = varl;
repeat(var2);
out = Dec();
endrepeat;
endoperator;

HHHAHHRBHHH A H A HHH AR R R R

# Selektiere die AOI, um das Rauschen im Bild abschitzen zu konnen #
HHHHBHBH A HHHBRBR AR AR PR BB HH AR R R HH R R R R AR R R RS

SelectArea.text = "Bitte wihlen Sie Thre AOI zum Abschitzen des Rauschens";
#SelectAOI();

nx = aoilen[1];

ny = aoi.len[0];

#float rausch_bild_float[nx]|[ny];

#rausch_bild = Read(datei_name);
#rausch_bild_float = Copy(rausch_bild|[[aoi]]);
#noise = Varianz_Rauschen(rausch_bild_float);
#List(noise,"Varianz des Rauschens: %f");
#noise = Mul(noise, faktor);

#noise = 10.0;

HHHHHAHAHHF AR AR R AR HHH

HHHHHT

H H

# Selektiere die AOIL, um die nachfolgenden Framebuffer adequat dimensionieren zu kénnen #

H

HHHHHAHHHFH AR AR AR R R HH

H

HHHHHT

SelectArea.text = "Bitte wihlen Sie Thre AOI zur Geschwindikeitsbestimmung";
SelectAOI();

#Write(aoi_datei,aoi);

#aoi = Read("d:/temp/aoi.asc");

nx = aollen[1];

ny = aoi.len|0];

offx = aoi.pnt[1];

offy = aoi.pnt[0];
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"201";20i;

operator berechne_evalaoi();
evalaoi = aoi;
if(pyramiden_stufe == 1);
evalaoi.pnt = 8l;
evalaoilen = Div(evalaoi.len,2l);
else;
evalaoi.pnt = 41
evalaoilen = Div(evalaoi.len,4l);
endif;

ny = evalaoi.len[0];
nx = evalaoilen[1];

if(pyramiden_stufe == 1);

evalaoilen = Subtrahiere_long(evalaoi.len,16);

else;

evalaoilen = Subtrahiere_long(evalaoi.len,8);

endif;

"evalaoi";evalaoi;
endoperator;

berechne_evalaoi();
minx = Maximum(nx,minx);
miny = Maximum(ny,miny);

###--- Framebuffer initialisieren - ###

framebuf AOI_buf{
string type,
short dispsize|[2],
float range|[2],
string text,
short winpos|2]
I8
AOI_buf.type = "win";
AOI_buf.dispsize [0] = miny;
AOI_buf.dispsize[1] = minx;
AOI_buf.range = {0,255};
AOI_buf.text = "Originalsequenz innerhalb der AOI";
AOI_buf.winpos = {0,0};

framebuf fb_coh {
string type,
short dispsize|[2],
float range|[2],
string text,
short winpos|2]
1
fb_coh.type = "win";
fb_coh.dispsize [0] = miny;
fb_coh.dispsize[1] = minx;
fb_coh.range = {0.0,1.1};
fb_coh.text = "coherency";
fb_coh.winpos = {0,330};

framebuf fb_corn {

string type,

short dispsize|[2],

float range|[2],

string text,

short winpos|2]
I8
fb_corn.type = "win";
fb_corn.dispsize [0] = miny;
fb_corn.dispsize[1] = minx;
fb_corn.range = {0,1.1};
fb_corn.text = "cornet";
fb_corn.winpos = {0,660};

framebuf fb_v {
string type,
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short dispsize|[2],
float range|[2],
string text,
short winpos|2]
1
fb_v.type = "win";
fb_v.dispsize [0] = miny;
fb_v.dispsize[1] = minx;
fb_v.range = {0.0,15.0};
fb_v.text = "v";
fb_v.winpos = {400,660};

framebuf fb_mask {

string type,

short dispsize|[2],

float range|[2],

string text,

short winpos|2]
1
fb_mask.type = "win";
fb_mask.dispsize [0] = miny;
fb_mask.dispsize[1] = minx;
fb_mask.range = {0.0,255.0};
fb_mask.text = "maske";
fb_mask.winpos = {600,0};

framebuf fb_bin {

string type,

short dispsize|[2],

float range|[2],

string text,

short winpos[2]
I
fb_bin.type = "win";
fb_bin.dispsize [0] = miny;
fb_bin.dispsize[1] = minx;
fb_bin.range = {0.0,1.0};
fb_bin.text = "binary mask";
fb_bin.winpos = {600,660};

#-- temporire Bildspeicher --#

float x[ny][nx]; # Temporaeres Bild (wird hacufig verwendet)
float t[ny|[nx]; # Temporaeres Bild (wird haeufig verwendet)
byte fbbild[ny][nx]; # Fuer VVFeld Darstellung

float min;

long max;

long pos|2];

range:={-1.0,1.0};

#-- Wie oft mul} der Strukturtensor berechnet werden —-#

short anzahl_st_berechnungen;

seq_length = Div(seq_length,stepsize);

anzahl_st_berechnungen = Sub(seq_length,8);

omit_total_seq = Mul(omit_total_seq,2);

anzahl_st_berechnungen = Sub(anzahl_st_berechnungen,omit_total_seq);
omit_total_seq = Div(omit_total_seq,2);

#-- Variablen fir das Histogram --#

int = Inc();
float v_hist[int][2];
int = Dec();

v_hist = 0.0;
#-- Bildsequenz --#
float seq_total[seq_length][1][ny][nx];

float seq[st_seq_length][1][ny][nx]; # Input fuer Strukturtensor Berechnung

#-- Gradient --#
struct gr { float x[st_seq_length]|[ny][nx], y[st_seq_length][ny][nx], t[st_seq_length][ny][nx]};

float grx = gr.x;
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float gry = gr.y;
float grt = gr.t;

#-- Structure Tensor (ST) --#
#-- Nur halbe Bildgroesse, da er auf einer hocheren Pyramidenstufe berechnet wird !! --#
struct st {

float xx[ny][nx],

yylny][nx],

ttlnylfns],

sylny]inx],

yt[ny][nx],

stlny][nx]

b

#-- Displacement Vector Field (DVF) --#
#-- Nur halbe Bildgroesse, (siche ST) --#
struct u {

float coh[ny]|[nx],

float edge([ny][nx],

float corner[ny][nx],

float usx|[ny][nx],

float usy[ny][nx],

float ux[ny][nx],

float uy[ny][nx]
I8

#-- Displacement Vector Field zur Darstellung (DVF) --#
struct vec {

float conf| | [ny][nx],

float ux| | [ny][nx],

float uy| | [ny][nx]

|4

#-- Faltungs Kernel --#

float tsmooth|[st_seq_length];

short masklaenge;
masklaenge=Sub(st_seq_length,omit);
masklaenge=Sub(masklaenge,omit);
tsmooth[omit:masklaenge]=Binomial();

#H##--- Operatoren definieren ---H##

#-- Operator zur Berechnung des Gradienten --#
operator grad();

gr = SobelOpt(seq); # Optimierter Gradient
endoperator;
Hmmmmemeee Strukturtensot —-------------- #

# Berechnung einzelner Komponenten des Strukturtensors
# (punktweises Produkt, zeitliche Glaettung )

operator out=mulmean(a,b);
short tempvar;

tempvar=0;
x=Clr();

scan(tsmooth x);
if (tsmooth !=0.0);
t = Mul(a[tempvar],b[tempvar]);
x = MulAcc(t,tsmooth);

endif;
tempvar=Inc();
endscan;
out = x;
endoperator;

#-- Berechnung des kompletten Strukturtensors --#
operator compst();

st.xx = mulmean(grx,grx);

st.yy = mulmean(gry,gry);

st.tt = mulmean(grt,grt);

st.xy = mulmean(grx,gry);
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st.yt = mulmean(gry,grt);
st.xt = mulmean(grx,grt);
endoperator;

#-- Berechnung des Displacement Vector Field --#
operator velocity();

grad();
compst();
u = dvf.ST2DVF(st,noise); # 3D Eigenwertberechnung
# Parameterobjekt: Spur des Tensors = Schwelle
# unterhalb der KEINE Eigenwertberechnung erfolgt !!
fb_coh = u.coh;
fb_corn = u.corner;
endoperator;
#--- Rueckprojektion des Blendenproblem-VVFeldes us --------------------- #

struct n {
float x[ny][nx],
float y[ny][nx],
float v[ny][nx]

|4

struct N {
float xx[ny][nx
float yy[ny][nx
float xy[ny][nx
float xv|[ny][nx],
float yv[ny][nx

>

e s

1=

IS

struct uest {
float x[ny][nx],
float y[ny|[nx]

1

operator backproj();
float det[ny][nx];
float temp1 [ny] [nx];
float temp2[ny][nx];
#-- Berechnung der Normalenvektoren und Geschwindigkeitsbetrag --#
#-- aus den Komponenten u.sx und u.sy --#
n.x = Sqr(u.usx);
n.y = Sqr(u.usy);
n.v = Add(n.x,n.y);
n.v = Sqrt(n.v);
n.x = Div(u.usx,n.v);
n.y = Div(u.usy,n.v);
#-- Berechnung der Komponenten Nxx,...,Nyv --#
N.xx = Mul(n.x,n.x);
N.yy = Mul(n.y,n.y);
N.xy = Mul(n.x,n.y);
N.xv = Mul(n.x,n.v);
N.yv = Mul(n.y,n.v);
N = Diffuse(N); N = Diffuse(N);
N = Diffuse(N); N = Diffuse(N);

#-- Berechnung der Determinanten --#
templ = Mul(N.xx,N.yy);

temp2 = Mul(N.xy,N.xy);

templ = Sub(temp1,temp2);

temp2 = 1.0;

det = Div(temp2,temp1);

#-- Berechnung der Geschwindigkeitskomponenten --#
templ = Mul(N.yy,N.xv); temp2 = Mul(N.xy,N.yv);
uest.x = Sub(temp1,temp2);
templ = Mul(N.xx,N.yv); temp2 = Mul(N.xy,N.xv);
uest.y = Sub(temp1,temp2);
uest = Mul(uest,det);

endoperator;

Hommeeeee DVF Darstellung ------------ #
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struct meshall{
float movex,
float movey,
float confmin,
float confmax,
float von,
float bis

IS

meshall. movex=8.0;

meshall. movey=8.0;

meshall.confmin=0.3;

meshall.confmax=1.0;

meshall.von=127.0;

meshall.bis=255.0;

pysmooth := {0.0625,0.25,0.375}.{0.25,0.5};

# Parameter IN:
# entweder "u"  fuer 2D Geschwindigkeit u
# oder "us" fuer usenkrecht
#  oder "uest" fuer uest (Ergebnis der Rueckprojektion)
operator showvec(in);
float fx;
float fy;

fbbild=0y;
vec.conf|0| = u.coh;
if(in == "u");
vec.ux |0] = Mul(u.ux,4.0);
vec.uy | 0] = Mul(u.uy,4.0);
endif;
if(in == "us");
vec.ux |0] = Mul(u.usx,4.0);
vec.uy |0 = Mul(u.usy,4.0);
endif;
if(in == "uest");
vec.ux |0] = Mul(uest.x,4.0);
vec.uy |0 = Mul(uest.y,4.0);
endif;

vec.conf| 1| = PyReduce(vec.conf|0]|,pysmooth); # Berechnung des darzustellenden
vec.ux | 1| = PyReduce(vec.ux|0|,pysmooth);  # VVFeldes auf einer

vec.uy| 1| = PyReduce(vec.uy|0|,pysmooth);  # Pyramidenstufe

#vec.conf|2| = PyReduce(vec.conf|1|,pysmooth); # (Bildgroesse 32x32)
#vec.ux|2| = PyReduce(vec.ux|1|,pysmooth);  # dabei wird das

#vecuy|2| = PyReduce(vec.uy|1]|,pysmooth); # VVF GEGLAETTET!
#vec.conf|3| = PyReduce(vec.conf|2|,pysmooth); # (Bildgroesse 32x32)
#vec.ux|3| = PyReduce(vec.ux|2|,pysmooth);  # dabei wird das

#vec.uy|3| = PyReduce(vec.uy|2|,pysmooth); # VVF GEGLAETTET!

#vec.conf|1| = Sample(vec.conf|0|); # Berechnung des darzustellenden
#vecux|1| = Sample(vec.ux|0]);  # VVFeldes durch unterabtasten
#vecuy|1| = Sample(vec.uy|0|); # ohne berechnung einer Pyramide
#vec.conf|2| = Sample(vec.conf|1]); # (Bildgroesse 32x32)

#vec.ux|2| = Sample(vec.ux|1]);  # dabei witd das

#vecuy|2| = Sample(vecuy|1|); # VVE NICHT GEGLAETTET!
#vec.conf|3| = Sample(vec.conf|2|); # (Bildgroesse 32x32)

#vec.ux|3| = Sample(vec.ux|2|);  # dabei wird das

#vec.uy|3| = Sample(vec.uy|2|);  # VVF NICHT GEGLAETTET!
Hausx:=130;

#Hausy:=100;

#vec.conf|3| = vec.conf| 0| [ausy:32|[ausx:32];
#Hvec.ux|3| = vec.ux|0] [ausy:32][ausx:32];
#vecuy|3| = vec.uy |0 | [ausy:32][ausx:32];

#ptv.pic2list("veclist",vec.ux| 3| ,vec.uy | 3| ,vec.conf| 3| meshall);
#ptv.pic2list("veclist",vec.ux| 2| ,vec.uy | 2| ,vec.conf| 2 | meshall);
ptv.pic2list("veclist",vec.ux|1|,vec.uy|1|,vec.conf|1|,meshall);
#ptv.pic2list("veclist",vec.ux| 0] ,vec.uy | 0| ,vec.conf| 0 | ,meshall);
fbbild = ptv.v_pic("veclist");

#fb10=fbbild;

fx = Copy(aoi.len[1]);

- 115 -



Anhang

fy = Copy(aoi.len[0]);
ptv.size(fy,fx);

vec_datei = Add(vec_pfad,".eps");
ptv.v_put("veclist",01,1],vec_datei);
ptv.end();

vec_pfad = Inc();

endoperator;

short mitte;

mitte = Add(st_seq_length,1);
mitte = Div(st_seq_length,2);
short nx0;

short ny0;

nx0 = Mul(nx,4);

ny0 = Mul(ny,4);

float closeup | | [ny0][nx0];

long rgb[ny][nx]; # Zur Berechnung
long rgb2[ny][nx]; # Zur Berechnung
long rgbfin[ny0] [nx0]; # Zur Darstellung

float tempauswert[ny][nx];

struct rgbst{byte r[ny][nx],byte g[ny][nx],byte b[ny]|[nx]};

struct rgbstfin{byte r[ny0][nx0],byte g[ny0][nx0],byte b[ny0][nx0]};
binary bin[ny][nx];

operator Closeup();
long atemp|ny][nx];

closeup | 2| = seq[mitte];

bin = Threshold(uest.x,{0.01,10.0});
tempauswert = uest.x;

rgbst.r = closeup | 2|;

rgbst.g = closeup|2|;

rgbst.b = closeup | 2|;

SetFlags(rgb2,"pm:1888");
SetFlags(rgb,"pm:1888");
tempauswert = Copy(tempauswert, {1.0,255.0}.{0.01,10.0});
rgb2 = tempauswert;

rgb2 = Mul(rgh2,0xff00£fl);
rgb = Pack(rgbst,"1888");

bin = Neg(bin);

atemp = bin;

rgb = Mul(atemp,rgb);

rgb = Add(rgb,rgb2);

rgbst = Unpack(rgb,"1888");
rgbstfin = Scale(rgbst,"none");
rgbfin = Pack(rgbstfin,"1888");

SelectArea = rgbfin;
endoperator;

operator out = Read_AOI_of_Sequence();
short i;
short j;

i=0;
#-- Lies die Bildsequenz und gehe sofort auf die erste oder zweite Pyramidenstufe, um eine
#-- Glattung zu erreichen
repeat(seq_length);
bild = Read(datei_name,ji);
inter_seq0 = bild[[aoi]];
inter_seql = PyReduce(inter_seq0,pysmooth);
if(pyramiden_stufe == 2);
inter_seq2 = PyReduce(inter_seql,pysmooth);
out[j] = inter_seq2;

else;
out[j] = inter_seql;
endif;
i = Add(i,stepsize);
j = Inc();
endrepeat;
endoperator;

operator gnuplot_auswertung();
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float ausgabelint][2];
string temp;

ausgabe = v_hist;

#Formatierung und Gnuplot
SetFormat(ausgabe,"%05.4f ");
temp = Add("set title ",temp);
temp = Add(temp,"™);

gnuplot.command(temp);

gnuplot.command("set xlabel 'v (um/s)");

gnuplot.command("set ylabel 'Haufigkeit™);
Write("d:/temp/gnuplottemp.dat”, ausgabe, "format:asc"."replace");
gnuplot.command("plot 'd:/temp/gnuplottemp.dat' with 1");

endoperator;

HHHHHAHAH AR HHH

operator Main();
short i;
short j;
short k;
float fstepsize;
short anzahl_filas;

fstepsize = stepsize;
if(pyramiden_stufe == 1);
fstepsize = Div(fstepsize,2.0);
else;
fstepsize = Div(fstepsize,4.0);
endif;

seq_total = Read_AOI_of_Sequence();
seq_total = Copy(seq_total,greyrange); Homeeee Kontrsastsreizung Auswertung

binary kohaerenz_maske[ny|[nx];
float coh_maske[ny]|[nx];

binary corner_maske[ny][nx];
float corn_maske[ny][nx];

binary wicht_maske[ny][nx];
float fwicht_maske[ny][nx];

float fwichtung[ny|[nx];

short wichtung[ny][nx];

i = omit_total_seq;
repeat(anzahl_st_berechnungen);
j=0

repeat(st_seq_length);
k = Add(i,j);
seqlj] = seq_total[k];
j = Inc();

endrepeat;

AOI_buf = seq;

velocity();
backproj();

if(schreibe_vvf == 1);

showvec("uest");
eps_datei = Add(eps_pfad,".eps");
Write(eps_datei,seq[4]);
eps_pfad = Inc();

endif;

#-- erstelle eine Maske vom coherency-Maf3 und vom corner-Mal3, um die --#
#-- Geschwindigkeitsbilder maskieren zu kénnen --#
coh_maske = 0.0;
kohaerenz_maske[[evalaoi]] = Threshold(u.coh([evalaoi]],coh_range);
coh_maske = kohaerenz_maske;
fb_coh = coh_maske;
if(apply_corn_maske == 1);
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corn_maske = 0.0;
corner_maske[[evalaoi]] = Threshold(u.corner[[evalaoi]],cotn_range);
corn_maske = corner_maske;
fb_corn = corn_maske;
endif;

#-- multipliziere die Geschwindigkeitsbilder mit den Masken --#
uest.x = Mul(uest.x,coh_maske);
uest.y = Mul(uest.y,coh_maske);
if(apply_corn_maske == 1);
uest.x = Mul(uest.x,corn_maske);
uest.y = Mul(uest.y,corn_maske);
endif;

wicht_maske = Oy;

fwicht_maske = 0.0;

if(apply_corn_maske == 1);
#fwicht_maske = Mul(coh_maske,corn_maske);
#wicht_maske = Copy(fwicht_maske);
wicht_maske[[evalaoi]] = kohaerenz_maske[[evalaoi]];

else;
wicht_maske[[evalaoi]] = kohaerenz_maske[[evalaoi]];
endif;
if(normierung == 1);
wichtung = Label(wicht_maske);
anzahl_filas = MaxOf(wichtung);
List(anzahl_filas," Anzahl der Filamente: %d");
endif;

#-- erzeuge Daten fir die Auswertung --#
uest.x = Mul(uest.x,scale_x);
uest.x = Div(uest.x fstepsize);
uest.y = Mul(uest.y,scale_y);
uest.y = Div(uest.y,fstepsize);
uest.x = Sqr(uest.x);
uest.y = Sqr(uest.y);
uest.x = Add(uest.x,uest.y);
uest.x = Sqrt(uest.x);

Closeup();
if(normierung == 1);
fwichtung = Copy(wichtung);
fwichtung = Wichtung(fwichtung,anzahl_filas);
endif;
fb_v = uest.x;
#v_hist = 0.0;
if(normierung == 1);
v_hist = HistogrammN (uest.x,v_hist,intervalle,v_hist_max,fwichtung);
else;
v_hist = Histogramm (uest.x,v_hist,intervalle,v_hist_max);
endif;

#-- erstelle ein Histogramm der verschiedenen Geschwindigkeiten --#
gnuplot_auswertung();

#-- schreibe das Histogramm in eine Datei --#
if(schreibe_hist == 1);
hist_datei = Add(hist_pfad,".asc");
Write. ASCII(hist_datei,v_hist);
hist_pfad = Inc();
endif;

i=Inc();
endrepeat;

endoperator;
#-- starte die Geschwindigkeitsberechnung und die Auswertung --#

Main();
stop;
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essentiellen leichten Kette (LK-1) und einer regulatorischen leichten Kette (LK-2) sowie dem eingezeichneten
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hundert Myosinmonomeren, deren HMM-Regionen spiralférmig angeordnet nach aulen abstehen. Die LMM-
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