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Zusammenfassung

In unserem alltdglichen Leben begegnen wir den besonderen Eigenschaften von
Polymerlosungen, Polymerschmelzen und Polmyernetzwerken in unzahligen
Anwendungen und Produkten. Die allgegenwartigen Polymermaterialien zei-
gen vor allem dann interessante Phanomene, wenn makroskopische Krifte auf
sie wirken. Zum Beispiel treten bei nicht-newtonschen Polymerldsungen im
Scherfluss Effekte wie Scherverdiinnung, Scherverdickung oder der Weissen-
berg Effekt auf, welche mit den reinen Losungsmitteln nicht zu beobachten sind.
Der Ursprung dieser Effekte ist das mikroskopische Verhalten der Polymere
und dessen Riickkopplung auf die Flusseigenschaften der Fliissigkeit. Trotz
umfangreicher theoretischer und experimenteller Arbeiten auf diesem Gebiet ist
dies ein Gegenstand aktueller Forschung und die Zusammenhinge sind noch
nicht genau geklart.

Wihrend der Doktorarbeit wurde ein experimentelles Modellsystem entwi-
ckelt, realisiert und analysiert, welches die Untersuchung des mikroskopischen
Verhaltens von Polymeren unter der Krafteinwirkung eines einfachen Scherflus-
ses ermoglicht. Zu diesem Zweck wurde das Verhalten der Polymerkonformati-
on im Fluss durch einen Mikrokanal mit dem Verhalten im Gleichgewicht vergli-
chen. Aus den beobachteten Konformationen wurde ein analytisches Modell der
Orientierungsdynamik der Polymere im Scherfluss entwickelt, das die Messwer-
te ohne freien Parameter beschreibt. Bei htheren Polymer-Konzentrationen des
Modellsystems wurden bisher unbeobachtete mikroskopische Bewegungsabldu-
fe der Polymere identifiziert und die verdnderte Polymer-Dynamik untersucht.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird eine einfache Polymerlésung im Gleichge-
wicht charakterisiert, bestehend aus semiflexiblen Aktin-Filamenten und einer
Newton’schen Tréagerfliissigkeit. Aufgrund ihrer Persistenzlange von 16 pm ver-
halten sich kurze (< 51um) Aktin-Filamente wie stabartige Polymere, wihrend
bei lingeren Filamenten (> 16 um) die flexiblen Eigenschaften das Verhalten do-
minieren. Die Konformation eines frei diffundierenden fluoreszenz-markierten
Aktin-Filaments wird in einem Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet und mit
einem selbst-entwickelten quantitativen Auswertungsalgorithmus wird aus
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den erfassten Konformationskoordinaten der End-zu-End-Vektor bestimmt.
Die mittlere quadratische Rotationsverschiebung des End-zu-End-Vektors der
Aktin-Filamente und von simulierten Polymeren zeigt dabei Verlaufe, welche
nicht von den géngigen Theorien fiir stabartige und flexible Polymere beschrie-
ben werden. Anhand der gemessenen und simulierten Daten wird ein Modell
identifiziert, welches fiir den gesamten Steifigkeitsbereich die Messkurven re-
produziert. Mit diesem Modell der Gaufs’schen semiflexiblen Kette kann die
Rotationsrelaxationszeit der Aktin-Filamente und der Einfluss der Biegemoden
auf die mittlere quadratische Rotationsverschiebung ohne freien Parameter
quantitativ beschrieben werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird das mikroskopische Verhalten von einzel-
nen Aktin-Filamenten in verdiinnter Losung im Scherfluss untersucht. Mit einer
Kombination eines motorisierten Mikroskoptisches und eines Mikrofluidik-
Kanals kann ein fluoreszenz-markiertes Aktin-Filament im Fluss durch den
Kanal verfolgt und tiber lange Zeit beobachtet werden. Das Aktin-Filament
vollfithrt im Scherfluss des Mikrofluidik-Kanals eine klare sogenannte Tumbling-
Bewegung, bei der sich die Orientierungsrichtung des Filaments zyklisch ver-
tauscht. Aus der charakteristischen Abfolge der Konformationszyklen eines
einzelnen Filaments wird eine Stadion-dhnliche Bahn der Filamentsegmente
motiviert, die sich aus der Kraftbalance der Reibungs- und entgegenwirkenden
Biegekriften ergibt. Mit den experimentell bestdtigten Werten fiir den Biegeradi-
us und der Bahngeschwindigkeit, ldsst sich die Dynamik des Orientierungswin-
kels des Aktin-Filaments auf die Dynamik eines teleskopartigen Brown’schen
Stabes zuriickfithren. Damit kann die Zeit zwischen zwei Tumbling-Ereignissen,
die sog. Tumblingzeit, mit einer analytischen Formel ohne freien Parameter be-
rechnet werden, welche mit den Messergebnissen und Daten aus Simulationen
gut tibereinstimmt.

Im letzten Teil dieser Arbeit wird die Bewegung hoher konzentrierter soge-
nannter verschlaufter Aktin-Filamente im Scherfluss beobachtet. Die Gesamt-
Konzentration von Aktin liegt dabei oberhalb der Uberlapp-Konzentration,
wo eine unabhédngige und ungestorte Bewegung der Aktin-Filamente nicht
mehr moglich ist. Die Bewegung eines einzelnen fluoreszenz-markierten Aktin-
Filament (sog. Reporter-Filamente) wird in einer solchen Losung beobachtet,
wobei es von mehreren tausend nicht-fluoreszenz-markierten Aktin-Filamenten
(sogenannte Bulk-Filamente) in ndchster Nahe umgeben ist. Abweichend vom
verdiinnten Fall kénnen hier erstmals neue Konformationsabfolgen beobach-
tet werden, welche als »anormales Tumbling« und »abgebrochenes Tumbling«
charakterisiert werden. Bei beiden Phdnomenen verlaufen die Bewegungen der
Konformationen zumindest teilweise gegenldufig zu den Flussgeschwindigkei-
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ten, die in der polymerfreien Tréagerfliissigkeit vorherrschen wiirden. Die Tumb-
lingzeit der Filamente ist aufgrund der Filament-Filament-Wechselwirkungen
im Vergleich zum verdiinnten Fall wesentlich geringer. Die Filamente sind hier-
bei wesentlich haufiger in Flussrichtung ausgerichtet. Zudem wird der Einfluss
der Verteilung der Filamentldngen der Bulk-Filamente auf die Orientierungs-
Dynamik der Reporter-Filamente untersucht. Dabei wird die Langenverteilung
der Bulk-Filamente zu kiirzeren Filamentldngen verschoben — bei einem kon-
stanten Volumen-Anteil an Aktin-Molekiilen. Im Ergebnis sind ldngere Tumb-
lingzeiten bei lingeren Bulk-Filamenten zu beobachten.

Die hier vorgestellten Ergebnisse legen die Grundlage fiir ein besseres Ver-
standnis der Eigenschaften von Polymerfliissigkeiten. Das Wissen tiber das
mikroskopische Verhalten der Polymere unter dem Einfluss makroskopischer
Kréfte ermoglicht es, das Verhalten von Polymerlosungen und Polymerschmel-
zen auf die Eigenschaften ihrer elementaren Bestandteile zuriickzufiihren.
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Kapitel 1

Einleitung

In unserem alltdglichen Leben trifft man nahezu tiberall auf Polymere und Po-
lymernetzwerke: Angefangen von bekannten Kunstfasern wie Nylon, Gummi
und Plastik bis hin zu diversen Sorten von Biomaterialien wie Haaren (Keratin),
Haut (Kollagen), Papier (Zellulose), Teig (Stiarke) und DNA. Die mechanischen
Eigenschaften von Polymermaterialien unterscheiden sich teilweise drastisch
von denen polymerfreier Materialien. Ein Beispiel hierfiir ist das Verhalten von
Polymerschmelzen oder Polymerldsungen unter Krafteinwirkung: Je nachdem
wie die Kraft auf das Polymermaterial einwirkt, kann dieses viskose, elastische
oder viskoelastische Eigenschaften aufweisen. Phanomene wie z. B. Scherver-
diinnung oder Scherverdickung werden schon bei einfachen Polymerlésungen
beobachtet und finden vielfach Anwendung in Produkten der Industrie wie z.
B. Schampoo und Zahnpasta. Auch das Beladen eines Oltankers kann durch
die Zugabe kleiner Mengen an Polymeren deutlich beschleunigt werden, da
Polymere die Reibung des Ols effektiv verringern konnen.

Der Ursprung dieser Eigenschaften liegt hierbei in der Reaktion der drei-
dimensionalen Anordnung der Polymersegmente, der Polymerkonformation,
auf die auftretenden Flussfelder. Das Verstiandnis der auftretenden Verdnde-
rungen ist daher essentiell, um die makroskopischen Auswirkungen erklaren
und voraussagen zu konnen. Das Verhalten von Polymerkonformationen im
Gleichgewicht ist im Allgemeinen gut theoretisch und experimentell bekannt,
da man auf die Erfahrungen und Modelle aus mehreren Jahrzehnten Forschung
auf dem Gebiet der Gleichgewichtsthermodynamik zuriickgreifen kann.

Das Wissen um die Eigenschaften von Polymeren unter Krafteinwirkung
ist jedoch noch liickenhaft und ein Feld aktueller Forschung. Ziel ist es, die
Verbindung zwischen makroskopischen Effekten und Kriften und den mikro-
skopischen Eigenschaften der Polymerkonformation zu verstehen und durch
Modelle zu beschreiben. Bei der Beschreibung dieser komplexen Systeme stellt
jedoch die hohe Anzahl der systemeigenen Freiheitsgrade hohe Anforderungen
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an die Theorie und Rechenleistung, welches die theoretische Beschreibung und
Simulation limitiert. Daher versucht man die Konformationseigenschaften der
Polymere und deren Dynamik experimentell zu untersuchen und Riickschliis-
se auf die entscheidenden Grofien zu ziehen. Die Beobachtung der Polymere
und das gleichzeitige Anlegen von Kriften oder Flussfeldern stellen aufgrund
der kleinen Dimensionen der Polymere besondere Herausforderungen an das
Experiment. In fritheren Arbeiten [1, 2, 3] wurden nur sehr kleine Kréfte oder
Flussfelder und ihre Auswirkungen auf einfach beobachtbare Polymere unter-
sucht, wodurch die Aussagekraft und ortliche Auflésung begrenzt ist.

Die einfach zu realisierende Mikrofluidik-Technik ertffnet hierbei die Mog-
lichkeit Stromungen in selbst konstruierten und hergestellten Mikrokanélen
zu erzeugen, und den Durchfluss der eingespiilten Fliissigkeiten unter dem
Mikroskop zu beobachten. Aufgrund der typischerweise hohen Flussgeschwin-
digkeiten sind einzelne Bestandteile der Fliissigkeiten dabei nur fiir sehr kurze
Zeit im Bildausschnitt zu erkennen. Daher ist die Beobachtung einzelner Poly-
mere einer Polymerlosung beim Durchfluss in Mikrofluidik-Kanélen limitiert
(vgl. [4]). Durch eine mit dem flieenden Polymer frei beweglichen Mikroskop-
Optik kann dieses Problem eliminiert werden, und das Polymer kann unter
Kraft- bzw. Flussfeldeinwirkung fiir relativ lange Zeiten verfolgt werden. Zu
diesem Zweck wird in dieser Arbeit ein solches Beobachtungssystem entwickelt
und eine Computer-gestiitzte Auswertung der Konformationseigenschaften in
einfachen Flusseigenschaften realisiert. Damit kann die Reaktion der Konforma-
tionseigenschaften von Polymeren auf die Flussfelder direkt visuell bestimmt
werden.
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Grundlagen und Methoden

2.1 Aktin Polymere

Das Zytoskellett-Protein Aktin besitzt in seiner monomeren oder auch glo-
bulédren Form, sog. G-Aktin, eine molekulare Masse von ~ 45kDa. Mehrere
monomere Aktin-Proteine konnen zu einer rechtsdrehenden zwei-strangigen
Helix polymerisieren und so bis zu 100 um lange und ca. 7 nm [5] diinne Fila-
mente ausbilden. Damit stellen Aktin-Filamente, sog. F-Aktin, eine der grofiten
atomaren Strukturen aus Biomolekiilen [6] dar.

In dieser Arbeit wird F-Aktin als Modell-Polymer zur Untersuchung der
Polymerbewegung verwendet. Seine speziellen polaren, chemischen und en-
zymatischen Eigenschaften werden weitestgehend vernachlassigt. Die gut eta-
blierte Herstellung fluoreszenz-markierter Aktin-Filamente ermoglicht eine
robuste und reproduzierbare Beobachtung der Aktin-Filamente in Fluoreszenz-
Mikroskopen (vgl. [7]). Die vergleichsweise hohe Steifigkeit erlaubt zudem
eine gute Positionsauflosung der Filamentkonformation, da durch die hohen
Biegeenergien Uberlagerungen des Fluoreszenz-Lichts nicht-benachbarter Fila-
mentsegmente typischerweise nicht auftreten.

2.1.1 Herstellung von Aktin-Filamenten

Globuldres Aktin (G-Aktin) wird aus Kaninchen-Muskeln mittels eines
modifizierten Protokolls nach [8] gewonnen, wobei ein zusatzlicher Gel-
Filtrations-Schritt (Sephacryl S-300 HR) und ein zusétzlicher Polymerisations-
Depolymerisations-Schritt eingefiihrt wird. Das so aufgereinigte Protein wird in
lyophylisierter Form auf —21 °C [8] gelagert oder direkt polymerisiert. Lyophili-
siertes G-Aktin wird in Wasser gelost und anschlieffend auf 4 °C gegen G-Puffer
(2 mM Tris, 0.2 mM ATP, 0.2 mM CaClp, 0.2 mM DTT and 0.005% NaNj3, pH 8)
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dialysiert. Die G-Aktin-Losung wird auf 4°C aufbewahrt und innerhalb von
zehn Tagen benutzt.

Die Polymerisierung wird durch die Zugabe von 10 Volumenprozent einer
Puffer-Losung (20 mM Tris, 5 mM ATP, 20 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 1 M KC],
2 mM DTT, pH 7.5) initiiert.

2.1.2 Mechanische Eigenschaften von Aktin-Filamenten

Polymere, deren mechanische Eigenschaften weder als flexibel noch als steif be-
schrieben werden konnen, sog. semiflexible Polymere, konnen sehr gut mit einem
kontinuierlichen Modell beschrieben werden - dem »worm-like-chain«-Modell
(WLC-Modell) (vgl. [9, 6]). Darunter fallen unter anderem DNA, Mikrotubuli
und Aktin-Filamente. Das WLC-Modell beschreibt das Polymer der Lange L. als
eine kontinuierliche Kette mit der Raumkurve r(s) und dem Konturparameter
s € [0; L], die eine endliche elastische Biegeenergie besitzt. Die Biegeenergie

Upend ergibt sich mit dem Tangentenvektor ¢(s) = ag(ss) und der Biegesteifigkeit
K zu
1 ran?
Unend = 5¥ 0/ (as> ds. @.1)

Als wichtigen Parameter bei der Beschreibung der mechanischen Eigenschaf-
ten benutzt man die Persistenzlinge, welche sich tiber die thermische Energie

kg T definiert [10]
K

kT

Mit Hilfe der Persistenzlédnge L lassen sich verschiedene Bedingungen fiir das
Verhalten eines semiflexiblen Polymers im Gleichgewicht ableiten. So fillt die
gemittelte Korrelationsfunktion des Tangentenvektors mit zunehmender Lange
s’ ab.

Lp (2.2)

(t(s") - t(s+5")) = exp (—;p) (2.3)

Mit dieser Relation lasst sich ein Ausdruck fiir den End-zu-End-Abstand Ree =
r(s = 0) — r(s = L) eines Polymers im thermischen Gleichgewicht herleiten

[11]:
Le Le
<R§e> =212 [exp (Lp) —1+ LJ (2.4)
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Eine weitere wichtige Grofse fiir Polymere ist der mittlere quadratische Gyrati-
onsradius Réyr

Lc Le

Réyr = 21L%// <(r(s) —r(s’))2>ds’ds, (2.5)

00
welcher sich nach [12] zu folgendem Ausdruck berechnet.

L.L 213 2Ld L
2 _ <P g2 ~-p _ p . _ e
ngr =3 Lp + L. 2 (1 exp ( L, )) (2.6)

2.2 Mikrofluidik
2.2.1 Herstellung und Aufbau

Die Herstellung der Mikrofluidik—Kanéle erfolgt mit gewissen Anpassun-
gen nach der etablierten Methode der Soft-Lithographie gemifs [13]. Die
Mikrofluidik-Kanéle werden mit AutoCAD gezeichnet und auf eine Chrom-
maske aufgebracht (bvm.maskshop GbR). Das Design eines Beispielkanals ist
in Abbildung 2.1 dargestellt. Im Unterschied zu [13] wird eine Chrommaske
mit einer Auflosung von 100.000 — 200.000 dpi verwendet, um die Genauigkeit
der zu belichtenden Struktur wesentlich zu erhéhen.

Zur Herstellung des Relief-Profils der Kanéle wird ein Silizium-Waferstiick
(Si-Mat.) in einem Rotationsbeschichter! mit SU-8-2075 Photolack (MicroChem
Corp.) so beschichtet, dass eine Schichtdicke von 60 — 70 pm erreicht wird. Das
Waferstiick wird auf einer Heizplatte mit einer Temperatur von 65 °C gelegt, wo-
durch das Losungsmittel des Photolacks verdunsten kann. Im Gegensatz zu den
Vorgaben des Photolack-Herstellers wird auf zu grofie Temperatur-Gradienten
verzichtet und sdamtliche Backschritte werden auf 65 °C mit einer verldngerten
Backzeit durchgefiihrt, um Verspannungen zwischen Photolack und Wafer zu
vermeiden. Vor der Belichtung des Photolacks wird das Waferstiick auf Raum-
temperatur abgekiihlt und anschliefend ein Tropfen Glyzerin aufgebracht. Die
Chrommaske wird dann so auf das Waferstiick gepresst, dass das Glyzerin
einen moglichst gleichméfiigen diinnen Film erzeugt. Nach [14] werden durch
die Verwendung einer Glyzerin-Schicht Brechungseffekte an den Grenzflachen
der Chrommaske bzw. des Photolacks stark reduziert, womit senkrechte Kanal-
winde ermoglicht werden. Bei dem anvisierten Verhéltnis von Kanalhthe zu

Lengl. spin-coater
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Abbildung 2.1 : Ausschnitt des Einlassteils eines Kanaldesigns. Die Kreisfldche links
stellt die Markierung fiir die Einlassverbindung dar. Die kleinen Kanile zwischen Einlass
und dem rechteckigen Teil fungieren als Filter, durch den etwaige Verunreinigungen
abgehalten werden konnen. Diese kurzen kleinen Kandle besitzen dieselbe Breite (hier
20 pm) wie die eigentlichen Hauptkanile. Der Einlass der Hautpkanile ist hyperbolisch
geformt, um eine konstante und vor allem kontrollierte Elongationsrate zu erreichen.
Die Hauptkandle fithren hierbei 2 cm lang weiter bis zum Auslass. Die redundante
und parallele Anordnung von 10 Kanélen garantiert die Verwendbarkeit mindestens
eines Kanals, da durch Fehlbelichtungen oder Staubeinschliisse einige Kanile Defekte
aufweisen konnen.

Kanalbreite von 3:1 sind senkrechte Kanalwande ohne diese Modifikation sonst
nicht realisierbar.

Nach der Belichtung unter einer Quecksilber-Dampf-Lampe wird die photo-
induzierte Vernetzung des Photolacks auf einer Heizplatte bei 65°C (> 1/2h)
vollendet. Anschlielend werden die unvernetzten Bereiche des Photolacks auf
dem Waferstiicks mit einem Entwickler aufgelost. Das so entstandene Relief
kann in einem Relief-Abgussverfahren mit einem PDMS (Polydimethylsiloxan)—
Vernetzungs—Kit (Sylgard®184 Silicone Elastomer Kit) ausgegossen werden.
Nach der Hértung in einem 70°C-Ofen wird der PDMS-Abguss vom Wafer
entfernt, die Ein— und Ausfliisse ausgestanzt und das PDMS-Stiick nach einer
Behandlung mit Sauerstoff-Plasma gemafs [13] mit einem Deckglas kovalent
verbunden. Der schematische Aufbau eines Kanals ist beispielhaft in Abbil-
dung 2.2(a) dargestellt. An den Anschluss-Punkten werden handelstibliche
Spritzen mit Schlduchen angeschlossen und in eine Spritzenpumpe eingespannt,
um eine Losung mit einer festgelegten Flussrate durch das Kanalsystem zu pum-
pen.
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PDMS ,
0pm -

60 pm

y

Deckglas

(@) (b)

Abbildung 2.2 : (a)Schematischer Aufbau eines Mikrofluidik-Kanals mit Flussrichtung

in x-Richtung. (b) Foto eines Mikrofluidik-Chips mit fiinf parallel verlaufenden Kanal-
strukturen. Jede Kanalstruktur besitzt einen Ein- und Auslasspunkt der aus dem PDMS
(Polydimethylsiloxan) ausgestanzt wurde. Die Kanalstrukturen sind wiederum aus zehn
parallel verlaufenden Einzelkanélen aufgebaut, was die Ausfalltoleranz aufgrund von
Produktionsfehlern erhcht.

2.2.2 Optische Eigenschaften - Angleichung des
Brechungsindex

Die Beobachtung eines Fluoreszenz-markierten Molekiils im Kanal durch die
Optik eines Fluoreszenz-Mikroskops ist nur begrenzt moglich, da ein Teil des
vom Molekiil emittierten Lichts an den Kanalwanden gebrochen wird. Durch
die Brechung an der Kanalwand wird effektiv der Winkel verkleinert, mit dem
das Mikroskop-Objektiv das emittierte Licht einfangen kann. Je nach Position
des Molekiils kann dieser Effekt zu einem wesentlich verminderten Kontrast
und/oder auch zu einer Unschérfe der Filamentkontur im aufgezeichneten
Bild fiihren. Die ursédchliche Brechung ist dabei nach dem Snellius’schem Bre-
chungsgesetz vom Unterschied der Brechungsindices der Fliissigkeit und der
Kanalwand abhingig.

Der Brechungsindex des Wandmaterials (PDMS) konnte mit einem Refrak-
tometer zu 1.408 — 1.410 bestimmt werden. Ublicherweise werden fiir Aktin-
Losungen Wasser-dhnliche Losungen mit einem Brechnugsindex von ca. 1.33
verwendet, wodurch sich ein hoher Unterschied in der optischen Dichte zwi-
schen Fliissigkeit und Wand ergibt. Um diesen Unterschied zu minimieren,
wurde der Brechungsindex der verwendeten Losung durch Zugabe von Sucrose
oder Glucose verdndert. Der Unterschied wird durch den Vergleich zweier
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(b)

Abbildung 2.3 : Phasenkontrast-Bild eines Mikrofluidik-Kanals mit Wasser (a) und
mit einer an den Brechungsindex von PDMS angepassten Wasser—Zucker-Losung (b).
Man erkennt in (a) an den Kanalwanden bei einer Wasserlosung deutliche durch die
unterschiedliche optische Dichte hervorgerufene Effekte. Bei der angepassten Losung in
(b) hingegen ist es schwer die Kanalwand zu erkennen.

Phasen-Kontrast-Bilder von einer Kanalstelle mit (siehe Abbildung 2.3(b)) und
ohne (sieche Abb. 2.3(a)) Zugabe von Sucrose deutlich.

Durch eine solche Anpassung des Brechungsindex der Losung kénnen die
Brechungseffekte an der Kanalwand minimiert und eine gleichbleibende Quali-
tiat der Abbildung tiber die gesamte Hohe des Kanals erreicht werden. Daher
wird bei allen Versuchen in Mikrofluidik-Kanélen die Losung mit soviel Sucrose
vermischt, dass in einer Kontrollmessung der Brechungsindex der Lésung zu
einem Wert von 1.41 bestitigt werden kann.

2.2.3 Permeationseigenschaften

Molekularer Sauerstoff ist einer der Hauptursachen von Bleicheffekten [15]
von Fluoreszenz-Molekiilen, wodurch sich bei hohen Konzentrationen von
molekularem Sauerstoff starke Limitierungen bei der Beobachtungszeit von
Fluoreszenz-Molekiilen ergeben. Experimentell werden haufig auch sog. »photo-
damage«-Effekte beobachtet, bei denen angeregte Fluoreszenz-Molekiile mit
Sauerstoff-Molekiilen reagieren und die entstehenden freien Sauerstoff-Radikale
Schdden an der Molekiilstruktur des markierten Molekiils verursachen [16]. Da-
her wird bei Experimenten mit photo-sensitiven Stoffen versucht diese Einfliisse
durch Luftabschluss zu minimieren.
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Das Wand- und Deckenmaterial eines Mikrofluidik-Kanals PDMS ist stark
gas-permeabel [17, 13], was zu einem kontinuierlichen Austausch an moleku-
larem Sauerstoff wihrend eines Experiments fiihrt. Als Folge ist die Photo-
Stabilitat der fluoreszenz-markierten Aktin-Filamente in einem Mikrofluidik-
Kanal deutlich eingeschriankt. Experimentell kann man bei fluoreszenz-
markierten Aktin-Filamenten beobachten, dass diese bei Standard-Puffer-
Bedingungen (2 mM Tris, 0.5 mM ATP, 2 mM MgCl,, 0.2 mM CaCl,, 0.1 M
KCl, 0.2 mM DTT, pH 7.5) bei Fluoreszenz-Beleuchtung in einem Mikrofluidik-
Kanal sehr schnell (< 10s) zu brechen beginnen.

Um diesem Problem zu begegnen, kann der Austausch mit Sauerstoff mini-
miert werden [18] oder ein Radikalfinger verwendet werden. Als Radikalfdnger
2 werden hierbei Stoffe bezeichnet, die Sauerstoff, freie Sauerstoffradikale oder
ihre Reaktionsprodukte chemisch zu unreaktiveren Produkten abbauen kénnen.
Als praktikabelste Losung wurde der Einsatz von Ascorbin-Saure als Radikal-
fénger gewdhlt, da durch die einfach dosierbare Zugabe zur Pufferlosung die
Effekte effektiv minimiert werden konnten.

2.2.4 Flusseigenschaften

Die Flusseigenschaften der Fliissigkeit in einem Mikrofluidik-Kanal konnen mit
der Reynoldszahl Re charakterisiert werden, welche das Verhiltnis zwischen
Tragheits- und Reibungskriften angibt. Die Reynoldszahl Re des Systems ist
durch die Viskositit der Fliissigkeit #, ihrer Dichte p, ihrer Geschwindigkeit v
und der charakteristischen Lange w des Systems festgelegt.

2.7)

Fiir die benutzten Fliissigkeiten (7 = 8 - 10~3Pas, p ~ 103%) bei den typischen
Flussgeschwindigkeiten v ~ 107*2') und den benutzten Kanilen mit einer
Kanalbreite von w = 32 pm berechnet sich die Reynoldszahl zu Re = 4-10~* <
1. Nach [19] ergeben sich im Mikrofluidik-Kanal laminare Strémungen und die
lokale Flussgeschwindigkeit in einem Kanal der Breite w und Hoéhe / kann
analytisch berechnet werden.

2engl. scavenger
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2.2.5 Geschwindigkeitsprofile

Die nach [19] berechneten Geschwindigkeitsprofile und ihre Ableitung nach
Hohen- bzw. Breitenposition sind in Abbildung 2.4 fiir einen Kanal mit dem
Seitenverhiltnis 1:3 (Breite:Hohe) dargestellt. In der x, y-Ebene auf halber Ka-
nalhohe ergeben sich nahezu parabolische Geschwindigkeitsprofile, wobei die
Flussgeschwindigkeiten vgy;q(z, ) nur sehr gering von der aktuellen Hohe z
abhéngen (siehe Abb. 2.4(c)).

Uber einen groflen Bereich (ca. 60% der Gesamthohe) um die halbe Kanalho-
he ist die Anderung der Flussgeschwindigkeit mit der Hohe vernachléssigbar
(vgl. Abb. 2.4(c)). Nur in der Nahe des Kanalbodens bzw. der Kanaldecke wird
der Gradient der Geschwindigkeit in z-Richtung stdrker als der Gradient in
y-Richtung und das Geschwindigkeitsprofil in der x, y—Ebene weicht stark von
einem parabolischen Profil ab. Die Wahl des Seitenverhéltnisses des Kanals be-
stimmt hierbei die Grofie des Bereichs, in welchem eine nahezu gleichbleibende
Geschwindigkeitsverteilung vorherrscht. Je hoher der Kanal desto grofier ist
dieser Bereich. Da ein zu grofies Seitenverhiltnis jedoch Probleme bei der Her-
stellung und Haltbarkeit des Kanalreliefs auf dem Wafer verursacht, wurde als
Kompromisslosung der Mikrokanal mit einem Verhéltnis von 1:3 (Breite:Ho6he)
konstruiert.

2.2.6 Scherrate

Nach [19] kann die Flussgeschwindigkeit vgyiq,(y) der Flissigkeit in x-
Richtung auf halber Kanalhthe in guter Naherung als parabolisch beschrieben
werden. Die Verteilung der Flussgeschwindigkeit in einem Kanal der Breite w
kann daher durch

2
— Yy
Vtiuid,« (Y) = Vo <1 - (w/2)2) (2.8)
beschrieben werden, wobei vy die maximale Geschwindigkeit in der Ebene

bezeichnet. Um die Position y — w/4 kann somit lokal (y — w/4 =: y) die Ge-

schwindigkeit vgyig (1) mit der Scherrate §(y) = (wz;’g)z |y| und der y-Position

ausgedriickt werden:
. 2 ) 2
Vtuidx X —TY = Ty = —Fy(1+ %) (29)
Fir eine Kanalbreite von w =~ 30um kann man an dieser Position das

Geschwindigkeitsprofil {iber einen Bereich von ca. 2 pm gut mit einer linea-
ren Funktion « y beschreiben, wobei sich nur geringe Abweichungen (ca. 13%)

10
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Abbildung 2.4 : Die Flussgeschwindigkeiten (a) und die Ableitungen nach Seiten- (b)
und Hohenposition (c) fiir einen Mikrofluidik—-Kanal mit dem Seitenverhaltnis 3:1 (H:B)
wurden in Abhéngigkeit ihrer y-z-Position visualisiert. In der Farbkodierung wurden
alle Werte auf den jeweiligen Maximalwert normiert. Um die mittlere Kanalhohe zeigt
sich dabei ein Gebiet, dessen Flusseigenschaften nur sehr schwach von der aktuellen

z-Position abhéngig sind.

11
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vom parabolischen Profil ergeben. Dadurch kann um diese Position in guter
Néaherung ein einfacher Scherfluss angenommen werden.

1
0.8 - .
§ 0.6 |- — il
Y 2Ry
S
= 04} i
s
0.2 | | — Yfluid N
— iy te
O T T | | | | | | |
05.10-20.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 04 045 0.5
y/w

Abbildung 2.5 : Das parabolische Geschwindigkeitsprofil der Fliissigkeit kann an der
Position y = w/4 tiber einen groflen Bereich (hier mit zwei Ry bezeichnet vgl. Abschnitt
4) gut durch eine Gerade angenéhert werden.

2.3 Auswertung der Mikroskopiebilder

In den Experimenten wurden Aktin-Filamente und Mikrokanile in einem
Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet. Dabei wurden Videos mit der Software
OpenBox [20] direkt digital aufgezeichnet und konnten mit MATLAB analysiert
werden.

2.3.1 Erfassung der Filamentkonformation

Um die Filamentkonformation aus den aufgenommenen Videos zu bestimmen,
wurden die Einzelbilder der Videos in ein selbst-entwickeltes Programm mit gra-
fischer Oberfldche (siehe Abbildung 2.6) eingelesen und dargestellt. Um einen
besseren Kontrast bei den Einzelbildern zu erzielen, kénnen die Helligkeitswer-
te eines gemittelten Bildes des gesamten Videos von den Helligkeitswerten des
aktuellen Bildes abgezogen werden. Zudem wurde ein aktueller »Non-Local
Means«-Rauschfilter [21] implementiert, der das Bildrauschen der Mikroskopie-
bilder minimiert ohne die Abbildung von Kanten zu verschlechtern.

Mit einem manuell eingegeben Startpunkt wird die Filamentkonformati-
on mit einem selbst-entwickelten Algorithmus grob bestimmt. Ausgehend

12
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Abbildung 2.6 : Ein Programm mit grafischer Oberfldche wurde in Matlab erstellt, um
die Bilddaten aus den aufgenommenen Videos zu verarbeiten. Die Konformationskoor-
dinaten der Filamente konnten so erfasst, tiberpriift und korrigiert werden.

vom Startpunkt versucht der Algorithmus in einer vorgegeben Entfernung
einen Punkt des Filaments zu finden. Dazu wird die Helligkeitsverteilung
entlang einer zur Suchrichtung senkrecht verlaufenden Linie ausgewertet
(vgl. Abb. 2.7(a)). Die Fluoreszenz-Intensitat eines abgebildeten Filamentseg-
ments ist senkrecht zur Filamentachse um seine Position in guter Ndherung
gaufsformig verteilt. Die Abbildung dieser Verteilung auf die Pixel der Kamera
erzeugt die in Abbildung. 2.7(b) gezeigten Helligkeitsverteilungen. Die Position
des Filamentsegments wird bei dem Punkt bestimmt, der mittig zwischen den
beiden Punkten mit halber Helligkeit des Maximums liegt. Die Koordinaten des
so bestimmten Punktes werden gespeichert und dienen als neuer Startpunkt
fiir die Suche nach dem folgenden Filamentsegment.

Diese Schritte werden wiederholt bis die Helligkeit an den gefunden Punk-
ten unter einen bestimmten Schwellwert fillt. Beim ersten Erreichen dieser
Abbruchbedingung wird der Algorithmus am initialen Startpunkt in entgegen-
gesetzter Richtung fortgesetzt bis die Abbruchbedingung ein zweites Mal erfiillt
wird. Der so gefundene Koordinatensatz wird an den Enden nach aufSen extra-
poliert und die Enden des Filaments werden genau an dem Punkt festgelegt, bei

13
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dem der Helligkeitswert auf den halben mittleren Helligkeitswert der gefunden
Punkte abziiglich des Hintergrunds abgefallen ist. Die erfassten Koordinaten
werden abgespeichert und im Programm zur visuellen Uberpriifung bzw. Kor-
rektur tiber das angezeigte Bild gelegt. In einem nachgelagerten Schritt werden
die Filamentkoordinaten mit einem rechenintensiven Gauf3-Fit verfeinert.

Helligkeit

m
-10 -5 0 5 10
senkrechter Abstand
(b)

Abbildung 2.7 : (a) Aus den aufgezeichneten Videobildern konnte die Filamentkon-
formation (magentafarbene Kreuze) erfasst werden, indem die Helligkeitsverteilung
entlang von senkrecht zum Filamentsegment verlaufende Linien (rote Linien) bestimmt
und ausgewertet wurde. (b) Die Helligkeitsverteilung entlang der in (a) gezeigten Linien
weisen eine anndhernd Gauf3-féormige Verteilung auf, woraus die Filamentposition mit
einem Fit bestimmt werden kann.

2.3.2 Kanalerkennung

Fiir die Experimente in Abschnitt 4 werden die Positionen der Kanalwande
benotigt, um die Scherrate zu bestimmen. Daher werden aus den aufgezeich-
neten Videos mit einem selbst-entwickelten Algorithmus die Wandpositionen
bestimmt.

Bei den Experimenten wurde die Position des motorisierten Mikroskoptischs
mit einem Zeitstempel aufgezeichnet und kann daher mit dem Zeitstempel
der Videobilder abgeglichen werden. Mit diesen Informationen werden die
Einzelbilder passgenau tibereinandergelegt, sodass die aufgezeichneten Bild-
ausschnitte eines Punktes das gemittelte Abbild dieses Punktes ergeben. Durch

14



2.3 Auswertung der Mikroskopiebilder
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Abbildung 2.8 : Mit einem selbst-erstellten Programm mit grafischer Oberflache werden

die Zeitinformationen von den Videobildern und den protokollierten Koordinaten des
motorisierten Mikroskoptischs eingelesen und abgeglichen. Aus diesen Daten wird ein
rauscharmes Gesamtbild des Videos erstellt, aus dem die Position der beiden Kanalwan-
de bestimmt und visualisiert (siehe rote und blaue Kreise) wird. Die erfassten Punkte
werden linear gefittet und abgespeichert.

diese Mittelung wird ein stark rauschreduziertes Gesamtbild des Kanals er-
zeugt in dem sich die Kanalstrukturen durch den scharfen Helligkeitsanstieg
erkennen lassen (vgl. Abb. 2.9).

Mit einem selbst-programmierten Algorithmus wird die Position des An-
stiegs entlang der Pixelspalten des Bildes bestimmt und zur visuellen Kontrolle
tiber das Bild gelegt. Die so bestimmten Punkte werden dann mit einer Gerade
gefittet, woraus sich die Wandposition in jedem Einzelbild des Videos berechnen
lasst.

15
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e Ao eSO A

e T B R e e e e e

Abbildung 2.9 : Aus dem aufgezeichneten Video und den protokollierten Positionsdaten

wird ausschnittsweise das gezeigte rauscharme Gesamtbild berechnet. Die Kanalwénde
sind als durchgingige helle Griine Linien erkennbar und ihre Position wird anhand
des Helligkeitsanstiegs bestimmt. Das beobachtete Filament ist als Uberlagerung der
Einzelbilder zwischen beiden Wanden zu sehen.
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Kapitel 3

Diffusionseigenschaften und
Dynamik von Polymeren im
Gleichgewicht

Aufgrund der thermischen Bewegung der Losungsmittelmolekiile sind die
einzelnen Untereinheiten von linearen Polymeren fluktuierenden Kréften aus-
gesetzt, die in Richtung und Stiarke zuféllig auftreten. Dadurch verandert sich
die Konformation von Polymeren im thermischen Gleichgewicht laufend. Ein
sehr biegsames Polymer wird durch die thermischen Fluktuationen auf kleinen
Abschnitten der Polymerkette sehr stark gebogen, wodurch sich im thermischen
Gleichgewicht sehr viele energetisch zugédngliche Konformationsmoglichkeiten
ergeben. Solche flexiblen Polymere tendieren dazu aus komplett gestreckten
Konformationen in ungeordnetere Konformationen tiberzugehen und werden
daher auch als entropische Federn bezeichnet [22]. Je nach der Biegesteifigkeit
der Polymerkette konnen Polymere schwach gebogene, stark gebogene oder auf-
gekndulte Konformationen aufweisen. Jedoch erscheinen alle Polymersegmente
als stabartig, solange die betrachtete Polymersegmentldnge klein genug gewéhlt
wird. Die Persistenzldnge eines Polymers gibt hier ein Maf$ an, unterhalb dessen
sich ein Polymer oder Polymersegment im thermischen Gleichgewicht wie ein
stabartiges Polymer verhilt.

Fiir semiflexible Polymere wie Aktin-Filamente mit einer Persistenzldnge von
Lp = 16 pm und Konturldngen von 1 — 100 pm zeigt sich mit steigender Kontur-
lange ein Ubergang von stabartigem zu flexiblem Verhalten. Bei langeren Fila-
menten als die Persistenzlidnge dominieren Biegefluktuationen die auftretenden
Konformationen, welche bei kiirzeren Filamenten eher als schwach gebogene
Stébe zu beobachten sind. Die Anderung der Konformationseigenschaften von
semiflexiblen Aktin-Filamenten im Gleichgewicht mit zunehmender Lange sind
experimentell und theoretisch [6, 23] beschrieben. Fiir die Diffusionseigenschaf-
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ten von Aktin-Filamenten wird jedoch die Naherung fiir ein stabartiges Polymer
verwendet [24] und der Einfluss der Biegefluktuationen wird vernachléssigt.

Eine genauere Untersuchung der Diffusionseigenschaften von semiflexiblen
Polymeren wurde in [25] beschrieben, wobei der Einfluss der hoheren (ver-
allgemeinerten) Biegemoden berticksichtigt und mit experimentellen Daten
verglichen wurde. Bei dem Vergleich von der darin entwickelten Theorie mit
den zugehéorigen FCS!'-Messungen von Diffusionsbewegung von 0.5,1,2 und
10 pm langen Aktin-Filamenten ergab sich jedoch ein quantitativ abweichen-
den Ergebnis. So wurde die Zeitskala um den Faktor 1.7 gestaucht und die
Konturldnge der Filamente wurde als Fitparameter frei gewahlt, um die experi-
mentellen Daten bestmoglich beschreiben zu konnen.

Die Diffusion, und hier speziell die Rotationsdiffusion, legt die Zeitskala der
Orientierung von Aktin-Filamenten fest, was fiir komplexe Bewegungsabldufe
[26, 4] von besonderem Interesse ist. Eine Beschreibung der Rotationsdiffusi-
on von Aktin-Filamenten unter Berticksichtigung der Biegefluktuationen ist
daher notig, und wird im Folgenden mit numerischen und mikroskopischen
Methoden untersucht und charakterisiert.

3.1 Rotationsdiffusion

Die Rotationsdiffusion bezeichnet die Fluktuation der Orientierungsrichtung
eines Polymers, welche durch thermische Fluktuationen entsteht. Betrachtet
man einen steifen Stab im Schwerpunktsystem, beschreibt die Spitze seines
Orientierungsvektors eine Diffusionsbewegung auf der Oberfldche einer Kugel
(vgl. Abb. 3.1). Diese Diffusionsbewegung ist fiir steife Stédbe nach [9] und [27] in
ihrem zweiten Moment analytisch beschreibbar. Fiir die Rotationsdiffusion von
flexibleren Polymeren ergeben sich Abweichungen, die hier quantifiziert und an
verschiedenen Polymer-Modellen getestet werden. Dazu wird der End-zu-End-
Vektor Ree betrachtet, welcher vor allem bei flexibleren Polymeren nicht nur in
seiner raumlichen Orientierung sondern auch in seiner Lange fluktuieren kann.
Diese Langen-Fluktuationen werden hier vernachlissigt, und es wird im fol-
gendem allein der Einfluss der Steifigkeit auf das Rotationsdiffusionsverhalten
untersucht (vgl. Abb. 3.1).

Um die Rotationsdiffusion des End-zu-End-Vektors Ree zu untersuchen,

YFCS engl. Fluorescence correlation spectroscopy

18



3.1 Rotationsdiffusion

Abbildung 3.1 : Die Rotationsdiffusion eines stabartigen Polymers beschreibt eine
ungerichtete Anderung der Orientierung des End-zu-End-Vektors Ree(t), was einer
Diffusionsbewegung eines Punktes auf der Oberfldche einer Kugel entspricht (siehe
diinne schwarze Linie).

wurde dessen mittlere quadratische Rotationsverschiebung® rMSD

rMSD(t) = <(Ree(t 1) - Ree(t/))2>t/ (3.1)
berechnet. Fiir lange Beobachtungszeiten ¢ gilt
2
(Rt +1)) = (Re(1)), = (REZ)". (32)

Bei Berechnung des Quadrats in Gleichung 3.1 ergibt sich der Zusammenhang
mit der Autokorrelationsfunktion (Ree(f + ') Ree(t'))

rMSD(t) = 2 ((R§§)2 — (Ree(t+ t’)Ree(t’)>t,> . (3.3)

Aufgrund der stochastischen Natur der Rotationsdiffusion ist die Orientie-
rung des End-zu-End-Vektors Ree(t) zum Zeitpunkt ¢ fiir grofe t — ' unab-
hingig von der Orientierung zum Zeitpunkt . Fiir lange Zeiten stehen daher
im Mittel Ree(t + ') und Ree(t') senkrecht aufeinander, wodurch die Autokor-
relationsfunktion (Ree(t + t')Ree(t'))y verschwindet. Somit strebt die mittlere

2
quadratische Rotationsverschiebung fiir lange Zeiten gegen den Wert 2 (Rgg) .

2engl. rotational-mean-squared-displacement (kurz tMSD)
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Bei kurzen Zeiten nimmt die Autokorrelationsfunktion ebenfalls diesen Wert

2
an (Ree(t = ')Ree(t'))y = (Rgg) , wodurch die mittlere quadratische Rotati-

onsverschiebung verschwindet.

3.1.1 Rotationsdiffusion stabartiger Polymere

Die mittlere quadratische Rotationsverschiebung fiir den Einheitsorientierungs-
vektor von stabartigen Molekiilen wurde in [9] beschrieben, und kann in das
rMSD des End-zu-End-Vektors umgerechnet werden. Mit der Rotationsrelaxati-
onszeit T,,4 eines stabartigen Polymers der Lange L ergibt sich das rMSD,4
zZu

tMSD, 4 () = 212 (1 —exp (— Tt >) ) (3.4)
rod

Fiir kleine Zeiten t < T4 lédsst sich die Exponentialfunktion durch 1 —t/ 7,04
nihern, wodurch sich fiir die mittlere quadratische Rotationsverschiebung eine
lineare Zeitabhéngigkeit ergibt.

212
Trod
Der Wert der Rotationsrelaxationszeit T,,q ergibt sich tiber Rotationsdiffu-

rMSD, 4 (t) = -t fir t << Tyod (3.5)

sionskoeffizienten T,,q = ﬁ. Mit der Definition nach [9] D,oq = 1CZkE3T lasst
TO 1 tc

sich der Wert berechnen, wobei ¢ | den Reibungskoeffizienten ¢, = mé% in
senkrechter Richtung zur Stabachse, # die Viskositit des Losungsmittels und D
den Polymerdurchmesser bezeichnet.

3.1.2 Rotationsdiffusion flexibler Polymere

Die Eigenschaften von flexiblen Polymeren konnen bei Vernachldssigung hy-
drodynamischer Wechselwirkungen durch die Rouse-Theorie [28] beschrieben
werden. Die Rouse-Theorie beschreibt flexible Polymere als Kugelkette aus N-
Kugeln die durch N — 1 harmonische Federn mit dem Gleichgewichtsabstand
b miteinander verbunden sind und thermisch fluktuieren. Jede Kugel besitzt
einen Reibungskoeffizienten von {p,e,q4. Das Modell vernachléssigt die hydro-
dynamische Wechselwirkung der Kugeln untereinander. Die Bewegung einer
Rouse-Kette entspricht der brownschen Bewegung gekoppelter Oszillatoren
und kann durch die Zerlegung in Normalkoordinaten, den sog. Rouse-Moden,
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gelost werden. Die Relaxationszeiten der Rouse-Moden sind voneinander ab-

héngig, wobei die Relaxationszeit der p-ten Rouse-Mode durch die Relation

T, =1/ p2 gegeben ist. Die Relaxationszeit der ersten Rouse-Mode 7, welche

in [9] auch explizit als Rotations-Relaxations-Zeit definiert wird, ist nach [9]

gegeben durch:

= gbeacll\ﬂb2
37T2kBT

mit der Boltzmannkonstante kg und der absoluten Temperatur T. Die Autokor-
relationsfunktion des End-zu-End-Vektors Ree ist nach [9] durch

(3.6)

<Ree(t)Ree(O)> = NP Z zinzexp <t> (3.7)

p=L3,.. Tp

i i eq)? 2 8
gegeben. Fiir t = 0 ist (Ree(f)Ree(0)) = (Ree) = Nb* da 123 7z = 1.
p=13,..

Daraus und aus Gleichung 3.3 folgt somit fiir die mittlere quadratische Rotati-
onsverschiebung einer Rouse-Kette

rMSDpouse(t) = 2 (R§§)2 (1 - i ;;2 exp <—Ttp>> . (38)

p=13,. P

Die Berticksichtigung der hoheren Rouse-Moden fiihrt zur Anderung der
Steigung wie in Abbildung 3.2 dargestellt. Beriicksichtigt man sehr viele Rouse-
Moden steigt das rtMSD fiir kleine Zeiten (t < ;) proportional zu « t!/2 an, was
genau dem intramolekularen Diffusionsverhalten einer Rouse-Kette entspricht
[29].

3.1.3 Rotationsdiffusion im Modell der GauBB’schen
semiflexiblen Kette

Beim Modell der Gauf$’schen semiflexiblen Kette [30, 12, 25] wird ein Poly-
mer der Lange L. durch eine Kette von N Kugeln beschrieben, deren mitt-
lerer quadratischer Abstand konstant ist ((r; — #;.1)?) = [2 mit | = L¢/N.
Beim Ubergang in die kontinuierliche Beschreibung (N — o) ergibt sich eine
kontinuierliche, differenzierbare Raumkurve r(s, t) mit dem Konturparame-
ter s € [—Lc/2;Lc/2] zum Zeitpunkt t. Aus der Lagrange-Mechanik ergibt
sich daraus die Bewegungsgleichung fiir jeden Punkt auf der Raumkurve. Die
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Abbildung 3.2 : Der Einfluss der hoheren Rouse-Moden auf den Verlauf des rMSD
wirkt sich auf die Anfangssteigung vor dem Knickpunkt bei t = 71 aus. Berticksichtigt
man viele hohere Moden, ist eine Steigung proportional zu t'/2 beobachtbar.

Bewegungsgleichung einer solchen Kette kann mit den in [25] genannten Rand-

bedingungen durch eine Zerlegung (s, t) = OZO; x;(H)¢;(s) in Normalmoden
1=0

mit den Eigenfunktionen ¢;(s) und deren Amplg’cuden Xi(t) gelost werden. Die
zugehorigen Eigenwerte §; ergeben sich dann aus der Bewegungsgleichung und
erfiillen die Gleichung &, = kgT (e} + 2v{3) mit dem Eigenfunktionsparameter

(. ¢ wiederum ist durch die Normierungsbedingung [ _Lﬁz P1(8) P (s)ds = oy
und durch die Persistenzlénge L, festgelegt.

Bei Vernachlassigung hydrodynamischer Wechselwirkungen lassen sich
aus diesen Bedingungen die Relaxationszeiten via 7 = </¢; mit Langen-
Reibungskoeffizienten ¢y = 37ty numerisch auswerten. Die Berechnung der
Relaxationszeiten 7; aus den Eigenwerten ¢; ist via 1 (d) =v/¢ (d) abhingig
von Dimensionalitdt des Systems.

Daraus konnen die Relaxationszeiten 7; der ersten drei Normalmoden fiir
einen grofen Steifigkeitsbereich L./Lp, = 1072..10% berechnet werden. Als
Beispiel sind die Relaxationszeiten der ersten drei Moden in Abbildung 3.3
dargestellt. Im Unterschied zur Theorie stabartiger Polymere und zur Rouse-
Theorie verdndern sich die Relaxationszeiten kontinuierlich beim Ubergang
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von steifen Polymeren L./L, < 1 zu flexiblen Polymeren L./L, > 1. Die
Relaxationszeiten stimmen dabei im Limit flexibler Polymere mit den Rouse-
Relaxationszeiten (1; L%l’z) tiberein. Im Limit steifer Polymere stimmt die
Relaxationszeit der ersten Mode mit der Relaxationszeit eines stabartigen Poly-
mers iiberein [25]. Die Relaxationszeiten der hoheren Moden weisen dieselben
Abhingigkeiten (77 « L#(2] — 1)*) wie die Relaxationszeiten der Biegemoden
nach (vgl. [6]) auf.

Im Modell der Gaufi’schen semiflexiblen Kette kann das theoretische Zeitver-
halten des rMSD des End-zu-End-Vektors berechnet werden (siehe Herleitung
im Anhang Abschnitt 1.2).

oo}

. T2 (=ke)e=tn
1— 4dkBT Tl#’%(_TLC) e,t/Tl . 1:3%,7... llpl ( 2 )
e}
T (r) Y (ke
n=1335,..
(3.9)
Nach [25] wird die Relaxation relativ steifer Filamente entlang der Filament-
kontur fiir die dynamischen Eigenschaften vernachléssigt (in Ubereinstimmung
mit Uberlegungen aus [31]). Dadurch reduziert sich bei der Berechnung von
den T;-s die Dimensionalitat d um eins. Hierbei ist zu beachten, dass nach [25]
bei den Gleichgewichtseigenschaften die volle Dimensionalitidt des Systems
berticksichtigt werden muss. Somit sind die Relaxationszeiten in den Exponen-
tialfunktionen mit einer reduzierten Dimensionalitdt zu berechnen im Vergleich
zu den Relaxationszeiten in den Vorfaktoren.

Gauss

rMSDED  —2 (Rgg)z

Bei Beriicksichtigung hydrodynamischer Wechselwirkungen ergeben sich
Anderungen an den Korrelationsfunktionen der einzelnen Amplituden, sodass
die I-te Mode mit der verdnderten Relaxationszeit 7; relaxiert. Die 7; berechnen
sich aus den 7;-s tiber 7 = 7;/ (1 4+ yQy;) und sind in Abbildung 3.3 dargestellt,
wobei Qy; die Diagonalelemente des Oseen-Tensors bezeichnen (vgl. [25]). So-
mit ergibt sich (Herleitung siehe Anhang 1.2) fiir die Gaufi’sche semiflexible
Kette ein Zeitverhalten fiir die mittlere quadratische Rotationsverschiebung des
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Abbildung 3.3 : Die Verldufe der Relaxationszeiten %; bzw. 7; mit bzw. ohne Berticksich-
tigung der hydrodynamischen Wechselwirkungen wurden im Modell der Gaufs’schen
semiflexiblen Kette fiir die ersten drei Moden numerisch in Abhédngigkeit der Kontur-
lange L. fiir eine feste Persistenzlédnge von Ly = 16 yum ausgewertet. Alle Werte wurden
mit den Relaxationszeiten eines stabartigen Polymers mit veranderlicher Konturldn-
ge mit bzw. ohne Berticksichtigung der hydrodynamischen Wechselwirkungen 7,4
bzw. T,,4 normiert. Die gestrichelte Linie zeigt eine analytische Naherungsformel der
Relaxationszeit der ersten Mode aus Abschnitt 4.3.3.

End-zu-End-Vektors:

[e0]

] - L myi(5e)e
2 4dkp T T2 (ke ) =,
rMSDgeImss =2 (Rgg) 1- B 1¢1( 22 )e_t/Tl — ! 3;5’7
TR L mpd(e e
n=1335,..

(3.10)

3.2 Messung der Rotationsdiffusion von
Aktin-Filamenten

3.2.1 Experimenteller Aufbau und Durchfithrung

Aktin wurde nach Abschnitt 2.1 polymerisiert und mit einer Pufferlosung (2 mM
Tris, 0.5 mM ATP, 2 mM MgCl,, 0.2 mM CaCl,, 0.1 M KCl, 0.2 mM DTT, pH 7.5)
verdiinnt, die zudem 45.5% (w/v) Sucrose und 1 mM Ascorbin-Saure enthielt.
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3.2 Messung der Rotationsdiffusion von Aktin-Filamenten

Diese Losung wurde mit einer Losung von Polystyrol-Kugeln (Durchmesser
0.81 pm) gemischt, sodass sich eine Aktinkonzentration von 10 — 20nM ergab.
Die Aktin-Filamente wurden vorher mit Alexa-488-Phalloidin stabilisiert und
fluoreszenz-markiert, wobei pro Aktin Molekiil ein Alexa-488-Phalloidin Mole-
kiil in der Losung enthalten war. Die Ascorbin-Sdure wurde als Radikalfanger
eingesetzt um photoinduzierte Bleich- und Schadeffekte® zu vermindern.

Qo Qo

0/\/0

Abbildung 3.4 : Die Beobachtungskammer der Aktin-Filamente besteht aus zwei tiber-
einanderliegenden Deckglasern. Die in der Aktin-Losung enthaltenen Polystyrol-Kugeln
vom Durchmesser 0.81 um dienen als Abstandshalter fiir einen gut definierten Abstand
der Deckglaser. Die beobachteten Aktin-Filamente sind in ihrer Hohe so auf den Durch-
messer einer Kugel beschrankt, dass eine quasi-2D-Bewegung der Filamente beobachtet
werden kann.

Ein Tropfen der Losung wurde auf ein Deckglas gegeben und ein zweites
Deckglas wurde darauf gepresst. Mit den enthaltenen Polystyrol-Kugeln konnte
zwischen beiden Deckglédsern ein Abstand von ihrem Durchmesser realisiert
werden (siehe Abbildung 3.4). Die enthaltenen Aktin-Filamente wurden damit
in ihrer Bewegungsfreiheit in einer Dimension stark beschriankt, sodass effektiv
nur eine zweidimensionale Diffusion beobachtet werden kann (vgl. [23]). Die
Aktin-Filamente wurden dann in einem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss Axiovert
100) fokussiert und waren somit durch die Deckgldser in ihrer Bewegung auf
die Fokusebene des Mikroskop beschriankt. Die Konzentration der Kugeln war
dabei so gering, dass die beobachteten Aktin-Filamente nicht durch die Ku-
geln nicht in ihrer quasi-zweidimensionalen Bewegungsfreiheit eingeschrankt
wurden.

3.2.1.1 Bestimmung der Persistenzldnge

Um die in Gleichung 3.10 erwdhnten Eigenmoden und Relaxationszeiten nu-
merisch zu berechnen, ist die Persistenzldnge ein ein zentraler Wert. In der

3engl. photo-damage
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Literatur finden sich jedoch sehr unterschiedliche Werte von der Persistenz-
lange von Aktin-Filamenten und es wurde eine starke Abhéngigkeit von der
Stabilisierung durch Phalloidin beobachtet [23]. Daher wird im Folgenden die
Persistenzldange mit einer unabhingige Kontrollmessung bestimmt.

IESan
D
= 09 s
“ QL
= 0.8 o actin TS
—exp (—Szf; ) e
| | | | g
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

s/Lc

Abbildung 3.5 : Die gemittelte Korrelationsfunktion der Tangentenvektoren #(s) (graue
Kreise) fallt entlang der Kontur s € [0; L¢] ab und kann mit einer Exponentialfunktion
(schwarze Linie) als Fit-Funktion gut gendhert werden.

Nach [6] besitzt die gemittelte Auto-Korrelationsfunktion des Tangentenvek-

tors #(s) mit s € [0; Lc] bei zwei erfassten Dimensionen einen charakteristischen
Abfall gemaf3

Nl s—s'

(t(s+5")t(s")), =exp ( oL, ) . (3.11)
Aus den experimentell erfassten Konformationsdaten r(s, t) wurde die gemit-
telte Autokorrelationsfunktion der Tangentenvektoren berechnet und mit einer
Exponentialfunktion gefittet. Die Konturldnge wurde bei mehreren ausgewéhl-
ten Bildern mit guten Kontrasteigenschaften bestimmt. Aus dem Fit ergab
sich fiir beide vermessenen Aktin-Filamente die Persistenzldnge ein Wert von
Lp ~ 15+ 2 pm. Innerhalb der Messunsicherheit stimmt dieser Wert gut mit
dem Literaturwert [32] von 16.1 um {iberein.

3.2.1.2 Bestimmung der effektiven Viskositat

Die Reibung zwischen Polymer und Fliissigkeit entsteht in der unmittelbaren
Umgebung des Polymers, wobei nach [33] die Stdrke der Dissipation pro Vo-
lumen in freier Losung mit dem Abstand in der vierten Potenz abfillt. Die
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Abbildung 3.6 : (a) Die Trajektorie des Filament-Schwerpunkts eines Aktin-Filaments
zeigt einen zufélligen und ungerichteten Bewegungsverlauf. (b) Der Verlauf der mittt-
leren quadratischen Verschiebung des Filamentschwerpunkts MSD kann gut mit einer
Fit-Geraden angendhert werden.

Anwesenheit einer starren Grenzfldche nahe des Polymers verdandert diese Be-
dingungen im Vergleich zur freien Losung signifikant, wodurch sich fiir die
Reibung Unterschiede ergeben. Mit dem verwendeten Versuchsaufbau kénnen
diese anisotropen Randeffekte im Experiment auftreten, da das Aktin-Filament
durch die beiden Deckgliser in einer Dimension auf eine Hohe von ca. 0.81 um
beschréankt wird. Nach [33] konnen diese Effekte mit einem angepassten Rei-
bungskoeffizienten berticksichtigt werden, der den Abstand des Filaments vom
Deckglas berticksichtigt. Alternativ wird hier ohne Kenntnis des Abstands zwi-
schen Polymer und Deckglas der Liangen-Reibungs-Koeffizient v aus den N
erfassten Konformationskoordinaten r,(t) mit n € [1; N| gemessen, und der
Unterschied zum Langen-Reibungs-Koeffizienten im freier Losung wird durch
die Einfithrung einer effektiven Viskositat berticksichtigt.

Um den Langen—Reibungs-Koeffizient zu bestimmen, wird die Diffusion des
Filamentschwerpunkts Reom () = & YN | 7.4(t) eines Aktin-Polymers betrach-
tet. Die erfasste Bewegung des Polymerschwerpunktes eines Aktin-Filaments
ist in Abbildung 3.6(a) dargestellt und zeigt eine zufallige und ungerichtete
Bewegung. Analog zu Abschnitt 3.2.2 1dsst sich fiir diese Bewegung die mittlere
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quadratische Verschiebung* des Polymerschwerpunkts MSD berechnen.

MSD(t) = <(Rcom(t ) - Rcom(t’))2>t/ (3.12)
Der Verlauf des MSD (siehe Abb. 3.6(b) ) zeigt hierbei ein anndhernd lineare
Zeitabhingigkeit und damit eine gute Ubereinstimmung mit einer Fit-Geraden.
Das theoretische Verhalten des MSD ergibt sich analog nach [9, 25] fiir ein
stabartiges Polymer in zwei Dimensionen zu

((Reom(t+1) = Reom(#))?) | =2(Df™ 42D = (3.13)
kyT

= -t .14

oo (3.14)

mit dem Diffusionskoeffizienten DT“T‘ senkrecht (L) bzw. parallel (]|) zur Po-

lymerachse. Der Langen-Reibungs-Koeffizient ¢, = 471/ In (L./d)) bertick-
sichtigt intramolekulare hydrodynamische Effekte und ist fiir ein frei diffun-
dierendes Polymer abhingig vom Polymerdurchmesser d und der Viskositat

Die Néahe zur Oberfliche des Deckglases beinflusst die Reibungs-
eigenschaften des umgebenden Mediums, wodurch sich die Abhingigkeit
von c¢; vom aktuellem Abstand /(t) zwischen Polymer und Oberfléche ergibt.
Daher muss in Gleichung 3.14 der abstandsabhingige Reibungskoeffizient

verwendet werden :
47ty

' (n(t) = In (h(£)/d))’

Der Einfluss der nahen Deckgldser auf das Polymer kann somit durch den Un-
terschied zwischen ¢ (h(t)) und ¢ quantifiziert werden. Unter der Annahme,
dass der Einfluss der Deckglédser auf die Reibung unabhingig von den intramo-
lekularen hydrodynamischen Wechselwirkungen ist, wird eine effektive mittlere
Viskositat (77(h(t))) = neg eingefiithrt. Mit dieser effektiven Viskositit kann die
Reibung auf das Polymer in der Versuchskammer beschrieben und der abstand-
sabhingige Reibungskoeffizient auf ¢ | via (¢ (h(t))) = ¢, (o) zuriickgefiihrt
werden. Der Langen-Reibungs-Koeffizient v (vgl. Gleichung 3.10), welcher die
intramolekularen hydrodynamischen Wechselwirkungen vernachlassigt, ergibt
sich folglich zu

(3.15)

Y = 37 ef (3.16)

4engl. Mean Squared Displacement. kurz MSD
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(b)

Abbildung 3.7 : (a) Montage der Konformationen eines 16 um langen Aktin-Filaments

im Gleichgewicht. Die Beschrankung des Filaments auf effektiv zwei Dimensionen durch
den Versuchsaufbau ermoglicht eine kontinuierliche Beobachtung des Filaments in der
Fokalebene des Mikroskops. Neben den Biegefluktuationen ist die Rotationsfluktuation
des gesamten Filaments erkennbar. (b) Bei der Uberlagerung vieler Einzelbilder im
Schwerpunktsystem des Aktin-Filaments ist der Winkelbereich erkennbar, durch den
das Filament wéhrend der Beobachtungszeit diffundierte.

Mit einer Fitgeraden kann 7 und somit y bestimmt werden. Als Ergebnis
flir 7.4 ergab sich ein 3-fach hoherer Wert als die Viskositidt des verwendeten
Losungsmittels (~ 8 mPas).

3.2.2 Auswertung der Messung

Die Bewegung zweier Aktin-Filamente wurde jeweils in einem Mikroskop beob-
achtet (vgl. Abb. 3.7) und gleichzeitig wurden mit einer digitalen Kamera (Ha-
mamatsu Orca ER) Videos aufgezeichnet. Der Bewegung der Aktin-Filamente
konnte manuell mit einem motorisiertem Mikroskoptisch gefolgt werden, um
die Filamente im Bildausschnitt der Kamera zu halten. Dabei wurde wéhrend
der gesamten Beobachtungsphase die Position des motorisierten Tisches auf-
gezeichnet. Die Kontur-Informationen des Aktin-Filaments konnten, wie in
Abschnitt 2.3.1 beschrieben, semiautomatisch erfasst werden. Aus diesen Daten
wurde die Konturldange der Aktin-Filamente auf L, = 15.8 yumund L, = 11.5um
bestimmt. Mit den Positionsinformationen des Mikroskoptisches konnten die
Koordinatensitze jeweils fiir das gesamte Filament in das Koordinatensystem
des Mikroskoptisches transformiert werden. Daraus wurde der Schwerpunkt
tcom (1), der End-zu-End-Vektor Ree und die gemessene Konturldnge L. berech-
net.

Bei der Mittelung (..), wird fiir jede Zeit ¢ iiber eine unterschiedliche Anzahl
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an Einzelbilder ¢ € [0; T; — t] gemittelt. Um eine unzureichende Statistik fiir
grofie Werte von t zu vermeiden, wurde ¢ nur bis maximal 10% der gesamten
Beobachtungsdauer T; ausgewertet. Aufgrund der langen Beobachtungszeitrau-
me mit bis zu 17 - 10% Einzelbildern ist jedoch fiir die langste Zeit  immer noch
eine Mittelung tiber 15.3 - 10 Beobachtungszeitpunkte t moglich.

3.2.3 Verhalten der mittleren quadratischen
Rotationsverschiebung des End-zu-End-Vektors

Die mittlere quadratische Rotationsverschiebung von zwei Aktin-Filamenten

2
wurde ausgewertet und mit (RZg) normiert. Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 3.8 dargestellt.

Das theoretische Verhalten eines stabartigen Polymers rMSD.,q =
2 (1 —exp(—t/Twq)) wurde zum Vergleich in Abbildung 3.8 als gestrichelte
Linie dargestellt. Im Gegensatz zum stabartiges Polymer zeigt sich vor allem
fiir kiirzere Zeiten (f < 1s) ein nicht-lineares Verhalten, welches als Einfluss
der Biegefluktuationen auf das Verhalten der mittleren quadratischen Rotati-
onsverschiebung identifiziert werden kann. Bei langeren Zeiten (t > 10s) ist
fiir das 11.5um lange Filament ein lineares Verhalten zu beobachten, wahrend
dies bei dem 15.8 um langen Filament nicht beobachtbar ist. Das Verhalten der
beobachteten Aktin-Filamente ist somit nur fiir lange Zeiten mit dem Verhalten
stabartiger Polymere (vgl. Gleichung 3.4) zu beschreiben. Die Beobachtungszeit
ist bei Aktin-Filamenten (im Unterschied zu simulierten Polymeren) beschrénkt,
da die Filamente aufgrund von Licht-induzierten Effekten brechen kénnen bzw.

2
der Fluoreszenz-Farbstoff ausbleicht. Daher wurde der Langzeitwert 2 (R:g)

im rMSD nicht erreicht.

Um die gemessenen Daten mit der theoretischen Vorhersage des Modells der
Gaufs’schen semiflexiblen Kette vergleichen zu kénnen, wurden die Parameter
T, T, Py aus den Werten fiir L¢,L, und die Temperatur T = 293K und die
Dimensionalitit d = 2 numerisch berechnet. v wurde in Abschnitt 3.2.1.2 und
Ly in Abschnitt 3.2.1.1 aus den experimentellen Daten direkt bestimmt. Fiir die
Relaxationszeit der ersten Mode unter Berticksichtigung hydrodynamischer
Wechselwirkungen 7 ergaben sich fiir das 11.5 um lange bzw. fiir das 15.9 pm
lange Filament ein Wert von 105s bzw. 493 s, was 89% bzw. 84% der Relaxati-
onszeit fiir ein gleichlanges und gleichd{iinnes stabartiges Polymer entspricht.

Die theoretischen Vorhersage der Gaufd’schen semiflexiblen Kette fiir das
Verhalten des rtMSD (Gleichung 3.10) ist in Abbildung 3.8 als durchgezogene
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Linie dargestellt. Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung zwischen der Theorie
der Gauf’schen semiflexiblen Kette und der Messkurve von Aktin-Filamenten.
Der Ubergang zwischen der linearen Steigung bei Beobachtungszeiten um
t > 10s und der flacheren Steigung bei kiirzeren Zeiten wird gut reproduziert.
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Abbildung 3.8 : Die mittlere quadratische Verschiebung rMSD zweier Aktin-Filamente
(bunte Kreise), das theoretische Verhalten zweier gleichlanger und gleichdiinner stabar-
tiger Polymere (gestrichelte Linien) und das Verhalten einer Gaufs’schen semiflexiblen
Kette (bunte durchgezogene Linien) aufgetragen gegen die Zeit t. Vor allem fiir kurze
Zeiten weicht das rMSD der Filamente vom linearen Verhalten der stabartigen Polymere
ab. Fiir laingere Zeiten r > 10s weist das kiirzere Filament ein annédhernd lineares Verhal-
ten auf. Die theoretische Vorhersage des Modells der Gaufs’schen semiflexiblen Kette
(bunte durchgezogene Linien) stimmt gut mit den experimentellen Daten {iberein. Vor
allem das nicht-lineare Verhalten des rMSD der Aktin-Filamente kann bei kurzen Zeiten
gut mit dem Modell der Gaufi’schen semiflexiblen Kette beschrieben werden.

Der Einfluss der hoheren Moden® aus dem Modell der Gaufy’schen semifle-
xiblen Kette bewirkt ein nicht-lineares Verhalten des rMSD fiir kurze Zeiten
t < 11, welches gut mit den gemessenen Kurven {iibereinstimmt. Das gesamte
Verhalten der Aktin-Filamente kann ohne freien Parameter durch die Theorie
der Gaufs’schen semiflexiblen Kette beschrieben werden.

S5Nach [25] sind diese Moden fiir diese Steifigkeiten mit den Biegemoden zu identifizieren.
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3.3 Messung der Rotationsdiffusion von simulierten
Polymeren

Aufgrund der limitierten Photostabilitdt der fluoreszenz-markierten Aktin-
Filamente wurden zusitzlich simulierte Polymere betrachtet. Diese haben den
Vorteil, dass die Steifigkeit der Polymerkette frei einstellbar ist.

3.3.1 Simulationsdesign

0000 )
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Abbildung 3.9 : Das simulierte Modell besteht aus N = 30 Kugeln, die durch N — 1
FENE-Federn verbunden sind. Der Gleichgewichtsabstand a der Kugeln wurde auf 1 in
willkiirlichen Einheiten festgelegt.

Polymere mit verschiedenen Steifigkeiten wurden in silico® im Gleichge-
wicht beobachtet. Ein Polymer wurde mit einem Kugel-Feder-Modell durch
N = 30 Kugeln an den Positionen r,(t) modelliert [34] (n € [1;N]), die
durch N — 1 FENE-Federn’ gemaf [34] verbunden sind(vgl. Abb. 3.9). Der
Gleichgewichts-Abstand a zwischen den Kugeln ist auf 2 = 1 (Einheit Lan-
ge) festgelegt, sodass sich die Konturlinge zu L. = N — 1 ergibt. Zusétzlich
wechselwirken die Kugeln durch ein rein repulsives Lennard-Jones Potenti-
al und die Biegesteifigkeit der Kette wird durch ein Biege-Potential Upeng
berticksichtigt. Der Tangentenvektor ¢; = %(ri+1 — r;) des i-ten Segments
befindet sich dabei mit dem benachbarten Tangentenvektor im einem Po-

N-1 2 N-1

tential Upenq = —5 L (%) = 5 Y t;-tisq + const, welches durch den
i=1 i=1

Simulations-Parameter « festgelegt wird. Die Reibung, die jede Kugel bei der Be-

wegung erfahrt, wird durch den einheitlichen Reibungskoeffizienten {peaq = 1

(Einheit Kraft/Geschwindigkeit) festgelegt. Hydrodynamische Wechselwirkun-

gen wurden in der Simulation vernachldssigt. Wahrend der Simulationsdauer T;

Die Simulation wurde durchgefiihrt von Martin Kroger (ETH Ziirich)
"FENE: "Finite-Extensible-Nonlinear-Elastic"
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3.3 Messung der Rotationsdiffusion von simulierten Polymeren

wurde zu jedem Simulationsschritt im zeitlichen Abstand dt = 0.05 (in willkiir-
lichen Einheiten) der End-zu-End-Vektor Ree(f) = 7,,—n(¢) — 7,—1 (f) berechnet
und dessen Polarkoordinaten abgespeichert.

Zur Charakterisierung der Steifigkeit und zur einfacheren Vergleichbarkeit
mit Aktin-Filamenten wurde die Persistenzlinge L, mit Hilfe der Formel 2.4
berechnet. Da die Langeneinheiten in der Simulation willkiirlich gewahlt sind,
wird das Verhiltnis zwischen Kontur- und Persistenzlange zu Lc/L, = 0.3...51
berechnet. Ein Beispiel, wie sich die Konformationen mit diesem Verhiltnis an-
dern, ist in Abbildung 3.10 dargestellt. Bei relativ steifen Polymeren (L. /Lp < 1)
sind stab-dhnliche Konformationen zu erkennen, wiahrend flexiblere Polyme-
re (Lc/Lp > 1) mit zunehmender Flexibilitit immer starkere Kriimmungen
aufweisen.

Lo 9 % U o+~ v b eI

—L/L, =03

()~ — ) g i
— ==\ 7/

Abbildung 3.10 : Zur Veranschaulichung der Grofe L./Lp wurden acht Konforma-
tionen mit konstantem zeitlichen Abstand von simulierten Polymeren in zwei Dimen-
sionen mit unterschiedlicher Steifigkeit visualisiert. Fiir ein relativ steifes Polymer mit
Lo/ L, = 0.04 sind stab-dhnliche Konformationen zu beobachten, wihrend flexiblere
Polymere starkere Kriimmungen aufweisen.

3.3.1.1 Rotationsrelaxationszeit im steifen Limit

Die Rotationsrelaxationszeit T,,q = 1/2D,q eines stabartigen Polymers der
Léange L. ist tiber den Rotationsdiffusionskoeffizienten D,,q definiert. Dieser
lasst sich mit der Einstein-Relation D,,q = I%T aus dem Rotations-Reibungs-
Koeffizienten {; berechnen.

Fiir das kontinuierliche Kugel-Modell eines stabartigen Polymers ist der

Rotations-Reibungs-Koeffizient {, in [9] angegeben. Das diskrete Modell der
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simulierten Polymere mit N Kugeln am Ort 7, mit (n = 1...N) weist jedoch
wesentliche Unterschiede dazu auf, weshalb (; fiir ein solches Modell berechnet
wird. Dieser ergibt sich analog zu [9] als Vorfaktor der Winkelgeschwindigkeit
w im Ausdruck des durch Reibungskréfte F,, verursachten Drehmoments M =

N
Y r, X Fy.

n=1

F, = *ébeadvn
A

Qovn

Abbildung 3.11 : Aus dem simulierten Polymer-Modell kann im steifen Limit der
Rotations-Reibungs-Koeffizient {; des gesamten Polymers berechnet werden. Auf jede
Kugel an der Position r, wirkt die Reibungskraft F,, abhdngig von ihrer momentanen
Geschwindigkeit v, und ihrem Reibungskoeffizienten (peqq.

Hierbei ist die Reibungskraft der n-ten Kugel F;;, = —(peaq?n proportional zu
ihrer Geschwindigkeit v,, welche tiber die Winkelgeschwindigkeit v, = w x 7,
gegeben ist. Mit Hilfe der Summenformel fiir Quadrate und der Gauss’schen

. N(N?-1)a? .
Summenformel erhdlt man den Ausdruck M = —(jpeaqd %w, woraus sich

der Rotations-Reibungs-Koeffizient ¢, identifizieren ldsst. Mit N = 30 erhalt
man in guter Ubereinstimmung (> 99, 8%)

N (N?—1)a? N3a2
gr = gbead% ~ gbead 12 ° (3~17)

Daraus folgt mit der Einstein-Relation D;oq = qu—rT fir die Rotationsrelaxations-

zeit -
1 gr _ gbeadN a

_ _ - 3.18
Trod = op T 2T | 24kgT (3.18)

34



3.3 Messung der Rotationsdiffusion von simulierten Polymeren

3.3.2 Verhalten der mittleren quadratischen
Rotationsverschiebung des End-zu-End-Vektors

Die mittlere quadratische Rotationsverschiebung der sechs simulierten Poly-

2
mere wurde analog zu Abschnitt 3.2.2 ausgewertet und mit (Rgg) normiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Die Daten aller Polymere
streben dabei mit unterschiedlichen Anfangssteigungen und unterschiedlichen

Anfangswerten gegen ihren Langzeitwert 2 (Rgg) . Die Steigung der mittleren

quadratischen Rotationsverschiebung dndert sich hierbei mit der Steifigkeit der
Polymere und ist bei flexibleren ( d.h. mit einem grofieren L./ Ly Verhéltnis) Po-
lymeren geringer. Aufierdem wird bei flexibleren Polymeren der Abknickpunkt
zum Langzeitwert friiher erreicht. Um diese Eigenschaften besser zu verstehen,
werden die Ergebnisse mit den géngigen Theorien fiir stabartige und flexible
Polymere verglichen.

Im Vergleich mit dem Verhalten eines stabartigen Polymers (vgl. Gleichung
3.4 bzw. gestrichelte Linie in Abbildung 3.12) sind geringe Abweichungen auch
tiir das steifste simulierte Polymer mit L./ Lp = 0.3 zu erkennen. Das Verhalten
eines stabartigen Polymers (schwarze gestrichelte Linie) stimmt hierbei mit
keinem simulierten Polymer in allen Zeitbereichen iiberein. Vor allem fiir kurze
Zeiten t/ Tyoq < 1072 ist fiir kein simuliertes Polymere eine lineare Zeitabhéngig-
keit zu beobachten. Wahrend fiir langere Zeiten (t/T,oq > 1072) das Verhalten
relativ steifer Polymere (L/L, < 1) gut mit der Theorie stabartiger Polymere
tibereinstimmt, liegt fiir flexiblere Polymere (Lc/L, > 1) zu keinem Zeitpunkt
ein lineares Verhalten vor.

Eine weitere Abweichung zwischen der Theorie und den simulierten Poly-

.. 2
meren zeigt sich im Zeitpunkt des Ubergangs zum Langzeitwert von 2 <R§g> .

Dieser Ubergang findet nach Gleichung 3.4 fiir stabartige Polymere bei T,oq
statt, was mit den Daten der zwei steifsten simulierten Polymere noch relativ
gut iibereinstimmt. Fiir die biegsameren Polymere ist dieser Ubergang bei zum
Teil wesentlich fritheren Zeiten zu beobachten. Ein Polymer mit einem Verhalt-
nis L./ L, von 2.3 weist bereits eine deutliche Abweichung von der Theorie
stabartiger Polymere auf.

Zum Vergleich mit dem Verhalten flexibler Polymere wurde Formel 3.8 und
3.6 mit dem verwendeten Gleichgewichtsabstand der Kugeln in der Simulation
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Abbildung 3.12 : Die mittlere quadratische Rotationsverschiebung von 6 simulierten

2
Polymeren wurde auf <R§g) normiert und gegen die mit der Rotationsrelaxationszeit

eines steifen Stabes T,,q normierte Zeit t aufgetragen. Das theoretische Verhalten eines
stabartigen Polymers (schwarze gestrichelte Linie) zeigt fiir steife Polmyere L./ Ly, eine
gute Ubereinstimmung. Der Ubergang zum konstanten Langzeit-Wert von 2 ist bei
flexibleren Polymeren deutlich zu kiirzeren Zeiten verschoben. Das rMSD einer Rouse-
Kette nach Gleichung 3.8 (schwarze gestrichpunktete Linie) gibt hierbei das theoretische
Verhalten eines komplett flexiblen Polymers an, wobei nur die ersten 31 Moden bertick-
sichtigt wurden. Das theoretische Verhalten einer Rouse-Kette stimmt dabei gut mit der
beiden flexibelsten simulierten Polymere iiberein. Das theoretisch berechnete Verhalten
einer Gaufs’schen semiflexiblen Kette nach Gleichung 3.9 (durchgezogene Linien) stimmt
mit dem Verhalten der simulierten Polymere gut iiberein. Auch im Ubergangsbereich
zwischen fast steifen (blaue Kreise) Polymeren und relativ flexiblen Polymeren (rote
Kreise) werden Steigungsverhalten und Knickpunkt-Position gut beschrieben.
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3.3 Messung der Rotationsdiffusion von simulierten Polymeren

b = a = 1 ausgewertet und in Abbildung 3.12 (gestrichpunktete Linie) mit
den Simulationsergebnissen verglichen. Die Rouse-Kette vernachladssigt, wie
auch die Simulation, hydrodynamische Wechselwirkungen und gibt mit Formel
3.8 das Verhalten des rMSD im flexiblen Limit an. Die mittlere quadratische
Rotationsverschiebung der Rouse-Theorie stimmt hierbei gut mit dem Stei-
gungs- und Abknickverhalten der beiden flexibelsten simulierten Polymere mit
einem Verhéltnis von L./ L, = 27.8 bzw. 51 {iberein. Durch die Berticksichtigung
der hoheren Rousemoden (vgl. Abb. 3.2) ist die Steigung der Rouse-Kette nicht-
linear und folgt 195, was fiir kurze Zeiten (f < 0.17,,4) bei den rMSD der beiden
biegsamsten simulierten Polymere beobachtet werden kann.

Die Rouse-Theorie kann das entgegengesetzte Extrem zum stabartigen Poly-
mer — das flexible Polymer — gut beschreiben. Fiir andere Polymere wird diese
Beschreibung jedoch schlechter je steifer das betrachtete Polymer ist.

Zum Vergleich mit der GauB’schen semiflexiblen Kette wurde Gleichung 3.9
ausgewertet, wobei der Langen-Reibungs-Koeffizient v = gb%d = 1, die Di-
mensionalitit d = 3 und kgT = 1 eingesetzt wurde. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.12) als durchgezogene farbige Linien dargestellt und zeigen fiir
alle Zeit- und Steifigkeitsbereiche eine gute Uberemstnnmung zwischen Simu-
lation und Theorie. Vor allem fiir die Polymere im Ubergangsbereich mit einem
Verhiltnis von L./ L, von 2.1, 7.2 und 26.8 reproduziert Gleichung 3.9 sowohl
das Verhalten der Steigung wie auch die Position des Knickpunkts.
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Kapitel 4

Einzelne Aktin Polymere im
Scherfluss

Die Dynamik von einzelnen Polymeren unter dem Einfluss von Flussfeldern
oder anderen Kriften ist ein Thema aktueller Forschung [26, 35, 36, 37], da
die mikroskopischen Eigenschaften der Polymere den Ursprung der makro-
skopisch beobachteten Effekte darstellen. Diese makroskopischen Effekte wie
Scherverdiinnung, Scherverdickung etc. lassen sich zwar vermessen und auch
beschreiben, jedoch ist ihr Auftreten material-spezifisch. Daher ist es ein Ziel
aktueller Forschung die Dynamik und die Konformationseigenschaften von
Polymeren unter Krafteinwirkung beschreiben zu kénnen, um direkt aus dem
Polymeraufbau auf die makroskopischen Eigenschaften schliefien zu konnen.
In einem einfachen Modell-System wurden bereits einzelne DNA-Molekiile
in einem einfachen Scherfluss [2] senkrecht zur Ebene des Schergradienten
beobachtet. Die Ausdehnung des Molekiils nahm dabei im Mittel stark zu —in
Ubereinstimmung mit theoretischen Untersuchungen [38]. Die DNS-Molekiile
zeigten dabei aperiodische Fluktuationen der molekularen Ausdehnung, de-
ren Zeitskala mit zunehmender Flussstdrke (Weissenberg-Zahl) abnahm. Diese
Fluktuationen dufierten sich durch ein alternierendes Auftreten von gestreckten
und ungestreckten Konformationen. Jedoch konnte keine direkte Periodizi-
tat nachgewiesen werden, welche in Simulationen abschnittsweise beobachtet
wurde [39]. Die Verfasser vermuteten damals bereits eine Purzelbaum-artige
Bewegung (»Tumbling«- Bewegung), bei der sich die Anordnung beider En-
den vertauscht, was jedoch nicht direkt beobachtet werden konnte. In spateren
Veroffentlichungen [3, 1, 40] konnte dann erstmals die Polymer-Konformation
in der Ebene des Schergradienten beobachtet werden. Hierbei konnten klare
»Tumbling«-Bewegungen beobachtet werden, bei denen beide End-Segmente
ihre Orientierung gegeneinander vertauschten. Die Autoren zeigten, dass diese
Bewegung periodisch auftritt, die Dauer einer Periode jedoch nicht eng ver-
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teilt ist. Die Abhdngigkeit der Tumblingfrequenz von der Weissenbergzahl Wi
konnte auf o« Wi%®? bestimmt werden.

In weiteren Untersuchungen [41] konnten die Verteilungen wichtiger Kenn-
grofien von DNA-Molekiilen im Scherfluss wie Tumblingzeiten oder rdumli-
che Orientierungen genauer bestimmt werden. Damit konnte erstmals gezeigt
werden, dass diese Verteilungen nicht Gaufs-verteilt sind. Dieses »Intermittenz-
Phianomen« ! war in theoretischen Betrachtungen [42, 43] vorausgesagt worden.
Auch konnte eine qualitative Ubereinstimmung der Orientierungswinkelvertei-
lung mit Simulationen mit dem FENE-Hantel-Modell? [44] gezeigt werden.

Solch einfache Modelle vernachlédssigen bzw. vereinfachen die komplexen
mechanischen Eigenschaften der Molekiile sehr stark. Daher wurde in zwei
theoretischen Arbeiten [45, 46] versucht, die komplexe Mechanik der Molekiile
durch ein komplexeres Kettenmodell besser zu modellieren. Das Modell einer
Gaufi’schen semiflexiblen Kette modelliert das Polymer als eine Kugelkette, des-
sen Kettenglieder gauSverteilte Abstdnde besitzen. Dieses Modell berticksichtigt
die Biegesteifigkeit der Molekiile und konnte eine gute qualitative Ubereinstim-
mung zwischen der Orientierungswinkelverteilung und den Tumblingzeiten
mit den Ergebnissen aus [41] erzielen. Als wesentliches Ergebnis sagte diese
Arbeit eine Skalierung der Tumbling-Zeit von 71 o« Wi~2/3 voraus, womit es im
Einklang zu allen publizierten Ergebnissen steht. Eine andere Arbeit [47] konn-
te ein dhnliches Verhalten fiir stabartige Molekiile zeigen, wobei die endliche
Biegesteifigkeit in einer Storungstheorie berticksichtigt wurde.

Tiefere Einblicke in die Dynamik flexibler DN A-Molekiile sind - aufgrund
der endlichen Aufldsungsgrenze - nur schwer mit optischen Mikroskopen zu
erreichen. So ist die Persistenzlange von DNA-Molekiilen mit 50 nm wesent-
lich kleiner als die optische Auflosungsgrenze von Standardmikroskopen von
~ 250 nm, wodurch ein Polymerteil andere Polymerteile {iberdecken kann. Die
Informationen tiber lokale Konformationsdetails der verschiedenen Polymertei-
le sind daher nicht mehr rekonstruierbar.

Eine Moglichkeit dieser Herausforderung zu begegnen ist es, steifere Poly-
mere zu betrachten, da die Verteilung der moglichen Konformationen aufgrund
hoher Biegeenergien stdrker begrenzt ist. Somit lassen sich mehr Konformations-
details wie zum Beispiel die lokale Kriimmung und Orientierung beobachten.
Mangels experimenteller Beobachtungen von steiferen Polymere im Scherfluss

IDie Intermittenz beschreibt die Eigenschaft eines Systems, dass das regulire Verhalten durch
kurze Phasen chaotischen Verhaltens gestort wird.

2FENE-Hantel-Modell: engl. Finite-Extensible-Nonlinear-Elastic-dumbbell model. Dieses »Hantel«-
Modell beschreibt zwei Kugeln, welche an den Enden einer Feder befestigt sind. Die Feder
besitzt einen endlichen Gleichgewichtsabstand und ist nur begrenzt dehnbar.
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ist das Verhalten steifer oder semiflexibler Polymere jedoch weitgehend un-
bekannt. So konnte zwar in [48] vermutet werden, dass Aktin-Filamente im
Scherfluss eine Tumbling-Bewegung ausfiihren, jedoch war die Dynamik des
kompletten Zyklus durch die kurze Beobachtungszeit nicht zuganglich. Um
diese Liicke zu schlieSen, wird daher in dieser Arbeit das Verhalten und die
Dynamik steiferer und semiflexibler Aktin-Filamente untersucht.

4.1 FlieBverhalten von Aktin-Filamenten

Eine Losung von Aktin-Filamenten wird beim Durchfluss durch einen
Mikrofluidik—Kanal beobachtet. Die Kombination des Mikrofluidik-Kanals
mit einem motorisierten Mikroskoptisch (vgl. Abb. 4.1) ermoglicht hierbei die
Beobachtung eines individuellen Aktin-Filaments im Scherfluss tiber einen
langeren Zeitraum. Somit kann die Wirkung des Flussfeldes der Losung im
Mikrofluidik-Kanal visuell beobachtet und anschlielend quantifiziert werden.

Flussrichtung

Mikroskoptisch

<

Objektiv

Abbildung 4.1 : Eine Losung von Aktin-Filamenten wurde beim Durchfluss durch einen

Mikrofluidik—Kanal beobachtet, wobei die Bewegung der Filamente in Flussrichtung
durch eine entgegensetzte Bewegung des Mikroskoptisches manuell ausgeglichen wur-
de. So konnte ein Filament tiber einen ausgedehnten Zeitraum im Bildausschnitt der
angeschlossenen Kamera gehalten werden.
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Aus den erfassten Koordinaten der Konformationen der Aktin-Filamente
und der aktuellen Position des Mikroskoptisches kann die Trajektorie des Fi-
lamentschwerpunkts im Koordinatensystem des Mikroskoptisches berechnet
werden. Mit der ebenfalls erfassten Position der Kanalwand kann die Richtung
des Kanalflusses genau bestimmt werden. Mit diesen Informationen kann die
Bewegung des Filaments in ein »Kanal-zentriertes«<—Koordinatensystem trans-
formiert werden, in dem die Kanalmitte in x-Richtung bei y = 0 verlduft. In
diesem Koordinatensystem ist die y-Koordinate des Filament-Schwerpunkts
feom (1) = (Xcom (), Yeom (t)) durch die Position der Kanalwénde bei —w/2 bzw.
w/2 in ihrem Wertebereich beschrankt.

Die Bewegung der umgebenden Fliissigkeit kann in diesem Koordinaten-
system nach Abschnitt 2.2.5 in guter Ndherung durch eine Parabel vgiq(y) =
(vmax (1 — %) ) - éx beschrieben werden. Aufgrund der kleinen Reynolds-
zahlen (Re < 1) des Systems kann eine durch Reibung dominierte Bewegung
angenommen werden. Daher werden Tragheitskréfte vernachldssigt (Feom () =
0) und es wird angenommen, dass die Bewegung des Polymerschwerpunkts der
Bewegung der Fliissigkeit am Ort des Schwerpunkts (#com () = ©fuid (Veom (£)))
folgt. In Abbildung 4.2(a) und 4.2(b) ist als Beispiel der gemessene zeitliche
Verlauf der Schwerpunktskoordinaten eines 16 pym langen Aktin-Filamentes
dargestellt.

Durch diese Koordinatentransformation ist die diffusive Bewegung des Po-
lymers im Verlauf der y-Koordinate erkennbar, wahrend in x-Richtung die
Bewegung von der Flussbewegung des Mediums dominiert ist. Im Allgemeinen
kann die diffusive Bewegung in y-Richtung von Randeffekten {iberlagert wer-
den, wie sie in [4, 48] beobachtet und in [49, 50] beschrieben wurden. Zudem
konnen durch die Anisotropie der Polymerkonformation schwache »rheophore-
tische« Kréfte resultieren [51, 52]. Diese Effekte fiihren in y-Richtung nahe der
Kanalwand bzw. nahe der Kanalmitte zu einer gerichteten Bewegung. Um eine
Migration in y-Richtung zu vermeiden, wurden die Aktin-Filamente anfangs
so selektiert, dass sie sich nicht zu nah an der Kanalwand bzw. Kanalmitte
befanden. Diese Migrationseigenschaften wurden in dieser Arbeit nicht weiter
untersucht, da kein Zusammenhang zwischen der Migration und der Filament-
Konformation beobachtet werden konnte.
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Abbildung 4.2 : Schwerpunktbewegung eines 16 pm langen Aktin-Filaments im Kanal-
zentriertem Koordinatensystem. Der Zeitverlauf der x-Koordinate (in Flussrichtung)
in (a) zeigt das Passieren des Kanals tiber eine Lange von 3.6 cm mit einer konstanten
Geschwindigkeit, welche durch den Fluss des Mediums vorgegeben wird. Die Bewegung
quer zur Flussrichtung in y-Richtung in (b) zeigt dagegen ein fluktuierende Bewegung
um die Kanalposition den Wert y.om = —0.6w/2. Die Kanalbreite betrug hierbei w =
32 pum.

4.2 Konformationseigenschaften von
Aktin-Filamenten im Scherfluss

Mit dem verwendeten experimentellen Aufbau wurde erstmals das Verhalten
eines Aktin-Filaments im Scherfluss iiber langere Zeit beobachtet. Die Hauptre-
sultate der folgende Abschnitte wurden bereits in [53] veroffentlicht und ent-
standen in Zusammenarbeit mit Martin Kroger (ETH Ziirich) und Bernhard
Wunderlich (TU Miinchen) [54]. Durch die Subtraktion der Schwerpunktpositi-
on reom(t) von den N Koordinaten der gesamten Filamentkonformation r(n, t)
(n € [0; N]) wurde das Verhalten der Filamentkonformation im Schwerpunkt-
system beobachtet. Im Schwerpunktsystem ist die relative Geschwindigkeit
der umgebenden Fliissigkeit zum Polymerschwerpunkt ndherungsweise durch
einen einfachen Scherfluss gegeben (vgl. Abschnitt 2.2.6). Unter diesen Flussbe-
dingungen kénnen die Reibungskréfte auf unterschiedliche Polymersegmente
variieren, wodurch sich Anderungen in den Konformationseigenschaften (im
Vergleich zum Gleichgewichtszustand) ergeben.

In Abbildung 4.3 sind Ausschnitte aus dem gesamten zeitlichen Verlauf der
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Abbildung 4.3 : Zeitliche Abfolge der Konformationen eines Aktin-Filaments im Scher-
fluss (Scherrate ¥ = 41/s von links nach rechts bzw. zeilenweise von oben nach unten.
Der zeitliche Abstand zwischen den Einzelbildern betragt 0.45s). Es zeigt sich eine
alternierende Abfolge zwischen stark gebogenen und gestreckten Konformationen.

Konformationen eines 8 um langen Aktin-Filaments im Scherfluss dargestellt.
Im Vergleich zum Gleichgewicht (vgl. 3.7(a)) kann man das Auftreten gebogener
Konformationen erkennen, welche auf die im Scherfluss auftretenden Reibungs-
kréfte FR(s,t) zuriickzufiihren sind. Im zeitlichen Verlauf von Abbildung 4.3
wechseln sich Sequenzen mit stark gekriimmten Konformationen mit Sequen-
zen mit gestreckten Konformationen ab. Die Abfolge dieser Sequenzen ist nicht
streng periodisch, jedoch ldsst sich eine charakteristische Abfolge von Konforma-
tionen identifizieren (gestreckt—einbiegend— »U«-formig-ausbiegend-gestreckt).
Diese Konformationen weisen in ihrer Ausdehnung gewisse Ahnlichkeiten
mit in [2, 1] beobachteten Konformationen von abwechselnd gestreckten und
verkndulten DNA-Molekiilen auf. Im Unterschied zu DNA-Molekiilen lassen
sich bei Aktin-Filamenten aufgrund ihrer lingeren Persistenzldnge wesentlich
genauere Informationen tiber die Dynamik der Polymersegmente erhalten.

Die charakteristischen Abfolgen von Konformationen von Aktin-Filamenten
im Scherfluss sind in Abbildung 4.4 dargestellt. In dieser Abfolge wird zunéchst
ein Teil des Filaments aus einer anfianglich gestreckten Konformation so stark
gebogen, dass die Kontur des Filaments die Form eines »U«s annimmt. Anschlie-
Bend folgt eine komplette Umorientierung der gesamten Filamentkonformation
und eine erneute Streckung der Konformation. Die Darstellung der tiberlager-
ten Konformationen in Abbildung 4.9 zeigt, wie diese U-Form wihrend eines
Tumblings komplett durch das Filament propagiert.

In einer groben Einteilung kénnen zwei unterschiedliche Phasen identifiziert
werden: (i) eine Phase der Ausrichtung der Orientierung des Filaments zur
Flussrichtung, welche von einer Rotationsdiffusion dominiert wird, und (ii)
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4.2 Konformationseigenschaften von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Abbildung 4.4 : Charakteristische Abfolge der Konformationen eines 8 pm langen
(links) und 16 pm langen (rechts) Aktin-Filaments im Scherfluss (Scherrate ¢ ~ 6 s~ h.
Die anfangs gestreckten Konformationen (oben) werden durch den Scherfluss auf »U«-
formige Konformationen deformiert. Dabei passieren die beiden Enden einander und
eine komplette Umorientierung der Filamentkonformation findet statt. Am Ende (unten)
befinden sich die Filamente wieder in einer gestreckten Konformation jedoch mit einer
gegensdtzlichen Orientierung zur Anfangsorientierung. Mafistab 10 pm

eine deterministische Phase, die vom advektiven® Transport des Filaments
bestimmt wird und zu einem klaren Tumbling der Endsegmente fiihrt. Im
weiteren werden diese Phasen als diffusive Phase bzw. advektive Phase bezeichnet.

Der Einfluss der Filamentldnge wird durch den Vergleich der Konformatio-
nen verschieden langer Filamente ersichtlich. Fiir sehr kurze Filamente (< 5 pm)
werden keine stark gebogenen Konformationen beobachtet. Wie in Abbildung
4.5(a) gezeigt, fithren diese Filamente fast nur eine reine Rotation aus, ohne
dass eine signifikante Biegung im Kamerabild auflosbar ware. Da bei diesen
Filamenten im Gleichgewicht Biegefluktuationen kaum mehr beobachtbar sind,
werden diese Filamente als anndhernd steif oder stabartig bezeichnet.

Vor allem bei ldngeren Aktin-Filamenten lassen sich zusétzlich zu den be-
schriebenen charakteristischen Konformationsverldufen auch noch komplexere
Verlaufe beobachten. So ist in Abbildung 4.5(b) beispielhaft eine Abfolge von

3 Advektion beschreibt den kontinuierlichen Transport durch die Bewegung des Tréagerfliissigkeit.
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Abbildung 4.5 : (a) Montage der Tumbling-Bewegung eines 3um langen Aktin-
Filaments. Im Gegensatz zu langeren Aktin-Filamenten tritt hierbei keinerlei signifikante
Biegung des Filaments auf. (Mafistab 3 pm) (b) Montage der Tumbling-Bewegung eines
34 um langen Aktin-Filaments. Die Konformationen solch langer Filamente wéhrend
eines Tumblings sind wesentlich komplexer und lassen sich nicht durch einfache Formen
wie z.B. ein »U« beschreiben. (Maf3stab 10 pm)

Konformationen dargestellt, wie sie bei einem 34 um-langen Filament beobach-
tet wurde. Aufgrund seiner Lange L. ~ 2L, konnen selbst im Gleichgewicht
an beiden Filamentenden unabhidngig voneinander starke gebogene Teilkon-
formationen entstehen, ohne dass diese sich wesentlich beeinflussen. Durch
diese Freiheit im Konformationsverhalten kann fiir langere Aktin-Filamente ein
einfacher Ablauf wie in Abbildung 4.4 nur noch selten beobachtet werden und
ist daher nicht mehr charakteristisch (vgl. Abschnitt 4.3.4).

46
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Abbildung 4.6 : Der zeitliche Verlauf des Orientierungswinkels zeigt »Spriinge«, wenn
die End-Segmente des Aktin-Filaments einander passieren. Die Sprungpositionen koin-
zidieren dabei mit den Télern des End-zu-End-Abstandsverlaufs (vgl. Abb. 4.8). Diese
gut definierten Sprungpositionen ermoglichen eine eindeutige Bestimmung der Tumb-
lingzeit Tr.

4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Aus den N erfassten Konformationskoordinaten r(n, t) mit (n = 1..N) lassen
sich charakteristische Groien der Konformation berechnen und graphisch dar-
stellen. Bestimmt werden speziell der Winkel ¢ des End-zu-End-Vektors zur

Flussrichtung ¢ = arccos (M) und der End-zu-End-Abstand Re(t) =

ReeVfluid

|r(n =1,t) —r(n = N, t)|. Der Zeitverlauf fiir ein 16 um langes Aktin-Filament
ist in Abbildung 4.6 bzw. 4.8 dargestellt. Im Weiteren wird der Winkel ¢ auch als
Orientierungswinkel bezeichnet. Die Berechnung von ¢ durch trigonometrische
Umkehrfunktionen ist durch deren eingeschrankten Wertebereich auf kleine
Werte begrenzt, wodurch Spriinge im Winkel bzw. Peaks im Winkelbetrag beim
Durchgang des Winkels durch 7t/2 bzw. —7t/2 (siehe Abb.4.6) entstehen. Durch
eine Addition bzw. Subtraktion von 7t zum errechneten Winkel ¢ beim Auftre-
ten dieser artifiziellen Spriinge kann der Winkel »sinngeméfS« fortlaufend und
stetig akkumuliert werden. Somit ergibt sich, wie in Abbildung 4.7 dargestellt,
ein Treppenstufen-artiger Verlauf des Orientierungswinkels.

Der zeitliche Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden Umorientierun-
gen des Aktin-Filaments wird als Tumblingzeit Tr bezeichnet. Diese Grofe gibt
ein Maf3 fiir die Dynamik der Tumblingbewegung an und kann durch die gut
definierten Zeitpunkte der Sprungpositionen (Abb. 4.6) bestimmt werden.

In den Zeitverldufen des End—zu-End-Abstands und des Orientierungswin-
kels lassen sich die stochastischen Eigenschaften der diffusiven Phase deutlich
an der variablen Lange der Plateaus zwischen den Tumblingevents erkennen.
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15

— L. =16pm
— L. =8pm

Abbildung 4.7 : Der »Treppenstufen«-artige Verlauf des Orientierungswinkels ¢ zeigt

die fortlaufende aber nicht-konstante Rotationsbewegung der Aktin-Filamente im Scher-
fluss. Wéhrend die Stufenldnge durch die diffusive Phase stark variieren kann, ist der
Stufenanstieg in seiner Form sehr regular.

Die advektive Phase dagegen ist durch die reguldren Verldufe der Téler im End-
zu-End-Abstand (vgl. Abb. 4.8) bzw. Stufenverldufe im Orientierungswinkel
charakterisiert. Da der zeitliche Verlauf der Observablen in dieser advektiven
Phase kaum variiert, ist die Dauer der diffusiven Phase entscheidend fiir die
gesamte Tumblingzeit.

Die Bedeutung der diffusiven Phase ldsst sich durch folgende Betrachtung er-
klaren: Bei voller Ausrichtung der Filamentkonformation sind die auftretenden
Reibungskrifte senkrecht zur Filamentachse sehr gering, da nur sehr geringe
Unterschiede in der Flussgeschwindigkeit zwischen Filamentschwerpunkt und

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t [s]

Abbildung 4.8 : Der zeitliche Verlauf des End-zu-End-Abstands Ree weist reguldre
»Téler« auf, an die Plateaus mit unterschiedlicher Lange anschlieffen. Diese Plateaus
kennzeichnen Phasen mit fast vollstdndig gestreckten Konformationen (Ree ~ Lc). Die
Téler kennzeichnen die Passage beider End-Segmente des Aktin-Filaments.
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4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Filamentoberfldche auftreten. Durch das beinahe verschwindende Drehmoment
ergibt sich eine quasi-metastabile Lage, in der die Rotationsdynamik vor allem
durch thermische Fluktuationen dominiert wird. Fluktuationen in Richtung
der Rotationskomponente des Scherflusses bewegen bzw. rotieren die Filament-
konformation, was zu einer leicht gekippten Lage des Filaments fiithrt. Durch
die nun auftretenden Reibungskrifte wird das Filament weiter gekippt und
anschlieflend gebogen. Im Zeitverlauf des Orientierungswinkelbetrags, siehe
Abbildung 4.6 (b), ist dies deutlich durch den Anstieg nach Beriihrung der
Schwelle ¢ = 0 zu erkennen. Fluktuationen gegen die Richtung der Rotations-
komponente des Scherflusses sind dagegen unterdriickt, da das resultierende
Drehmoment ihnen entgegenwirkt und wieder zu einer Ausrichtung zur Fluss-
richtung und Streckung des Filaments fiihrt.

Wihrend der diffusiven Phase sind keine grofieren Biegefluktuationen zu
beobachten, wodurch die Dynamik der Filamentorientierung durch die Rota-
tionsdiffusion eines steifen Stabes gleicher Lange gendhert werden kann. Im
Gegensatz dazu ist die Konformation wihrend der advektiven Phase durch die
Biegung des Filaments dominiert, und somit wird die Orientierungsdynamik
durch die Dynamik der Biegung bestimmt. Um diese Dynamik zu verstehen,
wird daher im folgenden die Dynamik beider Phasen separat von einander
betrachtet und modelliert.

4.3.1 Stadion-Modell

Die Konformationen vieler Aktin-Filamente in der advektiven Phase eines
Tumbling-Ereignisses lassen sich so tibereinander legen, dass eine fast fortlau-
fende »Bahn« entsteht, welcher die Filamentsegmente folgen (siehe Abb. 4.9 ).
Aus dieser Beobachtung ldsst sich ein Modell motivieren, das die Bewegung
der Filamentsegmente auf einer festen Bahnkurve beschreibt. Diese Bahnkurve
ist geformt wie ein Teil der Laufbahn eines Leichtathletikstadions, weshalb
das Modell im Folgenden auch als »Stadion-Modell« bezeichnet wird. In der
zugehorigen englisch-sprachigen Publikation [53] wurde der im StraSenverkehr
geldufigere Begriff des »U-Turns« benutzt.

In diesem Stadion-Modell ist das Polymer mit seiner Konformation auf eine
Stadion-dhnliche Bahn (siehe Abb. 4.10) in der x-y-Ebene beschrankt und die
Flusseigenschaften werden durch einen einfachen Scherfluss beschrieben. Die
Polymerkonformation zum Zeitpunkt ¢ wird durch die kontinuierliche Raum-
kurve r(s, t) = (x(s,t),y(s, t)) beschrieben, mit dem kontinuierlichen Kontur-
parameter s € [0; L.]. Die lokale Kriimmung x(s) des Polymers an der Stelle s
ergibt sich aus dem lokalen Winkel «(s) zwischen dem Tangentenvektor und
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Abbildung 4.9 : Die Konformationen aus Abbildung 4.4 wurden so tibereinandergelegt,
dass sich eine anndhernd durchgéngige Bahn ergibt. Die Filamentsegmente formen
dadurch eine U-formige Bahnkurve, welche der Laufbahn eines Leichtathletikstadions
dhnelt. MafSstab 10 um .

der Flussrichtung via x(s) = %LX(S). Der Winkel zwischen dem End-zu-End-

Vektor Ree des Polymers und der Flussrichtung &, wird als ¢ = arccos (11322 : éx)
bezeichnet. Desweiteren wird angenommen, dass die Bewegung des Filament-
schwerpunkts rcom = fOLC r(s, t)ds komplett der Flussgeschwindigkeit des um-

gebenden Fliissigkeit am Ort des Schwerpunkts folgt #com = vfyiq (unabhéngig
von der aktuellen Konformation des Filaments).

In der advektiven Phase sind die thermischen Fluktuationen vernachléssigbar,
da die Bewegung des Polymers durch die Scherkrifte dominiert wird. Diese
deterministische Bewegung ist durch die lokale Kraftbalance der angreifenden
Reibungskrifte Fr(s,t) und der Biegekrifte Fgp(s,t) vorgegeben. Die lokale
Reibungskraft auf ein Filamentsegment ist direkt proportional zur relativen
FlieBgeschwindigkeit v (s, t) des Segments zu der umgebenden Fliissigkeit.

PR(Sr t) X DUrel (Sr t) mit vrel(sr t) = Ofluid (S/ t) - 'U(S, t) (4-1)

Hierbei bezeichnet v(s, t) die lokale FlieSgeschwindikeit des Filamentseg-
ments und vgq(s, t) die FlieBgeschwindigkeit der umgebenden Fliissigkeit
an der Stelle des Filamentsegments. Im Schwerpunktsystem ist die Geschwin-
digkeit vgy;q(s, t) durch den einfachen Scherfluss vorgegeben und kann tiber

die Scherrate 7 = % |9f1uid (com ) | und den Abstand ycom (s, t) des Filamentsege-
ments zum Schwerpunkt berechnet werden.

Vauid (S, t) = 7 Yeom (s, t) (4.2)

Die Konformation eines kleinen Filamentsegments ds kann lokal durch einen
Stab der Lange L approximiert werden [6], wodurch sich die Reibungskrifte
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4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Abbildung 4.10 : Darstellung der Bahnkurve im Stadion-Modell. Die Filamentseg-
mente mit dem lokalen Tangentenwinkel a durchlaufen eine U-formige Bahnkurve
mit der Bahngeschwindigkeit v. Die Bahnkurve besteht dabei aus zwei parallelen Teil-
stticken und einem gebogenen Teilstiick, welches eine konstante Krimmung mit dem
Kriimmungs-Radius Ry aufweist. Der Verlauf des End-zu-End-Vektors Ree und des
Orientierungswinkels ¢ wird durch die Bahnkurve und die Konturldnge des Filaments
festgelegt. Das Koordinatensystem des Schwerpunkts (rot) und das Koordinatensystem
des Stadions (x*,y*) werden fiir die detaillierte Berechnung benétigt. (siche Anhang 2).

berechnen lassen. Aufgrund der Anisotropie des Stab-Reibungskoeefizienten c
wird die lokale Reibungskraft zerlegt in die parallelen (||) und senkrechten (L)
Anteile relativ zur lokalen Tangente #(s, t) der Kontur,

rel

FRr(s,t) = chH (s,t) + c v (s, 1) 4.3)

wobei hier v, (s, t) ebenfalls in parallele und senkrechte Komponenten zerlegt
wurde. Die Filamentenden werden als frei angenommen, weshalb die Kriim-
mung dort verschwindet x(0) = x(Lc) = 0.

In einer typischen Tumbling-Bewegung wird ein ausgezeichneter Punkt sy,
maximaler Biegung %K(Sb) = 0 in der Konformation beobachtet (siehe Abb.
4.9), welcher als Fixpunkt benutzt wird. Damit kann das Filament als gebogener
Stab betrachtet werden, welcher an der Stelle s, zum Zeitpunkt ¢ fixiert ist. Die
Biegung dieses Stabes kann physikalisch als Biegung zweier Stdbe (Vorderteil
s € [0,sp] und Hinterteil s € [sp, Lc|) behandelt werden, welche bei s, mit
dem Winkel a(s},) an einer Wand fixiert sind. Der lokale Kriimmungsradius
R(s) = x~1(s) ist dann durch das Biegemoment M(s) gegeben, welches durch
die Reibungskrifte erzeugt wird: R™1(s) = —M(s)/kgTLp. Im Experiment
wird keine messbare Anderung der Konturlinge beobachtet, weshalb das Aktin-
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Filament als undehnbar angenommen wird. Aufgrund der niedrigen Reynolds-
zahlen werden jegliche Tragheitskrifte vernachldssigt |Fcom| ~ 0.

Die Bahngeschwindigkeit v kann dann aus der Bedingung berechnet wer-
den, dass das Filament im Schwerpunktsystem nicht beschleunigt wird und
somit das Integral der tangentialen Komponenten der Relativgeschwindigkeit
verschwindet (siehe Anhang 2). Im Regime stark gebogener Zustdnde kann
man aus der experimentellen Beobachtung motivieren, dass die Konformation
und die Dynamik des Filaments durch eine Stadion-férmige Bahn approximiert
werden kann (vgl. Abb. 4.9). Es wird angenommen, dass die Filamentkonfor-
mation dieser Stadion-formigen Bahn mit einem konstanten Kurvenradius Ry
mit einer Bahngeschwindigkeit v(t) folgt. Der Radius Ry wird dabei tiber das
Biegemoment M, = M(sp) am Punkt der hochsten Kriitmmung sy, abgeschétzt
und berechnet nach [6] tiber

1 M
Ry kgTL,’

(4.4)

Fiir lange Filamente (Ry /L, < 1) ldsst sich mit dem Ausdruck fiir die Bahn-
geschwindigkeit das Biegemoment M;, = — %cH'yR% (Herleitung siehe Anhang
Abschnitt 2 ) berechnen und aus Gleichung 4.4 und folgt fiir den Radius Ry:

1
kgTL, \*
Ry = (4 B ”) (4.5)

7T CH’)/

Damit erhalt man in guter Ndherung eine konstante Bahngeschwindigkeit:
v = ¥Ry. (4.6)

Aus diesem Ergebnis ergibt sich die Orientierungsdynamik des End-zu-End-
Vektors zu
¢ = ysin’ ¢, (4.7)
was genau mit der Dynamik nicht-brownscher und unendlich diinner steifer
Stédbe tibereinstimmt (vgl. [27]). Bemerkenswerterweise ergibt sich somit fiir das
Regime stark gebogener Konformationen eine Orientierungsdynamik des Orien-
tierungsvektors, die komplett mit der Orientierungsdynamik nicht-brownscher
steifer Stibe {ibereinstimmt. Da die Bereiche mit gestreckten Konformationen
ohnehin durch ein Stab-Modell beschrieben werden konnen, kann die komplette
Orientierungsdynamik des End-zu-End-Vektors vollstindig auf die Dynamik
eines »teleskopartigen« Stabes zurtickgefiihrt werden.
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4.3.2 Modell eines teleskopartigen Stabes

Die Orientierungsdynamik steifer Stidbe im Scherfluss ohne thermische
Fluktuationen wird nach [55] durch den sogenannten »Jeffery-Orbit«
$ = 7 (sinzq) + K% cos? gb) (vgl. [27]) beschrieben. Dabei bezeichnet x das
Verhiltnis von Durchmesser zu Lange, was im Falle von Aktin-Filamenten
xj ~ 1073 vernachléssigbar ist. Im Falle von steifen Stiaben im Scherfluss mit
thermischen Fluktuationen ist zwischen einem diffusions-dominierten und
einem advektions-dominierten Bereich zu unterscheiden. Beide Bereiche, wie in
Abbildung 4.11 skizziert, werden durch den festen kritischen Winkel ¢. [56]
getrennt.

diffusiv| _

— e

Abbildung 4.11 : Die advektive und diffusive Phase kann durch die Winkel £¢. bzw.
7T + ¢ getrennt werden. Der Bereich zwischen ¢. und 77 — ¢ wird rein advektiv unter
Vernachlédssigung thermischer Fluktuationen betrachtet. Im Bereich zwischen —¢. und
¢c kann die Bewegung als eine Diffusionsbewegung mit Drift betrachtet werden.

Die Advektions—Zeit 7,4,, welche das Filament in der Phase der Advektions-
bewegung verbringt, kann durch die Integration von Gleichung 4.7 {iber das
Intervall [¢., 7T — ¢.] berechnet werden:

. :”Cdrpzl”/")“ o _ 11 r%
adv Lo "y [ sinte T Lang

2

= - (4.8)
e ¥ tan ¢
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wobei der kritische Winkel nach [56]
D. .\ 3
rod
= — 4.9)
e ( o >
mit dem Rotationsdiffusionskoeffizienten D,.q (vgl. Abschnitt 3.3.1.1) definiert
ist. Damit ldsst sich ¢ als Funktion von Ry zu
5 37RY
%= o0,
c=p

(4.10)

ausdriicken. Experimentell konnte Ry ~ 1 pm beobachtet werden, wodurch ¢
sehr kleine Werte annimmt (¢. < 1). In Gleichung 4.8 kann somit die Kleinwin-
kelndherung verwendet werden, womit sich fiir die Advektionszeit

2 2
Tadv ™~ — = 17 - (4.11)
VP D3

L2
rod’)/3

ergibt.

Die diffusive Phase wird durch die Diffusionszeit 74 charakterisiert. Die
mittlere Passierzeit * T4;¢ dieses Bereichs kann ausgehend von der Langevin-—
Gleichung

¢ = §sin® ¢ + /2Doq B (4.12)

analytisch durch Standardmethoden berechnet werden. Hierbei bezeichnet
1 (t) weiles Rauschen und erfiillt die folgenden Bedingungen (vgl. [57]):

(1s(t)) = 0,
(rs()ys(t)) = o(t—1t) (413)

Der aus den Advektionskréften resultierende Driftterm 7 sin? ¢ kann mit der
Kleinwinkelndherung (¢. < 1) durch die analytisch einfacher zu handhabenden
Ausdruck j¢? ersetzt werden. Daher kann das Potential U(¢) = —§¢>/3
eingefiihrt werden, womit sich der deterministische Term zu 7 sin ¢ ~ y¢* =
—U'(¢) ergibt. Nun betrachtet man den Winkel ¢ im Potential U(¢), welcher
das Potentialtal bei ¢ = ¢, verldsst (absorbiernder Rand) und bei —¢, reflektiert

4engl. mean first passage time
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wird (bei einer angenommenen positiven Scherrate ¥). Mit den Methoden
nach [58] ergibt sich die mittlere Diffusionszeit 74 zu
o P2 5
diff ~ = .
3Drod BDEO/S’)/z/?’

(4.14)

Die gesamte mittlere Tumblingzeit 7 ergibt sich aus den Ergebnissen fiir t4;¢
und T,qy ZU
11 1

. (4.15)
3 D%j"ﬂ“’

Tr = Tadv + Tdiff =

In fritheren Arbeiten iiber flexible Polymere wird iiblicherweise die gesamte
Tumblingzeit in Abhdngigkeit der Weissenberg Zahl Wi angegeben. Als dimen-
sionslose Grofle fiir Polymere im Scherfluss ist die Weissenberg Zahl definiert
als das Produkt der Relaxationszeit des Polymers 7, und der Scherrate ¢ und ist
somit ein Maf3 fiir die Stdrke des Flusses in Relation zu einer charakteristischen
Zeitskala des Polymers. Im Fall eines stabartigen Polymers ist die Relaxati-
onszeit . = T,,q nach [9] tiber T,oq = 2D gegeben wodurch sich fir die
Weissenberg Zahl der Ausdruck Wi = §/ ZDrod ergibt. Somit erhélt man die

Formel
T

— 462 Wi 3 (4.16)

Trod

Bestimmung der Knickldnge Nach der Theorie der Knickens von Balken
(vgl. [6]) existiert eine kritische Kraft, ab der eine Knickung des Filaments
stattfindet. Im Falle stabartiger Filamente steigen die durch Reibung beding-
ten Kompressionskrifte entlang des Filaments mit steigender Konturliange
L. an. Daher lésst sich eine minimale Knickldnge L;, berechnen, ab der ein
Knicken stattfindet und stark gebogene Konformationen zu erwarten sind.

Die lokale Reibungskraft dF"i eines Filaments in zylindrischen Koordinaten
(r € [-Lc/2; Lc/2]) wird durch

dFfrict — —c||y sin ¢ cos prdr 4.17)
festgelegt. Die Kompressionskraft Feomp (7) berechnet sich zu

Lc/2
Feomp (") / dFfrict — cHLC'y sin ¢ cos ¢(1 — x?) (4.18)
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wobei x = 2r/L. und x € [—1;1]. Die Euler-Kraft F,,cxe fiir den komprimierten
Teil des Filaments mit Lange L = xL. ist nach [6] gegeben durch:

kzTL
— 2 p
Fouckle = 77 XZLg (4'19)

Mit Fyyckle = Feomp ergibt sich die maximale Kompressions-Kraft bei ¢ = 71/4

und die minimale Knickkraft bei x = /1/2. Deshalb ergibt sich als Wert der
Knicklange Ly,

1/4
kTL
L, = (64nziw,"> = 273/4Ry,. (4.20)

4.3.3 Vergleich mit den Messungen

Die Knickldnge L;, konnte mit Hilfe des U-turn-Radius Ry aus 4.20 je nach
Scherrate zu 4.2 — 6.1 pm bestimmt werden. In den Experimenten konnte beob-
achtet werden, dass Filamente mit einer Konturldnge, welche grofier oder gleich
der Knicklange waren, wéhrend des Tumblings stark gebogene Konformationen
aufwiesen (siehe Abbildung 4.12 ). Filamente mit kleinerer Konturldnge zeigten
jedoch keinerlei stark gebogene Konformationen mehr (vgl. Abbildung 4.5(a)).

L{TRE8ECera NYYLLAY

10 um

Abbildung 4.12 : Verlauf einer Tumbling-Bewegung (von links nach rechts) eines 6 ym
langen Aktin-Filamentes. Wahrend des Tumblings sind deutlich gebogene Konformatio-
nen erkennbar, was bei kiirzeren Filamenten, wie Abb. 4.5(a) gezeigt, nicht mehr der Fall
ist.

Der U-turn-Radius der die Konformationen der Filamente beschreibt, kann
aus den experimentellen Daten aus der Ausdehnung des Filaments senkrecht
zur Flussrichtung bestimmt werden. Zu dem Zeitpunkt, an dem sich beide End-
Segmente passieren (¢ ~ 71/2), wurde die gemittelte Ausdehnung in y-Richtung
im kanalzentrierten Koordinatensystem gemessen und mit den theoretisch

é kBTLp

1
i . .
o ) verglichen. Die gemessen

erwarteten Wert aus Gleichung 4.5 Ry = (
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4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Werte stimmen sehr gut mit den je nach Scherrate theoretisch erwarteten U-
turn-Radius von 0.9 — 1.3 um {iberein (siehe Abbildung 4.13). Hierbei wurden
nur die Tumbling-Ereignisse ausgewertet, deren Konformationen anndhernd
als U-formig beschrieben werden konnte.

< (] °
\/1, 0a D. [ ° |

O | | | | | |
6 8 10 12 14 16

L¢ [pm]

Abbildung 4.13 : Die Auswertung der mittleren Ausdehnungen (Ay) der Filament-
konformationen senkrecht zur Flussrichtung zum Zeitpunkt der Passage der End-
Segmente stimmt sehr gut mit dem theoretisch errechneten Wert von 0.9 — 1.3 pm tiberein.
(0 7~6s1,09~125"1, A4 ~19s71)

Die Dynamik des Orientierungswinkels ¢ () konnte aus den aufgezeichneten
Konformationsdaten der Aktin-Filamente bestimmt werden. Dazu wurde aus
dem berechneten Zeitverlauf des Orientierungswinkels ¢(t) die mittlere Win-
kelgeschwindigkeit (¢(¢)) tiber 0.17r breiten Winkelintervallen ermittelt und
mit der theoretischen Winkelgeschwindigkeit nichtbrownscher steifer Stdbe im
Scherfluss verglichen.

Wie man in Abbildung 4.14 sehen kann, ist die gemittelte Winkelgeschwin-
digkeit der Aktin-Filamente in guter Ubereinstimmung mit der analytischen
Formel fiir den Jeffery-Orbit ¢ = 7 sin? ¢, welcher die Winkelgeschwindigkeit
nicht-thermischer steifer Stabe im Scherfluss beschreibt. Dies bestitigt das Er-
gebnis des Stadion-Modells, nachdem die konstante Bahngeschwindigkeit der
Filamentsegmente auf der Stadionbahn in erster Ndherung zu einer Winkelge-
schwindigkeit fithrt, die durch den Jeffery-Orbit beschrieben wird.

Die Tumblingzeiten der Filamente wurden gemittelt und sind in Abbildung
4.15 dargestellt. Zur Reskalierung der Daten wurde der Rotationsdiffusions-
koeffizient D, der Aktin-Filamente verwendet. Uber die Relation D; = 1/271;
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Abbildung 4.14 : Die mittlere Winkelgeschwindigkeit fiir verschieden lange Filamente
(03 um, X8 um, 016 pm) bei verschiedenen Winkeln ¢ folgt mit groer Ubereinstimmung
der Kurve, die nicht-thermische steife Stiabe beschreiben (durchgezogene schwarze
Linie).

wurde D, iiber die Rotationsrelaxationszeit 7; berechnet, welche immer durch
die langste Relaxationszeit der zugehorigen Eigenmoden dominiert ist (vgl. [9]).
Da iiblicherweise diese (lingste) Relaxationszeit® eingesetzt wird, kann man die
Definition des Rotationsdiffusionskoeffizienten fiir steife Stabe D,.q auf flexible
Polymere durch die Relation

1
- 2Dy

mit dem verallgemeinerten Rotationsdiffusionskoeffizienten D, erweitern.

Fiir die simulierten Polymere kann der verallgemeinerte Rotationsdiffusi-
onskoeffizient D, hierbei auch innerhalb eines Stab-Modells betrachtet werden,
wobei die Rotationsdiffusion des Polymers unter Vernachldssigung hydrody-
namischer Effekte in erster Ndherung durch einen Stab mit der mittleren ef-
fektiven Ausdehnung (R?) beschrieben werden kann. Fiir reale Polymere ist
diese Ndherung nur eingeschrénkt giiltig (L. < 10L;). Die effektive mittlere
Ausdehnung (R?) des Polymers wird dabei durch eine quasi-»eingefrorene«
mittlere Konformation angenommen, welche durch den quadratischen Gleich-

T 4.21)

2
gewichtsabstand (R:g) und dem mittleren quadratischen Gyrationsradius

5In [9] wird die langste Relaxationszeit als »Rotations-Relaxationszeit« fiir flexible Polymere
bezeichnet.
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4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Réyr (vgl. Gleichung 2.6) wie folgt festgelegt wird:

<R2> _ % ((Rgg)z + 12R§yr> (4.22)

Fiir steife bzw. flexible Polymere ergibt sich mit

L2 ,
Réyr = é fiir L <L, bzw. (4.23)
2
, (R ..
ngr = 5 fiir Le> Ly (4.24)

eine effektive Ausdehnung von

<R2> - (R§2)2 =2 fiir Le<L, bzw. (4.25)
<R2> - % (Rgg)z fiir Lo > L. (4.26)

Mit dieser effektiven Ausdehnung ergibt sich analog zu Abschnitt 3.3.1.1 der
Diffusionskoeffizient D, zu

2
D, _ 12kT _ 12

’)/Lc <R2> rod * @ (4.27)

2

und entsprechend die Rotationsrelaxationszeit 7. = T4 - % Ein Vergleich
mit den Relaxationszeiten, welche sich aus dem Modell de; Gaufs’schen se-
miflexiblen Kette ergeben ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Es zeigt sich hierbei
eine gute quantitative Ubereinstimmunyg fiir relativ steife Polymere (Lc < 10Lp)
bis hin zu flexibleren Polymere der Lange L. > 10Lp. Unter Vernachldssigung
hydrodynamischer Wechselwirkungen kann diese Naherung auch flexible Po-
lymere mit einem geringen Offset gut beschreiben. Dieser Offset korrigiert die
Vernachlassigung der Relaxation entlang der Kette bei flexiblen Polymeren,
welcher bei der Berechnung der Relaxationszeiten eingefiihrt wurde.

Mit der Weissenberg-Zahl Wi = §7. = /(2D;) ergibt sich nach Gleichung
4.15 der Ausdruck fiir die Tumblingzeit

1 1

3 3

o 11x25 ( D ) wi-.
T 3 D;od

©l

(4.28)
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Kapitel 4 Einzelne Aktin Polymere im Scherfluss

Im Vergleich mit der 4.28 zeigt sich eine gute Ubereinstimmung fiir kurze
Aktin-Filamente bzw. simulierte Polymere aus N EBD-Simulationen®. Fiir lange-
re Filamente (L. > L) werden kiirzere Tumblingzeiten beobachtet, als sie sich
aus Stadion-Modell theoretisch berechnen lassen. Diese Abweichung wird in
Abschnitt 4.3.4 diskutiert.

T T T T T T T T T T T T T 117

- “NEBD |

g 43—6pum ||

o 3 +8—10pm |

71071 +14 — 16 pum |

SN ¢19 — 39pum | |

[}:‘ﬁloizé K .. E

i o

1073 Lol | Lol Lo
10 10? 10° 10*

Wi

Abbildung 4.15 : Die normierten Tumblingzeiten von Aktin-Filamenten (Symbole)
verschiedener Konturlidngen (siehe Legende) sind im Vergleich mit der aus dem Stadion-
Modell hergeleiteten Formel (durchgezogene Linie) 4.28 dargestellt. Fiir Aktin-Filamente
mit moderaten Flussstirken bis Wi < 1000 ist eine gute Ubereinstimmung erkennbar.
Dies gilt ebenfalls fiir die Tumblingzeiten simulierter Polymere (offene Symbole) aus
Nicht-Gleichgewichts-Brownsche-Dynamik-Simulationen (NEBD). Fiir lingere Polymere
mit hoheren Weissenberg Zahlen weicht die Tumblingzeit von der Theorie leicht ab.

Die Teleskop-artige Dynamik des End-zu-End—Vektors, das Verldngern und
Verkiirzen des End-zu-End-Abstands, kann aus dem Stadion-Modell hergeleitet
werden [53]. So ergibt sich aus dem Modell die Funktion Ree (¢) im Bereich stark
gebogener Konformationen. Die jeweilige Form des Filaments und der Verlauf
des End-zu-End-Abstands variiert auf der Stadionbahn mit der Konturldnge
des Filaments. Aus der U-féormigen Bahn ergibt sich ein Minimum des End-
zu-End-Abstands von 2Ry und ein Maximum von L. als obere Grenze. Fur
Filamente im Bereich |jt| < (Lc/(2Ry) — 71/2) ergibt sich aus der Stadion—

SNEBD engl. Non-equilibium-Brownian-dynamics Nichtgleichgewichts-Brownsche-Dynamik-
Simulation durchgefiihrt von Martin Kroger (ETH Ziirich)

60



4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Bahn mit Gleichung 4.5

Ree(t) = 2Ryy/1+ (71)2 (4.29)

In Abbildung 4.16 ist der Vergleich zwischen gemittelten experimentell be-
obachteten Zeitverldufen des End-zu-End—Abstandes und der theoretischen
Vorhersage (Gleichung 4.29) dargestellt. In der Tat zeigt sich eine qualitative
Ubereinstimmung im Bereich kleiner End—zu-End-Abstdande, wo die Dynamik
der Aktin-Filamente durch die Advektion dominiert wird. Aufgrund des zu-
nehmend diffusiven Charakters der Bewegung in den anderen Bereichen treten
starke Abweichungen auf, welche nicht durch das Stadion-Modell beschrieben
werden konnen.

i —.—Lc= 8.3um
0.2 —o—Lc= 16.4pm
| —.—LC: 19.6um

—— o Stadion

—%0 -15  -10 -5 0 5 10 15 20

Abbildung 4.16 : Vergleich der experimentellen Daten fiir den gemittelten Verlauf des
normierten End-zu-End-Abstands mit dem Verlauf (durchgezogene Linien), welcher
sich numerisch aus dem Stadion-Modell ergibt.

4.3.4 Verhalten bei flexibleren Filamenten

Mit zunehmender Konturldnge wird das Erscheinungsbild eines Tumblings
komplexer. So treten ab einer Linge zwischen 10 — 16 pm vermehrt Tumbling-
bewegungen auf, bei denen an beiden Enden stark gebogene Konformationen
beobachtbar sind. Diese Beobachtung deckt sich mit der Voraussage des WLC-
Modells, welches fiir Filamente, die langer als die Persistenzldnge sind, eine na-
hezu verschwindende Korrelation der Orientierung der Filament-Endsegmente
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Abbildung 4.17 : (a) Vergleich der Konformationen verschieden langer Aktin-Filamente
wihrend einer Tumblingbewegung. Mit zunehmender Konturldnge steigt die Anzahl der
U-formigen Teilkonformationen. (Mafistab 10 um) (b) Die durchschnittliche Anzahl an
U-férmigen Biegungen, die wihrend einer Tumblingbewegung in der Filamentkonforma-
tion beobachtet wird, ist fiir kurze Filamente fast diskret zwischen 0 und 1 verteilt. Sobald
die Filamente eine Konturldnge L. im Bereich der Persistenzldnge L, besitzen, steigt
diese an. Fiir langere Filamente ergeben sich multiple U-féormige Biegungen wéahrend
einer Tumblingbewegung.

im thermischen Gleichgewicht beschreibt (vgl. Gleichung 2.3). Durch diese mit
der Linge ansteigenden Freiheiten in der Konformation ist es moglich, dass
die gesamte Konformation des Filaments mehr als eine U-formige Biegung
aufweist.

Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 4.17(a) einzelne Konformationen
von verschieden langen Filamenten wihrend einer Tumblingbewegung gezeigt,
wobei diese eine unterschiedliche Anzahl von U-férmigen Teilkonformatio-
nen aufweisen. Eine quantitative Auswertung zeigt, dass die durchschnittliche
Anzahl an U-formigen Teilkonformationen pro Tumblingbewegung mit der
Konturldnge ansteigt (vgl. Abb. 4.17(b)). Wahrend fiir sehr kurze Filamente,
mit einer Konturldnge L. von hochstens der Knicklange Ly, keine U-formige
Konformation zu beobachten ist, weisen Filamente im Bereich L, < L, < Lp
durchschnittlich eine U-féormige Teilkonformation auf. Fiir langere Filamen-
te Lc > Lp werden durchschnittlich mehrere U-férmige Teilkonformationen
beobachtet.
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4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Interessanterweise werden bei Filamenten mit L. ~ L gleichzeitig das Auf-
treten mehrerer »U«s pro Tumbling wie auch eine Abweichung der experi-
mentell gemessenen Tumblingzeiten von der Theoriekurve in Abbildung 4.15
beobachtet. Im Experiment ergeben sich bei diesen Konturldangen sehr komple-
xe und teils chaotische Konformationsverldufe, welche sich im Zeitverlauf des
End-zu-End-Abstands durch irreguldre »Taler« widerspiegeln (vgl. Abb. 4.18).
Wihrend dieser irreguldren Verldufe kann der End-zu-End-Vektor mehrmals
eine senkrechte Stellung zur Flussrichtung durchlaufen, wodurch sich kurze
Tumbling-Zeiten ergeben.

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t[s]

Abbildung 4.18 : Zeitverlauf des normierten End-zu-End-Abstands Rec eines 34 pm
langen Aktinfilaments. Im Vergleich zu kiirzeren Filamenten erkennt man irregulédre
Verlaufe der »Téler«. Im hinteren Teil des Verlaufs erkennt man, dass das Filament nicht
in eine voll gestreckte Konformation tiberging, bevor es eine neuerlichen Tumblingbewe-
gung begann. Ein solches Verhalten ist fiir kiirzere Filamente nicht zu beobachten.

Dieses Verhalten wird im letzten Tumbling-Ereignis, des in Abbildung 4.18
dargestellten Verlaufs eines 34 um langen Aktin-Filaments, deutlich. Die ge-
ringeren Biegeenergien bei steigendem Abstand, ermoglichen bei lingeren
Konturlédngen eine quasi-unabhéngige Reorientierung der Filamentenden in
der »diffusiven Phase«. Somit kann ein Filamentende nach einer Phase der Aus-
richtung zur Flussrichtung bereits wieder eine stark gebogene Teilkonformation
annehmen, wihrend das andere Filamentende sich noch ausrichtet bzw. die vor-
hergehende stark gebogene Konformation verlédsst. Durch diesen Mechanismus
ist im letzten Tumbling-Ereignis von Abbildung 4.18 kein ausgedehntes Plateau
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Kapitel 4 Einzelne Aktin Polymere im Scherfluss

mehr zu erkennen. Dieses Verhalten verkiirzt die gesamte Tumblingzeit, was
die Abweichung der gemessenen Tumblingzeit von der Theoriekurve erklart.

Im flexiblen Limit (L. > L;) sollten die vorher beschriebenen Effekte noch
starker auftreten, wodurch flexible Polymere in der diffusiven Phase im Mittel
nicht mehr komplett gestreckt vorliegen. Dies wurde in der Tat so in Experimen-
ten mit DNA-Molekiilen [3] und auch in NEBD-Simulationen beobachtet. Somit
trifft die Annahme des Stadion-Modells, dass sich das Polymer wie ein Stab glei-
cher Konturlidnge L. durch die diffusive Phase bewegt, nicht mehr zu. Auch ist
die Annahme des Stadion-Modells tiber das Biegeverhalten nicht mehr anwend-
bar, da hier entropische Effekte die Bewegung des Filaments oder Polymers
dominieren. So kann man den U-Turn-Radius, der sich fiir ein 22 pm langes
DNA-Molekiil unter den Bedingungen wie in [3] ergibt, mit 340 nm abschat-
zen®, was weit oberhalb der Persistenzlange von DNA (L, = 50nm) liegt. Die
theoretische Vorhersage zu den Tumblingzeiten aus dem Stadion-Modell l4sst
sich jedoch auf flexible Polymere erweitern, und wird im Folgenden erlautert.

Viluid = — ’)/L/é\

-

Abbildung 4.19 : Modell einer FENE-Hantel im einfachen Scherfluss. Die FENE-Hantel
besteht aus zwei Kugeln, welche durch eine Feder verbunden sind. Die Feder ist nur
begrenzt dehnbar. Die durch den einfachen Scherluss auf die Kugel wirkende Reibungs-
kraft FR, kann in zwei Komponenten F I Ft aufgespalten werden. Wahrend F I eine
Verdnderung des Ausdehnungsverhaltens des End-zu-End-Vektors Ree bewirkt, fithrt
F* zu einer Anderung des Orientierungswinkels ¢.

"Diese Abweichung wird in [59] fiir hohe Weissenbergzahlen vorausgesagt, jedoch konnten im
Experiment aufgrund der endlichen Stabilitit der Aktin-Filamente keine wesentlich htheren
Flussstdrken angewendet werden.

8in einer wassrigen Losung ohne Berticksichtigung hydrodynamischer Effekte
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4.3 Dynamik von Aktin-Filamenten im Scherfluss

Fiir die advektive Phase kann man das Polymer als eine entropische Feder
betrachten, welche durch ein FENE-Hantel-Modell beschrieben werden kann
(vgl. [44]). Dies ist schematisch in Abbildung 4.19 dargestellt. Im Scherfluss
lassen sich die auftretenden Reibungskrifte Fg in eine radiale Komponente F!
und eine dazu senkrechte Komponente F aufspalten. Die radiale Komponente
Fll befindet sich dabei im Kriftegleichgewicht mit der Kraft einer entropischen
Feder, was zu einem winkelabhédngigen End-zu-End-Abstand fiihrt. Die dazu
senkrechte Komponente F bewirkt eine Rotationsbewegung. Die entropische
Feder fiihrt hierbei aber nur zu Kréften in radialer Richtung, wodurch die
Rotationsbewegung der FENE-Hantel von ihrer Ausdehnung entkoppelt ist.
Somit folgt die FENE-Hantel in der advektiven Phase weiter dem Jeffery-Orbit
(vgl. Formel 4.7) und damit der Vorhersage aus dem Stadionmodell (vgl. Inset
in Abb. 4.20).

In der diffusiven Phase kann die Bewegung des Polymers beschrieben wer-
den, indem ein effektiver Diffusionskoeffizient Dg;¢r angenommen wird. Unter
der Voraussetzung, dass das Polymer in der diffusiven Phase nicht wesentlich
relaxiert und sich nicht aufknéult (7, < Tgi¢), kann seine Bewegung als stabdhn-
lich — also durch Rotationsdiffusion dominiert — angenommen werden. Dadurch
lasst sich ein effektiver Diffusionskoeffizient Dg;s definieren,

12k T

2
YLeLgig

Dy = , (4.30)

der den Diffusionskoeffizient eines steifen Stabes mit einer gewissen Lange L s
beschreibt. Hierbei wurde der isotrope Reibungskoeffizient v des gesamten
Polymers unter Vernachldssigung hydrodynamischer Wechselwirkungen ver-
wendet. Aus dieser Uberlegung kann man die Formel 4.28 analog Gleichung
4.27 auf flexible Polymere erweitern indem man die »Stablange« durch die
Léange Lgj korrigiert:

1
1 3
7 11x23 (L3, 2
L= Wi~ 3 431
- 3 <<R2> i (4.31)

Formel 4.31 konnte mit Hilfe von Simulationsdaten aus NEBD-Simulationen
getestet werden und zeigte fiir alle simulierten Steifigkeiten eine gute Uber-
einstimmung. Die effektive Ausdehnung wurde hierbei aus der mittleren qua-
dratischen Ausdehnung des Polymers bei voller Ausrichtung in Flussrichtung
ermittelt (L3, = (R2.(¢ = 0))). Die ermittelten Tumblingzeiten sind in Abbil-
dung 4.20 als offene Quadrate gezeigt.
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Abbildung 4.20 : Dimensionlose Tumblingzeiten 7y /7, multipliziert mit (Rea / Lgig)>/>
von Aktin-Filamenten (graue Kreise) gegen die Weissenbergzahl Wi aufgetragen. Zum
Vergleich sind die Daten der NEBD-Simulationen (lila Quadrate), die Daten aus Mes-
sungen mit 22 pm langen DN A-Molekiilen aus [41] und die Daten aus Messungen mit
22 um und 80 pm langen DN A-Molekiilen aus [3] aufgetragen. Lg;¢ wurde fiir die DNA-
Daten tiber Léiff = (0.75L¢)? angenommen, was sich aus der in [3] gezeigten mittleren
Ausdehnung motivieren lasst. Fiir die Simulationsdaten wurde L3, = (R2.(¢ = 0))
verwendet. Die Daten stimmen sehr gut mit der Voraussage von Formel 4.31 (gestrichelte
Linie) {iberein. Inset Die mittlere Winkelgeschwindigkeit eines simulierten Polymers
bei Wi ~ 1000 (offene Quadrate) aufgetragen gegen den Winkel ¢. Im Vergleich zum
Verhalten nicht-brownscher steifer Stabe (Schwarze Linie) zeigt sich qualitativ immer

Wi

noch eine gute Ubereinstimmung.
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4.4 Orientierungs- und Ausdehnungsverhalten

Desweiteren wurden die Daten der Tumblingzeiten von DNA-Molekiilen aus
anderen Publikationen [3, 41] grafisch extrahiert und ebenfalls in Abbildung
4.20 dargestellt. Fiir diese Datenpunkte wurde mangels genauer Information
fur Léiff = 0.75L% angenommen, was sich aus den publizierten mittleren Aus-
dehnungen in Flussrichtung motivieren ladsst. Fiir kleine Weissenbergzahlen
(Wi < 50) ist diese Annahme sehr hoch, trotzdem zeigt sich eine gute Uberein-
stimmung von Formel 4.31 mit den publizierten Daten.

4.4 Orientierungs- und Ausdehnungsverhalten

Das Ausdehnungsverhalten von Aktin-Filamenten im Scherfluss ist durch die
auftretenden Kompressions- und Dehnungskréfte wihrend der Tumblingbewe-
gung bestimmt. Im Stadion-Modell wird die Bewegung der Filamentsegmente
aufgrund dieser auftretenden Kréfte durch eine U-férmige Bahnkurve ange-
néhert, welche mit einer konstanten Bahngeschwindigkeit durchlaufen wird.
Da die Anderung der x~Komponente des End-zu-End-Vektors Xee im Modell
mit konstanter Geschwindigkeit erfolgt, miisste dieses Verhalten sich auch in
der Verteilungsfunktion der Ausdehnung des Filaments in Flussrichtung wi-
derspiegeln. Die Folge wire somit eine gleichverteilte Wahrscheinlichkeit fiir
den End-zu-End-Abstand um Xee = 0. In der Tat wird fiir langere L. > 5pm
Aktin-Filamente eine anndhernd konstante Verteilungsfunktion PDF(Re.) des
End-zu-End-Abstands Ree = v/ X2, + YZ bzw. eine annidhernd konstante Stei-

gung der kumulativen Verteilungsfunktion cPDF(Ree) = fORee PDF(RL.)dR.e
fir kleine End-zu-End-Abstdnde (Ree < 0.7L¢) beobachtet (sieche Abb. 4.21). Fiir
kurze Filamente, kiirzer als die Knickldnge, ist dies nicht mehr zu beobachten
(vgl. Abb. 4.21(a) und 4.21(d)), da diese nicht mehr durch das Stadion-Modell
beschrieben werden.

In Abbildung 4.21 ist zum Vergleich das theoretisch erwartete Gleichge-
wichtsverhalten der Verteilungsfunktion des End-zu-End-Abstandes nach [60]
aufgetragen. Man erkennt, dass Aktin-Filamente im Scherfluss wesentlich 6fter
kleinere End-zu-End-Abstinde aufweisen. Dies ist auf die gebogenen Kon-
formationen zuriickzufiihren, welche im Gleichgewicht aufgrund der hohen
Biegeenergien typischerweise nicht auftreten.

Das Orientierungsverhalten von Aktin-Filamenten im Scherfluss wird durch
das Zusammenspiel der Rotationskomponente des Scherflusses und der
Diffusionsbewegung im quasi-ausgerichteten Zustand bestimmt. Die Dyna-
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Abbildung 4.21 : Die Verteilungsfunktion PDF(Rec) (graue Balken) eines 4 pm langen
(a), eines 16 um langen (b) und eines 34 pm langen Aktin-Filaments (c) im Scherfluss
(f ~ 657 1)im Vergleich zu der theoretischen Verteilungsfunktion (schwarze Linie) des
Gleichgewichtszustandes nach [60]. Die Verteilungen wurden zur besseren Ubersichtlich-
keit auf das jeweilige Maximum normiert. Im Scherfluss werden Zustdnde mit kleineren
End-zu-End-Abstidnden ofter bevolkert als im Gleichgewicht. Vor allem fiir langere
Filamente (L. > 8 pm) im Bereich Ree < 0.8L. ergeben sich anndhernd gleichverteilte
Verteilungen. In den zugehorigen kumulativen Verteilungsfunktionen cPDF(Rec) (graue
Kreise) in (d), (e) und (f) ist dies durch eine konstanten Anstieg der Funktion bei kleinen
Werten von Ree erkennbar. Die theoretische kumulative Verteilungsfunktion fiir das
Gleichgewichtsverhalten (schwarze Linie) verdeutlicht diesen Unterschied nochmals.
Aufgrund signifikanter Auslenkungen in z-Richtung werden bei kurzen Filamenten, wie
dem 4 um langen Aktin-Filament, auch kleine Re.-Werte gemessen, obwohl hochstens
schwach gebogene Konformationen beobachtbar sind. Die Messwerte mit Ree > L. sind
auf Messfehler und auf die Limitierung der optischen Auflosung zuriickzufiihren.

68



4.4 Orientierungs- und Ausdehnungsverhalten

mik des Orientierungswinkels ¢ ist, wie im Stadion-Modell erldutert, durch
die winkelabhidngige Dynamik eines steifen Stabes beschreibbar und resul-
tiert (ohne thermische Fluktuationen) in der Winkelgeschwindigkeit w(¢) =
¥ (sin2 ¢+ K% cos? 4)) mit dem Durchmesser-zu-Langen-Verhiltnis x; (vgl. [27]).
Die Winkelbewegung wird durch die Rotationsdiffusionsbewegung gestort,
wobei die Stdarke durch die Rotationsdiffusionskonstante D, angegeben wird.

Hieraus lésst sich die Fokker-Plank-Gleichung dieses Problems aufstellen, wel-
che von der Verteilungsfunktion des Orientierungswinkels p(¢) erfiillt wird:

dp(9) _ dw(@)p(@9)) , ,p, dp(9) 4.32)

dt d¢ d¢?

Betrachtet man das FliefSgleichgewicht (de(g)) = 0), vereinfacht sich obige Glei-
chung und die stationdre Losung pstat(¢) errechnet sich mittels der Methode
der Variation der Konstanten (siehe Anhang 3):

¢
Pstat(¢) = C (/ exp (a¢ + bsin(2¢)) d¢) -exp (— (ap + bsin(2¢))). (4.33)
¢
5 (102 (12
Hierbei bezeichnet a = V(Zgl), b = “Zgrl), ¢o eine beliebige Integrations-

grenze (¢po < —7%) und der Vorfaktor C ergibt sich dabei aus der Bedingung
[ p(¢)d¢p = 1. Im Falle von Aktin-Filamenten ist x; ~ 107> vernachléssigbar
und somit ergibt sich

19 1 5,

-2 434

“=1D, T 4% (4.34)
14 1

Gleichung 4.33 kann nur in einem begrenzten Bereich numerisch berechnet
werden, da die vordere Klammer im interessanten Parameterbereich (L. > 8§ pm
und § ~ 4s571) sehr groe Werte (> 10%%°) annehmen kann. Fiir kurze Filamente
oder in einem eingeschrankten Winkelbereich kann sie ausgewertet und mit
den Verteilungsfunktionen des Orientierungswinkels von Aktin-Filamenten
verglichen werden (siehe Abbildung 4.22). Vor allem fiir kiirzere Filamente
(Lc < 8um) zeigt sich eine gute Ubereinstimmung zwischen PDF(¢) und
Pstat(¢), wihrend fiir langere Filamente Abweichungen zu beobachten sind.
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Kapitel 4 Einzelne Aktin Polymere im Scherfluss
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Abbildung 4.22 : Verteilungsfunktionen des Orientierungswinkels PDF(¢) (graue Bal-
ken) fiir ein 4 um langes (a), 8 pm langes (b) und 17 pm langes Aktin-Filament (c) bei einer
Scherrate von 4 ~ 6s~!. Die stationare Losung der Fokker-Planck-Gleichung (schwarze
Linie) zeigt hierbei eine gute Ubereinstimmung vor allem fiir kiirzere Filamente. Der
berechnete kritische Winkel ¢. wird durch die gestrichelte Linie markiert.

Dieses Verhalten kann mit der kiirzeren Verweildauer der Filamente in der
diffusiven Phase im Vergleich zu steifen Staben erkldrt werden (vgl. 4.3.4).
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Kapitel 5

Verschlaufte Aktin-Filamente im
Scherfluss

Bei komplexen Fliissigkeiten konnen die viskosen Eigenschaften des Losungs-
mittels und der weiteren Inhaltsstoffe getrennt betrachtet werden. So kann die
Viskositét einer einfachen Polymerlosung # als Summe zweier Terme 75 und
11p berechnet werden, wobei 775 die Viskositdt des Losungsmittels und 77, den
durch die Polymere verursachten zusitzlichen Viskositdtsanteil bezeichnet. Der
Anteil der Polymere an der Viskositit wird bei niedrigen Polymerkonzentratio-
nen ¢ durch die Reibung des einzelnen Polymers am Losungsmittel bestimmt.
Polymer-Polymer-Wechselwirkungen sind erst bei hoheren Konzentrationen
relevant. Ab einer gewissen Konzentration, der sog. Uberlappkonzentration c*,
kommen sich die Polymere so nahe, dass sie sich verschlaufen. Die Polymer-
Polymer-Wechselwirkungen bestimmen dann mit zunehmender Konzentration
die Viskositdtseigenschaften. Die Bewegung eines einzelnen verschlauften Poly-
mers ist durch die Verschlaufungen stark limitiert und wurde in den Arbeiten
von DeGennes [61] und Doi-Edwards [9] beschrieben.

Bei Polymerlosungen im Scherfluss konnen sich die viskosen Eigenschaften
abhingig von der Scherrate so dndern, dass Effekte wie Scherverdiinnung oder
Scherverdickung auftreten. Das mikroskopische Verhalten der Polymere ist der
Schliissel, um diese Effekte zu berechnen bzw. zu modellieren. Jedoch ist dies
nur mit sehr grofem numerischen Aufwand in Simulationen beobachtbar [62].
In [63] konnten einzelne verschlaufte DNA-Molekiile im Scherfluss beobachtet
werden, und deren Ausdehnungs- und Relaxationsverhalten wurde mit mehre-
ren Polymer-Modellen verglichen. Es zeigte sich, dass einige konformationelle
und rheologische Eigenschaften von DNA-Losungen universellen Gesetzma-
Bigkeiten unterliegen, wenn sie in Abhadngigkeit der konzentrationsabhangigen
Weissenbergzahl Wi, ausgedriickt werden. Aufgrund der experimentellen Be-
obachtungsbedingungen konnte die konformationelle Dynamik des einzelnen
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Kapitel 5 Verschlaufte Aktin-Filamente im Scherfluss

Polymers jedoch nicht klar genug erfasst werden und Tumbling-Ereignisse
konnten nur vermutet aber nicht beobachtet werden. Ein direkter Vergleich der
dynamischen Eigenschaften der verschlauften und unverschlauften Polymere
war daher nicht moglich. Die Frage, wie sich die Einzel-Polymer-Dynamik im
Scherfluss bei steigender Polymerkonzentration dndert, konnte nicht beantwor-
tet werden.

Diese Fragestellung wurde in [64] und [65] mit Brown’schen Dynamik Si-
mulationen unter Vernachlidssigung hydrodynamischer Wechselwirkungen un-
tersucht. Es zeigte sich dabei eine grofle qualitative Ahnlichkeit zwischen der
Dynamik eines einzelnen Polymers in verdiinnter und hoher konzentrierter
Losung. So wiesen die zeitabhangigen Korrelationsfunktionen oszillatorische
Relaxationsverldufe auf, was eine Tumbling-Bewegung vermuten lies. Die Ver-
nachldssigung hydrodynamischer Wechselwirkungen in den Simulationen stell-
te jedoch eine starke Vereinfachung dar, da in halb-verdiinnter Losung diese
Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle spielen [65].

In zwei theoretischen Arbeiten [66, 35] wurden kombinierte Molekular-
Dynamik und Multi-Partikel-Kollisions-Dynamik Simulationen von model-
lierten halbverdiinnten' Polymerlésungen am Jiilich-Supercomputer-Centre
durchgefiihrt und ausgewertet. Die Autoren bestitigten, dass die Verteilungen
des Orientierungswinkels und die Tumblingzeiten universelle Abhingigkeiten
aufweisen, wenn diese in Abhédngigkeit von Wi, ausgedriickt werden. Zudem
konnte die Anderung der konformationellen Eigenschaften mit zunehmender
Konzentration durch eine ebenfalls zunehmende effektive Abschirmung der
hydrodynamischen Wechselwirkung erklédrt werden.

Ein anschauliche Darstellung der Anderung der konformationellen Dynamik
eines individuellen Polymers beim Ubergang zu halbverdiinnten Polymerldsun-
gen wurde jedoch nicht gegeben. Daher wurde mit der Methode aus Abschnitt
4 eine halbverdiinnte Aktin-Losung im Scherfluss beobachtet und der Einfluss
der Anwesenheit der umgebenden Filamente auf das Verhalten des einzelnen
Aktin-Filaments untersucht.

5.1 Versuchsdurchfiihrung

Dialysiertes G-Aktin wurde in moglichst hoher Konzentration wie in Ab-
schnitt 2.1 beschrieben polymerisiert, jedoch wurde vor der Zugabe des Phal-
loidins die Losung in zwei gleiche Teile aufgeteilt. Beide Teile wurden daraufhin

Thalbverdiinnte Losungen (engl. semidilute) bezeichnen Polymerldsungen mit einer Polymerkonzen-
tration tiberhalb der Uberlappkonzentration aber unterhalb der sog. cross-over Konzentration
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5.2 Konformationseigenschaften von verschlauften Aktin-Filamenten im
Scherfluss

mit Alexa-Fluor488-Phalloidin bzw. unmodifiziertem Phalloidin polymerisiert.
Nach der Polymerisierung wurde die Fluoreszenz-markierte F-Aktin-Losung
verdiinnt und zusammen mit der nicht-fluoreszenz-markierten F-Aktin-Losung
so mit einer Sucrose-Losung (2 mM Tris, 0.2 mM ATP, 0.2 mM CaCl,, 0.2 mM
DTT and 0.005% NaN3, pH 8, 65% (w/v) sucrose) vermischt, dass die optische
Dichte der Losung derjenigen des Mikrofluidik-Kanals entsprach (vgl. 2.2.2).
Die Konzentration der fluoreszenz-markierten Aktin-Filamente, sogenannte
Reporter-Filamente, wurde auf 0.5nM eingestellt, womit sie im Mikroskop ein-
zeln zu beobachten waren. Die nicht-fluoreszenz-markierten Aktin-Filamente,
hier als Bulk-Filamente bezeichnet, konnten im Mikroskop nicht beobachtet
werden.

Diese Losung wurde, wie in Kapitel 4 beschrieben, durch einen Mikrofluidik-
Kanal gepumpt. Die Reporter-Filamente konnten so einzeln beobachtet wer-
den, obwohl sie von tausenden Bulk-Filamenten umgeben waren. Die Gesamt-
konzentration wurde auf Werte von 10 uM eingestellt, was deutlich {iber der
Uberlapp-Konzentration von Aktin-Filamenten ¢* ~ 0.5 — 1uM [67] liegt.

5.2 Konformationseigenschaften von verschlauften
Aktin-Filamenten im Scherfluss

Die Aktin-Filamente mit unterschiedlicher Gesamt-Konzentration wurden ana-
log zu Kapitel 4 beobachtet und die Ergebnisse dieses Abschnitts entstanden
teilweise wéhrend der Betreuung der Bachelor-Arbeit von Fabian Zeller [68]. Bei
einer Aktin-Konzentration nahe der Uberlapp-Konzentration ¢ ~ c* zeigten sich
keine Unterschiede im konformationellen Verhalten im Vergleich zur verdiinn-
ten Aktin-Losung. Es ergaben sich auch hier typische Konformationsverldufe
eines Tumblings, die sich durch U-férmige Konformationen auszeichnen (vgl.
Abbildung 5.1). Das Tumbling-Verhalten der Aktin-Filamente zeigte keinen
Einfluss der umgebenden Bulk-Filamente.

Bei hoheren Aktin-Konzentrationen traten jedoch neue Konformationsver-
laufe auf, welche sich in verdiinnter Losung nicht beobachten liefien. Bei einer
Konzentration von ¢ = 7 pM wiesen die beobachteten Reporter-Filamente ver-
mehrt eine voll gestreckte Konformation auf. Diese ausgedehnten Perioden
gestreckter Konformationen wurden von »normalen« und »abgebrochenen«
Tumbling-Ereignissen unterbrochen. Ein Beispiel fiir ein solches abgebrochenes
Tumbling-Ereignis ist in Abbildung 5.2 dargestellt. Das Aktin-Filament zeigt
dabei das Anfangsverhalten eines normalen Tumbling-Ereignisses, indem es
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Kapitel 5 Verschlaufte Aktin-Filamente im Scherfluss
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Abbildung 5.1 : Das beobachtete Aktin-Filament in halbverdiinnter Losung (c = 1 M)
zeigt sehr dhnliche Konformationsverldufe wie im verdiinnten Fall. Die Einzelbilder
zeigen von links nach rechts das typische abschnittsweise U-féormige Verhalten wahrend
eines Tumbling-Ereignisses. Die Geometrie des Scherflusses ist im Schwerpunktsystem
rechts schematisch dargestellt.

aus einer voll gestreckten Konformation in eine stark gebogene Konformati-
on tibergeht. Die advektive Passage der Filamentsegmente wird dabei jedoch
nicht oder nur teilweise ausgefiihrt; die Tumbling-Bewegung wird abgebrochen.
Entgegen der Flussbewegung der umgebenden Fliissigkeit geht das Filament
wieder in eine voll-gestreckte Konformation tiber.

ERRNIALARRRERY

10 pm

Abbildung 5.2 : Einzelbilder des Konformationsverlaufs (links nach rechts) eines »ab-

gebrochenen« Tumbling-Ereignisses. Das Filament geht dabei aus einer gestreckten
Konformation in eine stark gebogene Konformation ohne diese durch die vollstandi-
ge Passage der Filamentsegmente aufzuldsen. Die gebogene Konformation wird dann
gegen die Flussbewegung der umgebenden Fliissigkeit (siehe Skizze rechts) aufgelost.

Zusétzlich wurden bei dieser Konzentration »anormale« Tumbling-Ereignisse
beobachtet, bei denen die Tumbling-Bewegung gegenldufig zu Flussrichtung
der umgebenden Flissigkeit durchlaufen wird. Dieser Konformationsverlauf
widerspricht den Flusseigenschaften und ist daher nicht mit den auftretenden
Reibungskriften zwischen Filament und Losungsmittel zu erklaren. Daher
miissen die Wechselwirkungen des Reporter-Filaments mit den Bulk-Filamenten
diesen Konformationsverlauf verursachen.

74



5.3 Dynamik verschlaufter Aktin-Filamente im Scherfluss
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Abbildung 5.3 : Einzelbilder des Konformationsverlaufs (links nach rechts) eines »anor-
malen« Tumbling-Ereignisses. Das Filament durchlauft dabei einen typischen Konfor-
mationsverlauf eines Tumbling-Ereignisses, jedoch entgegen der durch den Scherfluss
vorgegeben Richtung. Die Geometrie des Scherflusses ist im Schwerpunktsystem rechts
schematisch dargestellt.

Eine solche Filament-Filament Wechselwirkung konnte direkt in einer ver-
schlauften F-Aktin-Losung mit einem signifikant hoheren Anteil an Reporter-
Filamenten beobachtet werden. In Abbildung 5.4 ist die Verschlaufung zweier
Aktin-Filamente dargestellt, die beide stark gebogene Konformationen auf-
weisen. Beide Filamente werden durch die gegenseitige Verschlaufung daran
gehindert eine Tumbling-Bewegung wie im verdiinnten Fall zu durchlaufen.

Solche Verschlaufungen der Filamente werden mit zunehmender Filament-
lange wahrscheinlicher, da ein ldngeres Filament mehr mogliche Interaktions-
punkte besitzt. Dies gilt fiir die Bulk-Filamente gleichermaflen, weshalb die
Langenverteilung der Bulk-Filamente diese Interaktionen begiinstigen kann.
Daher wird der Einfluss der Langenverteilung der Bulk-Filamente im folgenden
Abschnitt untersucht.

5.3 Dynamik verschlaufter Aktin-Filamente im
Scherfluss

Verschlaufte Aktin-Filamente wurden bei einer Aktin-Konzentration von 5 uM
beim Fluss in einem Mikrokanal beobachtet. Die beobachteten Filamente wiesen
eine deutlich verminderte Dynamik im Tumblingverhalten im Vergleich zum
verdiinnten Fall auf. So konnte wahrend der Beobachtungszeit nur sehr selten
ein Tumblingereignis beobachtet werden, und die Filamente lagen meistens in
einer voll-gestreckten Konformation vor. In Abbildung 5.5 ist als Beispiel der
Konformationsverlauf eines 4 pym langen Aktin-Filaments bei einer Scherrate
vony =4 % dargestellt. Das Filament ist dabei fast wihrend der gesamten Be-
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Kapitel 5 Verschlaufte Aktin-Filamente im Scherfluss

Abbildung 5.4 : Beispiel einer Verschlaufung zweier Aktin-Filamente im Scherfluss in
drei aufeinanderfolgenden Bildern. Zur Verdeutlichung sind die beiden Filamente im
unteren Bild rot bzw. griin eingefarbt. Durch die gegenseitige Verschlaufung werden
beide Filamente am Durchlaufen einer Tumbling-Bewegung gehindert. die Positionen
der Kanalwande ist im ersten Bild blau markiert.

obachtungszeit voll zur Flussrichtung orientiert, nur am Ende der Beobachtung
findet ein Tumblingereignis statt.

Ein Vergleich der Dynamik des Orientierungswinkels ¢ dieses Aktin-
Filaments mit der Dynamik eines Aktin-Filaments in verdiinnter Losung ist
in unter anderem Abbildung 5.8 dargestellt. Es zeigt sich dabei eine deutliche
verminderte Dynamik des Orientierungswinkels und somit auch der Tumbling-
Dynamik. Die Tumbling-Dynamik des einzelnen verschlauften Aktin-Filaments
wird demnach durch die Prasenz der Bulk-Filamente stark vermindert.

Der Einfluss dieser Verschlaufungen sollte sehr stark von der Langenvertei-
lung der Bulk-Filamente abhédngig sein, da lange Filamente mehr Interaktions-
Moglichkeiten besitzen als kurze Filamente. Daher wird im Folgenden der
Einfluss der Langenverteilung der Bulk-Filamente untersucht.

5.4 Einfluss der Polydispersitat der Bulk-Filamente

Um den Einfluss der Liangenverteilung der Bulk-Filamente zu untersuchen,
wurde die Langenverteilung der Bulk-Filamente durch die Zugabe von Gelso-
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5.4 Einfluss der Polydispersitit
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Abbildung 5.5 : Einzelbilder des 60's langen Konformationsverlaufs eines 4 pm langen
Aktin-Filaments bei einer Scherrate von ¥ = 4 % Das Filament ist fast wahrend des
gesamtes Beobachtungszeitraums in Flussrichtung orientiert, nur am Ende findet ein
Tumblingereigniss statt. Die Geometrie des Scherflusses ist im Schwerpunktsystem rechts
schematisch dargestellt. Der zeitliche Abstand der Einzelbilder betrdgt 494 ms.

lin verandert. Gelsolin gehort zu einer Familie Aktin-schneidender-Proteine
bzw. Capping-Proteinen, welche die Langenverteilung von Aktin-Filamenten
deutlich verandern bzw. verkiirzen konnen (vgl. [24, 69]). Mit der Anderung
der Langenverteilung wird gleichzeitig die Uberlapp-Konzentration verdndert
(vgl. [9]), und ein Ubergang zum Verhalten im verdiinnten Fall ist hierbei zu
erwarten. Durch die konstante Monomer-Konzentration werden hierbei die
Losungsmitteleigenschaften unabhangig vom Polymerisationsgrad konstant
gehalten.

Es wurden drei Aktin-Losungen mit einer Endkonzentration an Aktin von
5uM gemidf3 Abschnitt 2.1 fiir die Polymerisierung gemischt: Eine ohne Zu-
gabe von Gelsolin und zwei unter Zugabe Gelsolin mit einem Verhéltnis von
Aktin- zu Gelsolin-Molekiilen von 500:1 bzw. 100:1. Von jeder Mischung wur-
de eine kleine Test-Menge separiert und die Polymerisierung wurde unter
Zugabe von Phalloidin initiiert, wobei bei einer kleinen Test-Menge fluoreszenz-
markierten Alexa488-Phalloidin verwendet wurde. Da die jeweiligen Losun-
gen und ihre Testmengen bis auf das verwendete Phalloidin eine identische
Mischungsgeschichte besitzen, kann eine identische Langenverteilung ange-
nommen werden. Die Phalloidin-stabilisierten Aktin-Filamente konnten so wie
im vorhergehenden Abschnitt als Bulk-Filamente genutzt werden, wahrend die
Langen-Verteilung der Aktin-Filamente der jeweils separierten Test-Mengen
unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht wurde.

In Abbildung 5.6 sind Beispielbilder der Testmengen dargestellt, welche die
Langenverteilung illustrieren. Wahrend bei der Losung ohne Gelsolin Aktin-
Filamente von einigen zehn Mikrometern Lange zu beobachten sind, kann man
bei einem Aktin/Gelsolin Verhiltnis R von R = 500 : 1 hochstens 5 — 6 pm lange
Filamente und bei R = 100 : 1 héchstens 2 — 3 ym lange Filamente beobachten.
Da die Langenverteilung von Aktin-Filamenten nach [24] typischerweise expo-
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Abbildung 5.6 : Fluorenszenz-mikrokopische Aufnahmen von Aktin-Filamenten die
(a) ohne Zugabe von Gelsolin (R = oo : 1), (b) mit Zugabe von Gelsolin im Verhalt-
nis Aktin/Gelsolin von R = 500 : 1 und (c) mit Zugabe von Gelsolin im Verhiltnis
Aktin/Gelsolin von R = 100 : 1 polymerisiert wurden. Die Langenverteilung der Aktin-
Filamente verdndert sich dabei unter Zugabe von Gelsolin zu kleineren Filamentlangen.
Bei allen Losungen betrug die Gesamtkonzentration an Aktin 5 uM. (Mafistab 10 pm )

nentiell mit der Lange abnimmt, geben diese Werte eine obere Grenze an, ab
der langere Filamentldngen nur noch sehr selten vorkommen.

5.4.0.1 Verhalten und Dynamik im Scherfluss

Die nicht-fluoreszenz-markierten Aktin-Filamente wurden mit Reporter-
Filamenten gemischt, und die gesamte Losung wurde im Scherfluss eines
Mikrofluidik-Kanals beobachtet. Bei den beobachteten Losungen betrug die
Gesamtkonzentration an Aktin 5pM und somit iiber der Uberlappkonzen-
tration ¢* = 1 — 2uM, welche fiir Aktin-Filamente ohne Gelsolin bestimmt
wurde. Es wurden fiir beide Gelsolin-Konzentrationen jeweils ein einzelnes
Aktin-Filament beobachtet und digital erfasst, welches eine vergleichbare
Scherrate und eine vergleichbare Konturldnge zu dem Filament aus Abbildung
5.5 aufwies. Bei einem Aktin/Gelsolin Verhéltnis von R = 500 : 1 traten bei
dem beobachteten Filament normale und anormale Tumblings auf, jedoch
war die Dynamik im Vergleich zum verdiinnten Fall immer noch deutlich
vermindert. Bei einem Aktin/Gelsolin Verhiltnis von R = 100 : 1 traten sehr
viele - ausschlieflich normale - Tumbling-Ereignisse auf und die Dynamik war
vergleichbar zu der im verdiinnten Fall. Die Konformationsverldufe beider
Filamente ist in Abbildung 5.7 dargestellt.
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Abbildung 5.7 : (a) Einzelbilder des Konformationsverlaufs eines 5 ym langen Aktin-
Filaments bei einer Scherrate von 7 = 4 % bei einem Aktin/Gelsolin Verhiltnis von
R = 500 : 1. Das Filament ist zeigt normale und anormale Tumblingereignisse. (b)
Einzelbilder des Konformationsverlaufs eines 6 pm langen Aktin-Filaments bei einer
Scherrate von ¥ = 5 % bei einem Aktin/Gelsolin Verhéltnis von R = 100 : 1. Das Filament
ist zeigt eine haufige normale Tumblingbewegung. Die Geometrie des Scherflusses ist
bei beiden Abbildungen die gleiche wie in Abbildung 5.5 dargestellt. (Mafistab 10 um )

Der Vergleich der Orientierungsdynamik in Abbildung 5.8 zeigt, dass bei
hoheren Gelsolin-Konzentrationen und somit kiirzeren Bulk-Filamenten die
Dynamik des Orientierungswinkels sich dem Verhalten im verdiinnten Fall
anndhert. Bei langeren Bulk-Filamenten dagegen verldngern sich die Perioden
mit in Flussrichtung ausgerichteten Konformationen und es treten anormale
Tumbling-Ereignisse auf. Bei sehr langen Bulk-Filamenten sind fast nur noch
voll ausgerichtete Konformationen beobachtbar. Die Tumbling-Dynamik des
einzelnen verschlauften Polymers ist somit sehr stark von der Langenverteilung
der umgebenden Filamente abhédngig.

Hierbei ist zu beachten, dass die makroskopische Viskositit der Losung eben-
falls von der Langenverteilung der Filamente abhéngig ist. Es ist daher moglich,
dass die beobachtete verminderte Dynamik im Vergleich zum verdiinnten Fall
tiber eine mittlere hohere Viskositét in der Relaxationszeit in Gleichung 4.31 be-
schreibbar ist. Diese Frage ist durch Kontrollmessungen bei hoherer Viskositét
im verdiinnten Fall zu kldren und wird in kiinftigen Arbeiten von Benjamin
Huber adressiert.
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Abbildung 5.8 : Verlauf des Orientierungswinkels von Aktin-Filamenten im Scherfluss.
Gezeigt werden vier Fille: ein 3 pm langes Aktin-Filament in verdiinnter Losung, ein
verschlauftes 4 um langes Aktin Filament ohne Gelsolin (rote Linie), ein 5 pm langes
verschlauftes Aktin-Filament bei einem Aktin/Gelsolin Verhiltnis von R = 500 : 1
(blaue Linie) und ein 6 um langes verschlauftes Aktin-Filament bei einem Aktin/Gelsolin
Verhiltnis von R = 100 : 1. Alle verschlauften Aktin-Filamente befanden sich in einer
Losung mit einer Aktin-Konzentration von ¢ = 5 pM. Alle Filamente befanden sich in
einem Scherfluss mit einer Scherrate § ~ 4%. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die
Zeit fiir jedes Filament mit der berechneten Tumblingzeit 7t fiir den verdiinnten Fall
(Formel 4.15) normalisiert, wobei die Viskositit des reinen Losungsmittels verwendet
wurde. Wéhrend das Filament bei einer hohen Gelsolin-Konzentration (rote Linie) eine
dhnliche Dynamik aufweist wie im verdiinnten Fall, besitzt das Filament (blaue Linie)
mit der niedrigeren Gelsolin Konzentration eine deutlich verminderte Dynamik im
Vergleich zum verdiinnten Fall. Das Filament ohne Gelsolin (schwarze Linie) zeigt tiber
die gesamte Beobachtungsdauer nur ein Tumbling und bleibt meist in Flussrichtung
orientiert.
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Kapitel 6
Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Beobachtung von Aktin-
Filamenten in Mikrofluidik-Kanélen gut dazu eignet, Einblicke in die dyna-
mischen Eigenschaften von einzelnen Polymeren im Scherfluss zu erhalten.
Aufbauend auf diesen Ergebnissen ergeben sich neue Fragestellungen, die hier
kurz umrissen werden.

In Kapitel 4 wurde die Tumblingdynamik einzelner Aktin-Filamente im
anndhernd einfachen Scherfluss untersucht und in guter quantitativer Uberein-
stimmung modelliert. Eine Anderung der Flusseigenschaften durch die Imple-
mentierung eines zusitzlichen Elongationsflusses oder Rotationsflusses wiirde
tiefergehende Einblicke auf die Reaktion der Konformationseigenschaften von
Polymeren auf unterschiedliche Flussbedingungen erméglichen. Experimen-
tell wéren diese Flusseigenschaften durch sich verjiingende oder gekriimmte
Kanile zu realisieren, und die Konformationseigenschaften konnten analog zu
Kapitel 4 bestimmt werden. Darauf aufbauend kénnte man Kanalgeometrien
realisieren, die eine bestimmte Konformation der Polymere an einer vorher
festgelegten Stelle des Kanals forciert, was fiir Anwendungen im Bereich der
Gensequenzierung interessant ist [70, 71, 72, 73, 74].

Eine weitere interessante Moglichkeit wére es durch die Kombination von
alternierend gekriimmten bzw. verjiingten Kanélen und einer oszillierenden
Flussrate, Polymere in oszillierenden Elongationsfliissen bzw. Scherfliissen zu
beobachten. Durch diese Kombination konnten sehr einfach vielfiltige Flussei-
genschaften eingestellt und die individuelle Reaktion eines Polymers beobachtet
werden. Fiir solche Fragestellungen wurden in fritheren Arbeiten noch aufwen-
dig speziell angefertigte Mikroskopaufbauten konzipiert [3, 2] oder Grofigerite
aufwindig [75] kombiniert.

In Kapitel 5 wurde gezeigt, dass die verminderte Dynamik der verschlauf-
ten Aktin-Filamente bei langen Bulk-Filamenten durch Filament-Filament-
Verschlaufungen erklarbar ist (vgl. Abb.5.4), da diese Tumbling-Ereignisse ent-

81



Kapitel 6 Ausblick

scheidend storen und zu anormalen und abgebrochene Tumblingereignissen
fithren konnen. Dies spielt jedoch erst bei gebogenen Konformationen in der ad-
vektiven Phase eine Rolle, da hier die Advektion durch Verschlaufungen gestort
werden kann. In der Dynamik des Orientierungswinkels (siehe Abb. 5.8) und in
der zugehorigen Konformations-Dynamik (siehe Abb. 5.5) ist bei langen Bulk-
Filamenten jedoch hauptséchlich eine voll gestreckte und zur Flussrichtung
ausgerichtete Konformation erkennbar. Verschlaufungen in dieser diffusiven
Phase sind unwahrscheinlich, da sie bei den Reporter-Filamenten nicht beobach-
tet werden konnten. Zudem wiirden Reibungskrifte auf solche Verschlaufungen
parallel zur Filamentachse auftreten und somit eine »Entschlaufung« begtinsti-
gen.

Daraus ergibt sich die Frage, ob die verminderte Tumbling-Dynamik rein
aufgrund der Filament-Filament-Verschlaufungseffekte in der advektiven Phase
oder durch eine verminderte Rotationsdynamik in der diffusiven Phase erklart
werden kann. Eine Antwort konnte sich aus einer Auswertung der Verteilung
des Orientierungswinkels schlieflen lassen. Aus der stationdren Verteilung des
Orientierungswinkels konnte im stationédren Fall (bei Erfassung ausreichend
vieler Tumblingereignisse) auf die Diffusionseigenschaften in der diffusiven
Phase zuriick geschlossen werden.

Eine weitere Einsicht konnte die Messung der Verteilung der Tumbling-
zeiten von verschlauften Aktin-Filamenten ermoglichen. Die Anwesenheit
der Bulk-Filamente kénnte sowohl die diffusive Phase als auch die advek-
tive Phase beeinflussen, was die Verteilung der Tumblingzeit entsprechend
andern konnte. Die Verteilung von Tumblingzeiten ist nach [41] aufgrund der
Intermittenz des Systems nicht normal verteilt sondern besitzt einen algebrai-
schen Abfall. Dieser ist das Resultat der Storung der reguldren Rotationsbewe-
gung im Scherfluss durch die Rotations-Diffusion. Fiir einen diinnen steifen
Stab der Lange L. ergibt sich dieses Verhalten durch die Langevin-Gleichung

% = (sin2(¢>)) + Fg(t) fur den Orientierungswinkel ¢ in einem einfachen

Scherfluss mit Scherrate ¥ und der Kraft durch Brown’sche Fluktuationen Fg(t).
Die Brown’schen Fluktuationen Fg(f) erfiillen dabei die Bedingung (Fg(t)) = 0
und (Fg(t1)Fs(t2)) = 2Dy0qd(t1 — t2). Addiert man ein zusitzliches harmoni-
sches Potential Upy(¢) = k - L2 sin” ¢, welches den Stab in der metastabilen
Lage um ¢ = 0 stabilisiert, kann man den Effekt der sehr langen Verweildau-
ern in der diffusiven Phase fiir verschlaufte Aktin-Filamente reproduzieren.
Die Starke des harmonischen Potentials wird durch den Parameter k festge-
legt und kann so variiert werden, dass die Tumblingzeit-Verteilung sich mit
zunehmender Potentialstiarke verandert.
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Abbildung 6.1 : Tumblingzeit-Verteilung PDF(7r) eines simulierten steifen Stabes im
Scherfluss und einem harmonischen Potential, angegeben in willkiirlichen Einheiten ([a.
u.]) fiir die Tumblingzeit 7. Das harmonische Potential besitzt ein Minimum bei ¢ = 0
und stabilisiert so die metastabile Phase. Mit zunehmender Potentialstirke (Parameter k)
wird der Abfall der Verteilung zu langeren Zeiten verschoben.

Aus dem Vergleich solcher Parameterstudien mit gemessenen Daten ldsst
sich der mittlere Einfluss auf die advektive und diffusive Phase identifizieren
und in Relation zum Verhalten steifer Stabe setzen.
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Anhang

1 Herleitungen im Modell der Gauss’schen
semiflexiblen Kette

Im Modell der Gauf’schen semiflexiblen Kette nach [12] werden die Ortskoordinaten
der Kette zum Zeitpunkt t durch die kontinuierliche Raumkurve (s, t) mit dem Kontur-
parameter s € [-L = 7] beschrieben. Diese Raumkurve erfiillt die Langevin-Gleichung

4 2
TR 0) + (s t) — 20 Sr(s, ) = f(5,1 )

mit den Langrange-Multiplikatoren v, €, dem Langen-Reibungskoeffizienten y und der
stochastischen Kraft f(s, t). Fiir die stochastische Kraft werden Gauf3-verteilte Kréft
angenommen:

(fils,t)) =0, )
<ﬁ(s,t)fj(s',t’)>:2fkaT(5,-]-z$(s—s/)(5(t—t’) mit  i,j € {x,y,z} 3)

Die Raumkurve kann in Normalmoden r(s, ) = Z P (s)x; (t) zerlegt werden. Fiir die

zu den Eigenfunktionen ;(s) zugehorigen Amphtuden X1 (t) ergibt sich die Bedingung

/dt exp(

wobei sich f; (') tber f(t) = Og, 1(s) f;(t) definiert.

5) e, @
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1.1 Korrelationsfunktionen

Damit ergibt sich fiir die Korrelationsfunktionen der Amplituden:

(7040 —( / it exp (=1 finlt )( / i exp (- ‘f")fn<t">>>—

)

% /t ar /0 dt”exp( _t/) exp (%) From () frn (1)) = ©)

—00

- j a /0 ' exp (=254 5 ) i ()" 7

Die stochastischen Kréfte miissen die Gleichung 3 erfiillen, womit sich

/

t 0
1 -t
000 = o [ [ arrexp (<154 ) 2kaTousme ~ ) @
I

t 0

D) = Z2L [t [attep (<B4 Dhaw = o)

AT [ ., | ¢y
- j /dt//dt“exp( Trot )é(t’—t”): (10)

T

2%k T ( t) / , (2#)

= exp | —— dttexp| — | = 11
Y P T e P T ( )
- LBVTTZ exp ({l) 12)

ergibt. Hierbei ist zu bemerken, dass in 11 das Integral iiber das Intervall [0, t] wegen
der Delta—Funktion verschwindet. Fiir das Skalarprodukt in d Dimensionen ergibt sich
folglich:

dkp T, t
0 0)) = 2 exp (1) 13
Unter Berticksichtigung hydrodynamischer Effekte muss diese Gleichung jedoch zu

dkpT
(al0,0) = P2 exp (,1}) 14)

modifiziert werden (vgl. [25]).
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1.2 End-zu-End-Vektor

Der End-zu-End-Vektor Ree(#) ergibt sich durch die Symmetrie-Eigenschaften der Ei-
genfunktionen ¢;(s) = (—1)';(—s) zu

Relt) =rs= =50 —rl=+50 = & 235500 09

((Ree(t) = Rec(0))) = (16)
= {(ra(t) = re(t) = a(0) + r(0))*) (17)
((ra(t) —re(t) —14(0) +1(0))) =
=((ra(t) —re(t) —74(0) +7¢(0)) - (ra(t) —re(t) —ra(0) +1.(0))) = (18)
=(r2(t) = re(t)ra(t) — ra(0)ra(t) + re(O)ra(t) — re(t)ra(t) +12(t) +re()ra(0)—  (19)
— 1o(D)76(0) — 72 (0) 7 (t) + 12(0)re(t) + 12(0) — #2(0)7e(0) + 7(0)rq (t) —
(

) (
r2(0) +r2(0)] ) + (20)

:<[r%(t +ri(t) +
— (2[re(t)re(0) +1a(0)ra(t)]) — (21)
+ (2[re(0)ra(t) + re(t)ra(0)]) — (22)
= (2[re(t)ra(t) +1(0)ra(0)]) (23)

Die Terme der Gleichungszeile 20 ergeben nach folgendem Muster

(7)) = <<i¢z<‘“>xl<t>) ~ (i ¢1(_Lc)xz(f)>> - (1)

—<Z# “Loyx > <Zw wAL)mw>— (25)
1=0 I#£m
O = = (26)
<ZO > <>>
> 2 —LC dkBTTl dkBT
= = 27)
lg,)l/’z( 2 ) - y
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Mit der Dimensionalitit d. Analog ergeben sich die Terme der Gleichungszeile 21 zu:

=) ux(0) =

(re(t)re0)) = 3 93
Lty men(-1)

Die Terme der Gleichungszeile 22 errechnen sich zu:

(re Zl/u )(xz( )x:1(0)) =
dkBT Frmexp(—1) =
‘”‘BT Fmexp(—1)

Die Terme der Gleichungszeile 23 errechnen sich zu:

(re( le)l

dkBT

1(H0x1(0)) =

(Lo
)T

Einsetzen in Gleichung 20

((Ree(t) — Ree(0))%)
| 4dkgT & 5, —Le
—{ " Ig)l/’z( )
dkBT

)T |+

., dkBT

le’z

[dkgT &

Y vi(—

T =0
[ kT &
B lel c
2ckaT kil

Z T []

A,

t
Vg exp(——l

dkBT

+2 -) T e><p(—i 21/]1

)1Pl(

Lc dkBT

-2

L )Tl:| =

88

(28)

(29)

(30)

@1

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

5 s W_;)}_

Y)g exp(—;>] -

(37)



1 Herleitungen im Modell der Gauss’schen semiflexiblen Kette

Der Inhalt der eckigen Klammer ergibt sich zu:

[...1:211)%(*“)—1/;%( exp(—) — 475 exp(—)+ (38)
N exp(— 1) + PG expl =) -
~ S — (S () =
:[Zzp%( ) -2 S5 - 9)
~ 935 °>ex <~>f¢l<—6>exp<f§,>+ (40)
20 )exp(—i>:
:[Zzp%( ZC)— 7“} 4
+[f¢%<‘2LC> RO+ 20 () | exp(—1)
(42)
Mit den Symmetrie-Eigenschaften ¢;(s) = (—1)!;(—s) der Moden erhilt man
] = [20R() — 2R + )
+ |2 + 20 [ expl(- 1) =
23 G {[1- 0]+ [ en-DE = @
2359 {[1- 1] - [1- 1 expl- )] )

Somit verschwindet die eckige Klammer fiir gerade / und man erhalt:

((Ree(t) — Reo(0)2) = 22T Lo 2ot { 1= ] = [1- e | =
(46)
8dkgT & —Lc
2L L i) [1-ee(- ) )
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Somit ergibt sich fiir grofie Zeiten ¢

e
=T w5, )

<(Ree(t — 00) — Ree(o))2> T 1=135..

Das normalisierte MSD des End-zu-End-Vektors verhdlt sich entsprechend zu

((Relt) - ReP) |, TR [1-epi—5)]
o = (19
1/2lim ((Ree(t) ~ Rec(0))*) 12 % i)
Y a4 exp(— 1)
—ol12 l=1,3,5...oo — (50)
> Tan%(%C)
n=1,3,5.
. Y mypr () exp(—1)
2 1
21— w% exp(—i) - 1:3'5'7'"00 = (51)
T 2(R) a L ()
n=1,3,5...
o 20 =L _t
9 1_4jkBT Tllp% ex (_t)_l=3,z5:,7‘..Tl¢l( : )exp( TI) (52)
T (g9 Py y 2(=Le
< ee) n:123v5 Tann( z )

Analog ergibt sich mit Berticksichtigung von Hydrodynamischen Wechselwirkungen:

<(Ree(t) - Ree(o))2>
1/2 lim <(Ree(t) - Ree(o))2> )

t—o0
) Y upi () exp(— 1)
s 1_4dk}3T 73 exp(—i)— =357 102 K (53)
- 2 T x —
T (rY) ! L)

2 Herleitung des Stadionbahn-Radius

Es wird das Koordinatensystem der Stadionbahn x*, y* verwendet, welche aus zwei
gegeniiberliegenden »U«s besteht. Innerhalb dieses Systems wird die Konformation des
Filaments bei y* = +Ry mit geraden, zum Fluss ausgerichteten Teilstiicken und auf
dem Halbkreis gekriimmten Teilstiicken angenédhert (siehe Abb. 4.10).
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=0

Abbildung 2 : Ausgezeichnete Punkte der Filamentkonformation werden durch die
Hilfskoordinate x und ¢ bezeichnet.

Als Grenze der Bereiche schwacher bzw. starker Biegung wird der Winkel ¢yi,, zwi-
schen dem End-zu-End-Vektor und Flussrichtung verwendet, bei dem das Anfangsseg-
ment des Filaments das »U« komplett durchlaufen hat (siehe Abb. 2). Zur Vereinfachung
werden zweckméfigere Koordinaten eingefiihrt: Im stark gebogenen Regime ersetzt
X € [~1,1] den Winkel ¢. €| € [0,1] beschreibt den Anteil der geraden Teilstiicke in Rela-
tion zur Gesamtlange und die Lange der gesamten ausgerichteten Teilstiicke L = ) Lc.
Analytisch wird dies durch folgende Relation erreicht:

= 72RU/L” tan (P (54)

Berticksichtigt man die relative Bewegung des Schwerpunkts im Stadionsystem, so
erhilt man fiir die relative Flussgeschwindigkeit am Ort des Segments s

vel(s) = vUd(5) — y(s) = (WRU_U) (COSN+E|X>> , (55)
—ov (sina — 2Ry /L)
wobei hierbei die noch unbestimmte Bahngeschwindigkeit v()x) verwendet wurde. Unter
der Annahme, dass das Filament beim Verschwinden des Integrals der tangentialen
Komponenten der Relativgeschwindigkeit nicht beschleunigt, kann man die Bahnge-
schwindigkeit zu

(56)

_ 1+ € - ZEﬁXZ
o(x) = 7Ru :

2(1 - eﬁxz) —8(1—¢))?/m?
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berechnen.

Um den Radius des Halbkreises abzuschdtzen, werden die Reibungskréfte im
Teilstiick des Halbkreises vernachlassigt (s € [0, 7Ry]) und nur die Reibungskrifte
Fead, Frear in den ausgerichteten Teilstiicken mit Lange Lie;q und Lyear berticksichtigt.
Diese Naherung ist fiir lange Filamente giiltig solange (1 — |x|) > mRy/L.. Daher ist es
wichtig die maximale Kriimmung xmax als Abschitzung fiir Ry zu erhalten (Ry = kpmiy)-

Da angenommen wird, dass das Filament die U-férmige Bahn des Filaments im
stark gebogenen Regime beibehilt, werden die Reibungskrafte in y-Richtung nicht
berticksichtigt. Dies ist gerechtfertigt, da die Reibungskréfte in y-Richtung insgesamt
nur die Stadionbahn "formen". Im Gegensatz dazu berechnen sich die Reibungskréfte in
x-Richtung, mit dem das vordere Filamentsegment am Punkt s = mRy »zieht« bzw. das
hintere Filamentsegment am Punkt s = 0 schiebt zu

Read = C||Lleadvgc31(“ = 7[)
7T . (1 +X)(1—€H7()(1—8RU/T[LC)
= — 2 CITRGe| 22 2 ’
4 1_6”7( — (2Ry/Le)
Frear = CHLrear'Ufcel(“ = 0)
(1= +e)x)

. - m Read- (57)

Die y-Koordinate des Punktes maximaler Biegung y; im Stadion System berechnet sich
durch das Gleichsetzen der Biege-Momente Mj.,q = Mrear, Welche durch die Produkte
der Biegekrifte Feag, Frearund Hebelarme (Ry — yj) and (—Ry — y}) gegeben sind, zu:

Fead(Ry — y;) = Frear(—Ry — ]/Z) (58)
was zu )
«_ (X \ Rg
vi= (75 ) 1 (59)
fiihrt.

Die Koordinate des Punktes maximaler Krimmung s, mit dem lokalen Tangenten-
winkel ay, ist durch s, = Rya, = Ry cos™ ! (—y;/Ry) gegeben. Hiermit berechnet sich
das Biegemoment M an der Stelle s;,s0,

7T _
M, = Fead(Ru — ¥p) = =5 ¢ TRy ™, (60)

L ((1—€||X2)[(1—€ﬁX2)7T2—4(1—€)Z]>
N €H(1—7(2)(1—eﬁ)(z)(rcz—S—&-Se”)

1/4
(61)
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dass der Koeffizient ¢ — co fiir lange Filamente e — 1 ist. MitRl—U =—z Bz\gth nach [6]
ergibt sich fiir lange Filamente (7Ry /L, < 1) aus Gleichung 4.4 und 60 der Radius Ry:
1
4 kgTL, \ *
Ry=|—= - 62
U <7r o (62)

Fiir diesen Fall vereinfacht sich auch die Bahngeschwindigkeit und man erhalt
= '%RU (63)

mit ¢ = 1. Korrekturen zu dieser Gleichung ergeben sich numerisch aus Gleichung 4.5
mit ¢ = ¢(Ry) aus Gleichung 60. Fiir lange Filamente ist der Radius der U-férmigen
Bahn ndherungsweise konstant.

3 Herleitung der Verteilungsfunktion des
Orientierungswinkels

Die Fokker-Planck-Gleichung fiir den Orientierungswinkel ¢ steifen Stabes in einem
einfachen Scherfluss mit der Scherrate 7y ergibt sich zu

d d(w d2
Pd(trp) _4( (%P((P)) 4D, dr;(zrp), 64)

wobei w = ¥(sin® ¢+« i cos? ¢) den Driftterm, x 7 das Durchmesser zu Langen Verhiltnis,
p(¢) die Verteilungsfunktion und D; den Rotations-Diffusions-Koeffizienten bezeichnet.
Es wird ein Fliefigleichgewicht angenommen, bei dem die Verteilungsfunktion des
Orientierungswinkels zeitunabhéngig ist.

dp(¢)
=0 (65)

Womit sich die stationdre Fokker-Planck-Gleichung

d? d
Dr@?’(‘l’) + %(w((f’)P(ﬁb)) =0 (66)
d? 1
@P(@*’H@( w(¢)p(9)) =0 (67)
2ove)+ i) = ¢ )
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mit dem konstanten Parameter C ergibt. Diese Differentialgleichung kann man mit
der Methode der Variation der Losungen 16sen. Daftir wird zundchst die homogene
Differentialgleichung geldst:

d w(@) oy
%P(Q”) + Trp(qb) =0 (69)
¢
Mit Q = *D% [ w(¢)d¢ und dem konstanten Vorfaktor A 16st p,(¢) die homogene
$o
Differentialgleichung.
pr(¢) = Aexp (Q(¢)) (70)

Die inhomogene Differentialgleichung kann nun von Der Vorfaktor A variiert nun mit ¢
und die die stationdre Fokker-Plank-Gleichung wird von pstat gelost.

pstar(¢) = A(¢) exp () (71)

Durch Einsetzen von Gleichung 71 in Gleichung 68 erhélt man

2 [a@ee] g —c
00 Za@)+ae) 0]+ WBagew —c @y
{eom . %A@) + A($)e@) . %Q(QD): N wl(f)A(qn)eQ“”) _c (74)
[e"“’” g A+ A -ole) ) + W A g = ¢ 75)
{en(rp) . %A(cp) _ wl()f)AW’)eQ((P): n wl()‘f’)A(¢)€Q(¢) —C (76)
10 2 alg) - S aee + Eagew —c @
D0 LA =C o
Gleichung 78 ist giiltig, falls
15A®) = Cexp (-0(p). 79)
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3 Herleitung der Verteilungsfunktion des Orientierungswinkels

und

¢ /0 ¢
Q= ~aD. /w((p)d4> = fzgr (/ sin? (Pd4>+K%/ cos? pd¢
$o Yo o
} 1 1 1 1

2D,
2 2
v (k7 +1 Ky —1
- ( Lo+ L —sin(2¢)

+
@)

N
Il

" 2D, 2 4

:_TDr

FoF+1) (kG -1)
= — 4]D ¢+ 8]D sin(2¢)
NI Nt
a b

— (ap + bsin(2¢)) + C

+
@)

N
Il

2
/N
ke
<
N+
—_
+
A
—~N
S
—_
@,
=N
N
=
— e I e
+
@)
N
I

Einsetzen in 79 liefert

%A((p) = Cexp (ag + bsin(2¢) + C) =
:=C
~—
= Ce“2 exp (a + bsin(2¢)) =
= Cexp (a¢ + bsin(2¢)).

Die Losung von Gleichung 88 ist

0
A(p) =C / exp (agp + bsin(2¢)) dg.
$o

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)
(87)

(88)

(89)
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Das Integral ist nicht analytisch l6sbar, und die Losung zu Gleichung 68 lasst sich
ausdriicken als

¢
paa() = [ € [ -exp (ap -+ bsin(29) d4>) exp (O(¢)) = (0
¢o

¢
=|C / exp (a¢ + bsin(2¢)) d(,b) cexp (— (ap +bsin(2¢)) + C2) = (91)

$o
¢
— (e [ exp (ap + bsin(29)) d¢) ‘exp(— (ap+bsin(29)) = (92)
=C ¢
¢
=C (/ exp (a¢ + bsin(2¢)) dqb) -exp (— (a¢p + bsin(2¢))) (93)

L2 (2
mita = 7(;’7;1) und b = V(Z/Drl) . Der Vorfaktor C kann durch die Normalisierungsbe-

dingung [ p(rqb)d(p = 1 erhalten werden. Um eine periodische Losung zu erhalten muss
¢o entsprechend klein gewidhlt werden.
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