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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die viskoelastischen Eigenschaften der Zellhiille
von menschlichen Endothelzellen der Vene von Nabelschniiren durch die Anwen-
dung einer externen Scherkraft untersucht. Die Zellhiille ist eine verbundartig
aufgebaute Schale aus einer hyperelastischen Lipid/Protein-Doppelschicht und
einem assoziierten Aktinnetzwerk, dem Aktinkortex, der die Doppelschicht un-
terstiitzt. Zur lokalen Messung der viskoelastischen Antwort der Zelloberfliche
wird die experimentelle Methode der ,,Magnetischen Pinzette“ verwendet. Bei
dieser Technik werden superparamagnetische kolloidale Partikel iiber Fibronektin
(ein Protein der extrazelluldren Matrix) oder Invasin (ein Protein des Bakteriums
Yersinia pseudotuberculosis) durch Integrine an die Zelloberfliche gebunden und
die durch Kraftpulse induzierte viskoelastische Auslenkung der Kugeln analysiert.
Die so bestimmte zweidimensionale Oberflichenkriechkomplianz ist ein Maf§ fiir
das viskoelastische Verhalten der Zellhiille.

Die Deformation der Zellhiille durch die Kugeln skaliert bis zu einer Aus-
lenkung von 1 pgm und einer Dauer von einigen Sekunden mit der Stédrke der
angelegten Kraft, die Zellhiille verhélt sich in diesem Bereich erstaunlich gut wie
ein linearer viskoelastischer Korper. Dauert die Auslenkung der Kugel lianger als
30 sec an, kann das zu aktiven Reaktionen der Zelle fithren und nicht-lineares
Verhalten der Kugelauslenkung zur Folge haben. Im linearen Regime der Kugel-
auslenkung stimmen die durch eine Pulsfolge an einer Kugel gemessenen Kriech-
komplianzen sehr gut iiberein und haben eine statistische Streuung von 10%.
Durch die numerische Losung der impliziten Beziehung der Kriechkomplianz J
mit dem Relaxationsmodul GG kann aus den Auslenkungen der Kugeln dieser Re-
laxationsmodul als Funktion der Zeit berechnet werden. Diese Rechnung wird
hier erstmals durchgefiihrt und zeigt, dass der Aktinkortex zwischen 0,05 sec und
0,15 sec ein Gummiplateau besitzt, dessen Wert einem effektiven Young-Modul
von E = 6 kPa entspricht (wobei die Dicke des Aktinkortex mit 0,3 ym ange-
nommen wurde). Dieser Wert stimmt gut mit Ergebnissen aus Messungen mit
anderen Techniken (z.B. AFM) iiberein. Es kann gezeigt werden, dass sich die
Kriechkomplianz durch einen mechanischen Ersatzschaltkreis, der im Gegensatz
zu élteren Arbeiten mehr als eine charakteristische Zeit besitzt, modellieren lasst.
Die genaue Analyse der Kriechkomplianzen zeigt, dass sich die Antwort durch nur
drei Retardationszeiten erstaunlich genau quantitativ beschreiben lésst. Die so
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bestimmten Retardationszeiten sind 7, = 0,05+0,02 sec, 75 =0,5+0,3 sec und
73 = 15 + 12,5 sec. Das qualitative Verhalten der viskosen und elastischen Antei-
le der Kriechkomplianz in diesen unterschiedlichen Zeitregimen stimmt mit dem
Ergebnissen aus frequenzabhéngigen Messungen durch das AFM {iberein.

Durch Beobachtung von viskoelastischen Antworten der Kugelauslenkungen
auf unterschiedliche Kraftprofile (dreiecks-, rechtecks- und treppenformige Kraft-
pulse), werden weitere Tests der Linearitéat des Systems erméglicht. Es zeigt sich,
dass die Auslenkungen, die durch dreiecksformige Kraftpulse ausgelost werden,
auf die zuvor gemessene Kriechkomplianz J zuriickgefiithrt werden kénnen. Eben-
so ist es moglich, die Auslenkung durch einen rechtecksformigen Kraftpuls, und
dabei vor allem die Kriecherholung nach Ende des Pulses, durch die Kriechkom-
plianz zu beschreiben. Auslenkungen durch treppenférmige Kraftpulse kéonnen
nicht immer auf die Kriechkomplianz reduziert werden: Da solche Treppenpul-
se grundsatzlich {iber einen sehr langen Zeitraum gemessen werden, ist es hier
nicht immer moglich, nicht-lineare Effekte durch aktive Reaktionen der Zelle zu
vernachlassigen.

Durch die Verwendung unmagnetischer, mit Integrin-Antikérpern, Fibronek-
tin oder Invasin beschichteter Sondenpartikel ist es erstmals gelungen, das durch
die Magnetkugeln induzierte Deformationsfeld der Zellhiille zu bestimmen. Dies
ist eine wichtige Voraussetzung zur Entwicklung einer Elastizitéatstheorie der zel-
luldren Schale. Erstaunlicherweise kann ein Deformationsfeld nur beobachtet wer-
den, wenn die Bindung der unmagnetischen Kugeln an die Zelloberfliche iiber
Invasin erfolgt. Das induzierte Deformationsfeld, das direkt proportional mit der
Entfernung zur Magnetkugel abfillt und einen Abschirmradius von r, = 11+1 pym
besitzt, kann nicht durch das Modell der elastischen, an das Substrat gekoppelten,
homogenen Platte erklart werden.

Durch die Zugabe von Zytoskelett-stimulierenden Substanzen kénnen ver-
schiede zellbiologische Fragen gekldart werden. Schon frither war gezeigt worden,
dass die dominierende Grofle fiir die viskoelastischen Eigenschaften der Zellen
der Aktinkortex ist. Dies wird in der vorliegenden Arbeit durch die Zugabe von
Latrunculin A (ein Gift des Meeresschwamms Latrunculia magnificans, das die
Polymerisation von Aktinmonomeren verhindert) bestétigt. Dartiber hinaus wird
durch die Zugabe des Stoffes Nocodazol, der die Mikrotubuli in der Zelle zerstort,
gezeigt, dass die Mikrotubuli kaum Einfluss auf die gemessenen viskoelastischen
Eigenschaften besitzen. Nach der Zugabe von Histamin (ein Ausloser allergischer
Entziindungen) wird ein &hnlicher Versteifungseffekt beobachtet, wie der bereits
bekannte, durch Thrombin ausgeltste Effekt. Zusammen mit der Beobachtung,
dass auch die Zugabe von DMSO, einem Stoff, der die Zellmembran fiir im Puffer
gelostes Ca?" durchlissig macht, eine Versteifung des Aktinkortex bewirkt, lisst
dies den Schluss zu, dass die Versteifung durch Ca?" hervorgerufen wird.
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Kapitel 1

Einleitung und biologische
Grundlagen

1.1 Lebenswichtige Bewegung

Menschliches und tierisches Gewebe muss in der Lage sein, seine Form zu
verdndern, um seine vielfiltigen Aufgaben zu bewéltigen. Viele Zellen befinden
sich in stdndiger oder zeitweiliger Bewegung und wandern durch den Koérper
(Stossel 1994, Alberts et al. 2002). In vielen Bereichen ist diese Fahigkeit zur
Bewegung und Anhaftung an Substrate lebenswichtig fiir den Organismus: so
beruht der Aufbau der Plazenta im Uterus oder die Wundheilung auf Zellen, die
sich zu diesem Zweck umsiedeln und an einen neuen Ort begeben (Stossel 1993).
Weifle Blutkorperchen migrieren sténdig durch das Gewebe, um fremde Mikroor-
ganismen aufzuspiiren und unschédlich zu machen. Auch fiir das Uberleben der
Zelle selbst ist die Fihigkeit zur Bewegung und Adhésion wichtig. Kénnen z.B.
Endothelzellen der Rinderaorta nicht mehr adhérieren, so beginnt die Apoptose,
der programmierte Zelltod (Chen et al. 1997).

Entscheidende Grundlage fiir die Zellbewegung und Adhésion ist ein dyna-
misches Geriist, das je nach Bedarf flexibel oder fest reagieren kann und das in
der Lage ist, beliebige Formen anzunehmen, damit sich die Zelle an ihre Umge-
bungsform anpassen kann (Sackmann et al. 2002). Dieses Geriist wird durch das
sogenannte Zytoskelett gebildet, das iiber einzigartige mechanische Eigenschaften
verfiigt, um seine vielseitigen Aufgaben erfiillen zu kénnen. Fiir die Zellbewegung
ist hierbei vor allem das Aktinzytoskelett wichtig (Janmey 1998). Das Aktinzy-
toskelett ist {iber verschiedene Proteine an das Transmembranprotein Integrin ge-
bunden, dessen Bindungsstelle auflerhalb der Zelle zur Haftung an die Unterlage
dient. Zusammen mit Motorproteinen kénnen Zellen so Kréfte zur Fortbewegung
ausiiben (Heidemann und Buxbaum 1998).

Im folgenden sollen kurz die biologischen Grundlagen des Zytoskeletts und der
Integrine beschrieben werden, da sie das weitere Verstdndnis der Arbeit erleich-
tern. Fiir ausfiihrlichere Informationen sei auf die angegebene Literatur verwiesen.
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Protein Molekulare Masse der Anzahl der Pro- Durchmesser (nm)

Untereinheiten (kDa) tofilamente
Aktin 45 2 6
Tubulin 50 1-3 25
Intermediér- 40-180 8 ~ 2

filamente

Tabelle 1.1: Einige quantitative Daten tiber Zytoskelettproteine und -filamente. Die
Tabelle ist entnommen aus Howard (2001).

1.2 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett, das in Zellen fiir Form und Festigkeit verantwortlich ist, wird
iblicherweise in drei Komponenten unterteilt: Aktin, Mikrotubuli und Interme-
didrfilamente. Eine ausfiihrliche Beschreibung dieser drei Klassen findet sich z.B.
bei Howard (2001) und Alberts et al. (2002). Ein quantitativer Uberblick und
Vergleich der verschiedenen Komponenten ist in Tabelle 1.1 aufgelistet. Im fol-
genden werden kurz das Aktinzytoskelett und die Mikrotubuli ndher vorgestellt,
da sie fiir die Experimente dieser Arbeit von Interesse sind.

Gemeinsam ist allen Bestandteilen des Zytoskeletts eine starke Dynamik; die
Filamente des Zytoskeletts werden stdndig neu gebildet und wieder abgebaut.
Viele der Zytoskelettfilamente sind polar. D.h. sie haben ein vorderes Ende (Plus-
Ende), an dem leicht neue Monomere angebunden werden, und ein hinteres Ende
(Minus-Ende), an dem vor allem Monomere abgelost werden. Monomere durch-
laufen die Filamente von vorn nach hinten, wenn sie einmal an ein Filament an-
gebunden wurden. Diesen Prozess bezeichnet man als Tretmiihlenprozess (engl.
treadmilling process).

Das Aktinzytoskelett

Das Aktinzytoskelett wird aus dem Protein Aktin gebildet. Das monomere Aktin,
auch globuldres Aktin genannt (G-Aktin), polymerisiert zu polaren Filamenten,
dem filamentosen Aktin (F-Aktin). Ungefihr 35-50% des Aktins in Endothel-
zellen ist in Filamente eingebunden, das restliche Aktin liegt als G-Aktin vor
(McGrath et al. 1998).

Man unterscheidet bei F-Aktin in der Zelle zwei Bereiche: Direkt unter der
Zellmembran befindet sich eine diinne Schicht von 0,1 bis 0,5 um Dicke, der soge-
nannte Zellkortex (Abraham et al. 1999, Sackmann et al. 2002). Er ist vor allem
verantwortlich fiir die Form der Zelle. Er unterstiitzt die Zellmembran, die aus
einer Lipiddoppelschicht gebildet wird, und ist iiber verschiedene Proteine (z.B.
Integrin) mit der Zellmembran verbunden. Im Inneren der Zelle befindet sich wei-
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A Féarbung durch Fi- B Farbung durch Mikro-
xierung injektion

Abbildung 1.1: Anfarbung von Aktinfilamenten. Rechts ist eine Farbung durch mar-
kiertes Phalloidin, links durch Mikroinjektion von gefirbtem Aktin. Der Mafistab ist
10 pm lang.

teres F-Aktin, das vor allem als Biindel, den sog. Stressfasern (engl. stress fibre,
die Punkte verbindet, an denen die Zelle adhériert ist (Fokaladhdsionspunkte,
engl. focal adhesion points). Bilder von F-Aktin, die iiber ein Fluoreszenzmarkie-
rung sichtbar gemacht wurden, sind in Abbildung 1.1 gezeigt.

Aktin besitzt viele assoziierte Proteine, die u.a. dazu dienen, Aktinfilamente
zu vernetzen. Darunter befindet sich eine Familie von Proteinen, die besonders
ausgezeichnet ist: Die Familie der Myosine kann nicht nur an Aktinfilamente
binden, sondern unter Anwesenheit von ATP die Filamente auch gegeneinander
bewegen. Dieser Mechanismus dient in der Natur als ein universaler Krafterzeu-
ger: Muskelkontraktion erfolgt genauso durch das Aktomyosin-System wie die
Kontraktion von Zellen, die durch die Wirkung von Myosin aktivierenden Stoffen
ausgelost wird (vgl. Abschnitt 2.2).

Die Mikrotubuli

Mikrotubuli sind lange rohrenférmige Filamente, die vom Zentrosom, das sich in
der Mitte der Zelle direkt neben dem Zellkern befindet, sternférmig nach auflen
fithren. Sie werden aus dem Protein Tubulin gebildet, das in den verschiedenen
Varianten a-Tubulin, g-Tubulin und ~-Tubulin in der Zelle vorhanden ist. Die
beiden Proteinvarianten oa—Tubulin und S-Tubulin bilden zusammen Dimere, die
sich zu Protofilamenten zusammenlagern. Jeweils 9 bis 13 solcher Protofilamente
bilden dann einen Mikrotubulus.

Mikrotubuli sind nicht unabhéngig vom Aktinkortex. Bei Zellen der Art
Dictyostelium discoideum konnte nachgewiesen werden, dass sie mit dem Ak-
tinkortex verbunden sind (Neujahr et al. 1998). Auch bei Endothelzellen ist
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Abbildung 1.2: Anfirbung der Mikrotubuli durch fluoreszenzmarkiertes Paclitaxel.
Der Mafistab ist 5 ym lang.

eine Kopplung der beiden Zytoskelettkomponenten schon beobachtet worden
(Maniotis et al. 1997).

Ahnlich dem Aktomyosin-System gibt es auch Motorproteine, die an Mikro-
tubuli Bewegungen ausfithren kénnen. Das sind die Familien der Kinesine und

der Dyneine. Sie dienen vor allem zum intrazellulirem Transport entlang der
Mikrotubuli.

1.3 Die Verbindung des Zytoskeletts mit der ex-
trazellularen Matrix

Das Zytoskelett allein ercffnet einer Zelle noch nicht die Moglichkeit, an ein Sub-
strat zu adhérieren und sich zu bewegen. Um in der Lage zu sein, Kréfte auf eine
Unterlage auszuiiben, muss eine Kopplung zwischen Zytoskelett und der Umge-
bung der Zelle vorhanden sein. Diese Kopplung kommt durch die Bindung von
Integrinen an ihre Bindungspartner der extrazellularen Matrix (engl. extracellular
matriz, ECM ) zustande.

Das Transmembranprotein Integrin

Bei der spezifischen Adhésion von Zellen an ein Substrat spielt die grofie Fa-
milie der Integrine eine wichtige Rolle. Eine schematische Darstellung des Pro-
teins ist in Abbildung 1.3 gezeigt. Integrine sind homologe Heterodimere, die
aus jeweils einer o und S Untereinheit bestehen. Beide Einheiten besitzen grofie
extrazelluldire Doménen, kleine a-helikale Membrandoménen und ein intrazel-
lulédres, zytoplasmatisches Ende, das bei der (-Kette iiber verschiedene Prote-
ine wie z.B. Talin, Vinculin und a-Actinin an den Aktinkortex binden kann
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RGD-Bindungsstelle

extrazellular . .
zweiwertige lonen

Plasmamembran [ I:I
]

Bindungsstelle fur
Talin und a-Actinin

Zytoplasma [
Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau von Integrin. Das Protein besteht aus zwei Un-
tereinheiten, der a-Kette und der §-Kette. An die grofien extrazelluldren Teile kénnen
Elemente der ECM binden (z.B. die Peptidsequenz RGD). Die Skizze ist Alberts et al.
(2002) entnommen.

(Miyamoto et al. 1995a, Yamada und Geiger 1997). Integrine nehmen bei der
Bewegung von Zellen und bei der mechanischen Signaliibermittlung eine zentrale
Rolle ein (Juliano und Haskill 1993), da sie Bindungen mit Proteinen der EMC
wie z.B. Fibronektin oder Laminin eingehen koénnen (Alberts et al. 2002). Diese
Bindungen erméglichen die Adhésion der Zellen an das darunterliegende Gewebe.

Ein notwendiger Ausloser fiir die Kopplung von Integrinen an den Aktinkor-
tex ist die Aggregation von mehreren Integrinproteinen (Clusterbildung), die im
Zytoplasma zur Phosphorylierung von Tyrosin fiihrt (Kornberg et al. 1991, Miya-
moto et al. 1995b, Schmidt et al. 1998). Es konnte auch gezeigt werden, dass die
Bindung an Integrine eine Signalkaskade auslost, die zu einer Umorganisation des
Aktinzytoskeletts fithrt und so die Kopplung an das Aktin verstéirkt (Yamada und
Miyamoto 1995).

Fibronektin und Invasin

Zwei Proteine, die eine Bindung mit Integrinen eingehen kénnen, sind Fibronektin
und Invasin. Fibronektin ist ein Glykoprotein der ECM und kann iiber die Peptid-
Sequenz Arginin-Glycin-Aspartidsiure (RGD) an verschiedene Integrine binden.
Mindestens 8 Integrine sind bekannt, die eine Bindung mit Fibronektin eingehen
(Alberts et al. 2002). Die Kopplung der Magnetkugeln in der vorliegenden Arbeit
erfolgte hauptséchlich iiber die Fibronektin-Integrin-Bindung.

Das Protein Invasin ist ein Membranprotein der Bakterien Yersinia pseudotu-
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Integrin Bindungspartner

as01 Fibronektin, Invasin
g Laminin, Invasin
33 Fibrinogen

64 Laminin

Tabelle 1.2: Eine kleine Ubersicht von Integrinen und ihren Bindungspartnern. Es
gibt insgesamt mindestens 22 verschiedene Integrine, die z.T. mehrere Bindungspartner
besitzen. Es sind jeweils nur die wichtigsten Partner dargestellt. Invasin kann an alle
axf1-Integrine binden. Die Tabelle ist Alberts et al. (2002) entnommen.

berculosis, das an (3;-Integrin-Ketten binden kann. Durch die Bindung an Integrin
iniziiert Invasin eine Reorganisation des Zytoskeletts, was letztlich zur Phagozyto-
se des Bakteriums fiihrt, das so in die Wirtszelle eindringt (Nguyen-Duong 2002).

1.4 Gegenstand der Untersuchung

Die folgenden Arbeit behandelt die mechanischen Eigenschaften der Zellhiille,
die aus der Lipiddoppelschicht und dem darunterliegenden Aktinkortex besteht.
Wie oben beschrieben, ist dieser Teil der Zelle wichtig fiir das Uberleben der
Zelle in ihrer Umgebung. Aus diesem Grund besitzt die Zellhiille physikalisch
interessante, mechanische Eigenschaften, die allgemein mit dem Stichwort der
Viskoelastizitit beschrieben werden: In der Zellhiille kombinieren sich Charak-
teristika eines elastischen Festkorpers und einer viskosen Fliissigkeit. Inwieweit
die Zellhiille durch die Theorie der linearen Viskoelastizitéit beschrieben werden
kann und welche Informationen man daraus iiber mechanische und zellbiologische
Vorgénge gewinnen kann, ist Gegenstand der folgenden Kapitel.
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Kapitel 2

Verwendete Materialien und
Praparationen

2.1 Endothelzellen und ihre Zellkultur

Die Zellen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind Endothel-
zellen, die aus Venen von menschlichen Nabelschniiren stammen, sogenannte
HUVECs (engl. human umbial vein endothelial cells). Als Endothelzellen oder
Endothelium! werden die Zellen bezeichnet, die die Innenwéinde von Blut- und
Lymphgefiflen auskleiden. Diese Zellen bilden eine zusammenhéngende, zweidi-
mensionale Schicht (d.h. Endothelzellen bilden kein dreidimensionales Gewebe),
bei kleinen Blutgefdfien kann sogar eine einzige Endothelzelle die Flédche eines
Querschnitts auskleiden. Endothelzellen weisen eine ungewohnlich lange Lebens-
zeit auf, die bis zu einigen Jahren reichen kann. Ihre Teilbarkeit unterliegt in
vivo keiner Einschréankung, eine Figenschaft, die sie in die Lage versetzt, pro-
blemlos Verletzungen der Blutgefiafie wieder zu schliefen. Sie kontrollieren die
Stoffwechselvorgénge aus den Blutgefdflen in das umliegende Gewebe und umge-
kehrt. Endothelzellen sind am Rand der Blutgefédfie starken mechanischen bzw.
hydrodynamischen Kréften ausgesetzt.

In ihrer Funktion als permeable Wand zwischen Blutgefafi und Gewebe miissen
Endothelzellen in der Lage sein, Makromolekiile aus dem Blut in das Gewe-
be zu lassen. Im Fall von Krankheiten und Entziindungen miissen sogar weifle
Blutkorperchen durch das Endothelium gelangen kénnen. Endothelzellen reagie-
ren deshalb auf bestimmte Enzyme und Botenstoffe wie Histamin, Thrombin u.a.

Zellpraparation und -kultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden am Lehrstuhl von Prof. Aepfel-
bacher (Max von Pettenkofer-Institut fiir Medizinische Mikrobiologie) aus den

Léndothen, (griech.), im Inneren
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A Hellfeld

B Phasenkontrast

Abbildung 2.1: Aufnahmen eines typischen Bildes von Endothelzellen im Mikroskop.
Die beiden Bilder zeigen die gleiche Probe bei unterschiedlichen Mikroskopietechniken.
(a) wurde mit normaler Hellfeldmikroskopie gemacht, d.h. Ort mit unterschiedlichen
Absorptionseigenschaften erscheinen in verschiedenen Grautonen. Die Magnetkugeln
sind als schwarze Kreise zu erkennen (bei den Schatten handelt es sich um Hintergrund).
(b) zeigt ein Bild mit Phasenkontrasttechnik. Hier werden unterschiedliche Brechungs-
indizes sichtbar gemacht. Diese Technik eignet sich besonders fiir Zellen und wurde in
den Experimenten dieser Arbeit ausschliellich verwendet. Die Magnetkugeln sind als
weifle Kreise zu sehen.
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Nabelschiiren Neugeborener prapariert und dankenswerter Weise zur Verfiigung
gestellt. Das Protokoll der Préparation findet sich z.B. bei Hellerer (1999) oder
Bausch et al. (2001). Die frisch praparierten Zellen wurden bis zu Passage 8
(P8) verwendet, anschlieBend wurde eine neue Zellreihe begonnen. Zellen aus den
frithen Passagen (P2 oder P3) wurden auch in fliissigem Stickstoff eingefroren,
und fiir spitere Passagen gelagert. Es konnten in den Experimenten keine Un-
terschiede zwischen Zellen aus einer zuvor eingefrorenen Linie und direkt aus der
Préparation stammenden Linie beobachtet werden.

Die Zellen wurden bei 37° C und 7,5% COy in Zellkulturflaschen (Nunc, Wies-
baden) in einem Zellinkubator kultiviert. Als Nahrmedium wurde Endothelzell-
medium (Promo Cell, Heidelberg) mit 10% fetalem Kélberserum verwendet. Das
Medium wurde jeweils nach 2-3 Tagen gewechselt, die Zellen alle 7 Tage trypsi-
niert und geteilt.

Fiir Experimente war es notwendig, die Zellen auf Deckgldser zu kultivie-
ren, die vorher mit Collagen oder Nitrozellulose beschichtet worden sind, um
den Zellen die Adhésion auf dem Glas zu ermoglichen. So mit Zellen bewach-
sene Deckgliaser konnen nach ca. 5 Tagen fiir Experimente verwendet werden.
Nach diesem Zeitraum sind die Zellen konfluent, d.h. sie bilden auf dem Deck-
glas eine zusammenhéngende Schicht und befinden sich nicht als Einzelzellen auf
dem Préparat. Wiahrend der Experimente befinden sich die Zellen in der Proben-
kammer weiterhin in Ndhrmedium. Das Bild eines so bewachsenen Deckglases in
Hellfeld- und Phasenkontrastmikroskopie ist in Abbildung 2.1 gezeigt.

2.2 Verwendete Substanzen zur biochemischen
Stimulation und Manipulation der Zellen

In einem Teil der Experimente dieser Arbeit soll die Wirkungsweise von korperei-
genen Signalstoffen und der Einfluss des Zytoskeletts auf die viskoelastischen Ei-
genschaften der Zellen getestet werden. Die in diesen Epxerimenten verwendeten
Stoffe und ihre Wirkungsweise werden im folgenden kurz beschrieben.

Latrunculin A

Latrunculin A wird aus einer giftigen, roten Fliissigkeit gewonnen, die von
Schwammen der Art Latrunculia magnificans im Roten Meer ausgesondert
wird und Fische innerhalb von Sekunden tétet (Neeman et al. 1975, Morton
et al. 2000). Latrunculin A bindet monomeres Aktin (Spector et al. 1983, Spec-
tor et al. 1989, Yarmola et al. 2000) und verhindert so dessen Polymerisation
zu filamentésem Aktin. Da in Zellen das Aktinzytoskelett einer fortwahrenden
Dynamik unterliegt (McGrath et al. 1998), also stindig neue Filamente gebildet
werden und F-Aktin depolymerisiert wird, bedeutet ein Eindringen von Latrun-
culin A in eine Zelle den graduellen Abbau des Aktin-Zytoskeletts, da keine neue
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Abbildung 2.2: Die chemische Formeln von Latrunculin A, Latrunculin B und No-
codazol. Die Formeln von Latrunculin A und B sind dem online-Handbuch der Fa.
Molecular Probes entnommen (www.probes.com), die chemische Formel von Nocoda-
zol entstammt dem online-Handbuch der Fa. Sigma (www.sigmaaldrich.com).

Polymerisation mehr stattfinden kann.

Einige Quellen verwenden anstelle von Latrunculin A den Stoff Cytochalasin D
(Rotsch und Radmacher 2000, Bausch et al. 2001). Cytochalasin D hat einen
sehr dhnlichen Effekt wie Latrunculin A, wenn auch die Wirkungsweise etwas
unterschiedlich ist (Morton et al. 2000). Latrunculin A wirkt spezifischer auf F-
Aktin als Cytochalasin D (Bérmann 2002, Aepfelbacher 2002).

Nocodazol

Nocodazol (Methyl N-(5-thenoyl-2-benzimidazolyl)carbamate) Methyl N-(5-
thenoyl-2-benzimidazolyl)carbamat ist ein Wirkstoff, der die Mikrotubuli einer
Zelle depolarisiert. Die Mikrotubuli werden dabei nicht aktiv angegriffen, sondern
Nocodazol bindet an monomeres $—Tubulin, das so nicht mehr fiir die Bildung
von Dimeren zur Verfiigung steht und sich nicht mehr zur Filamentbildung eignet.
Da die Mikrotubuli einem konstanten dynamischen Prozess unterliegen, depoly-
merisiert Nocodazol die Mikrotubuli, indem frisch depolymerisiertes S—Tubulin
blockiert und so eine Neubildung von Mikrotubuli verhindert wird.

Nocodazol stort so die Zellteilung (Mitose), da der zur Mitose notwendige
Spindelapparat, der die DNA einer Zelle auf zwei Tochterzellen verteilt, aus Mi-
krotubuli besteht. In Anwesenheit von Nocodazol kann sich der Spindelapparat
deshalb nicht ausbilden. Nocodazol wird aus diesem Grund in der Krebstherapie
eingesetzt.

22



Thrombin

—> aktiviert Relaxation
=] hemmt /@
Rho —p RNO Myosin Myosin Light Chain o ~40+/Calmodulin
Kinase Phosphatase Kinase
Kontraktion
| LPA | | Histamin |

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Myosin II Aktivierung. Durch
Ca?" /Calmodulin wird die Aktivitit der MLC-Kinase gesteigert, was zu einer verstirk-
ten MLC-Phosphorylierung fithrt. Rho dagegen hemmt iiber die Rho-kinase die MLC-
Phosphatase und so den Abbau des phosphorylierten MLC. Beides aktiviert die
Aktomyosin-Kontraktion in der Zelle. Thrombin wirkt auf beide Signalwege, Histamin
nur iiber Ca?" und LPA nur iiber Rho auf das Aktinzytoskelett.

Thrombin

Thrombin ist eine Protease des Blutplasmas und wird bei der Aktivierung der
Blutgerinnung erzeugt. Es induziert in Endothelzellen eine Kontraktion der Zelle.
Es wird vermutet, dass Thrombin die geschlossene Schicht aus Endothelzellen
an den Gefawénden permeabel macht und so bei Entziindungen ein schneller
Transport von Stoffen ins darunterliegende Gewebe stattfinden kann. Im Fall
einer Uberreaktion bei Entziindung kann Thrombin zu grofien Blutverlusten in
das umliegende Gewebe fithren (Garcia et al. 1996, Aepfelbacher und Essler 2001).

Die Kontraktion, die Thrombin bei Endothelzellen hervorruft, wird durch die
Phosphorylierung der leichten Kette des Motorproteins Myosin II (engl. myo-
sin II light chain, MLC') gesteuert (Adelstein et al. 1982, Aepfelbacher und
Essler 2001). Myosin bildet zusammen mit Aktin eine molekulare Kraftmaschine.
Die Phosphorylierung der MLC kann durch zwei unterschiedliche Mechanismen
aktiviert werden. Der eine Signalweg lauft iiber das GTP-bindende Protein Rho,
das einen molekularen Schalter darstellt: Rho ist aktiv, wenn es GTP, und inaktiv,
wenn es GDP gebunden hat. Rho kann die Rho-Kinasen ROKa und p160R0¢K
aktivieren, was letztlich zu einer Phosphorylierung der MLC fiihrt.? Der zwei-

2Die Aktivierung der Rho-Kinasen hat zuniichst einen Abbau der MLC-Phosphatase zur
Folge, was indirekt wieder zur Phosphorylierung der MLC fiihrt, da die MLC-Phosphatase dem
entgegenwirkt.
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te Weg fiihrt iiber einen Anstieg der Ca*-Konzentration. Diese aktiviert eine
Ca?" /Calmodulin-abhiingige MLC-Kinase, die dann ebenfalls MLC phosphory-
liert (Wysolmerski und Lagunoff 1990). Schematisch ist die Aktivierung durch
Rho und Ca* in Abbildung 2.3 dargestellt.

Bindet Thrombin an einen Rezeptor der Endothelzellen, so fiihrt das zu einem
sprunghaften intrazelluliren Anstieg von Ca* (Mayerhofer 1996, Grand et al.
1996). Auch der Einfluss von Rho {iber den oben beschriebenen Signalweg bei der
Kontraktion der Endothelzellen konnte nachgewiesen werden (Essler et al. 1998).

Histamin

Histamin ist einer der bekanntesten Mediatoren von allergischen Entziindungen.
Es findet sich beim Menschen in allen Korpergeweben, insbesondere in Mastzellen
und hat unterschiedliche Funktionen wie Kontraktion der Lungenmuskulatur oder
Erhohung der Herzfrequenz. In Blutgefifien fiihrt es zu Kapillardilatation und so
zu Blutdruckabfall. Dariiber hinaus erhoht es die Kapillarpermeabilitét.

Histamin ruft in Endothelzellen eine &hnliche Wirkung wie Thrombin hervor.
Auch Histamin erzeugt einen starken Anstieg der Ca*-Konzentration vom na-
nomolaren Bereich (111 nM) in den Bereich von Mikromolaritét. Dieser Anstieg
wird aus intrazelluldren Kalziumspeichern gespeist (Rotrosen und Gallin 1986).
Der Einfluss von Histamin senkt den Anteil an F-Aktin um 25% (Rotrosen und
Gallin 1986). Durch die Stimulation von Histamin ziehen sich die Endothelzellen
zusammen und 16sen die Zell-Zell-Kontakte dhnlich wie unter dem Einfluss von
Thrombin, allerdings erzeugt Histamin kleinere Kontraktionskréfte in den Zellen
und diese relaxieren nach einer Histaminstimulation schneller (Moy et al. 1996).
In Abbildung 2.3 wirkt Histamin nur iiber die auf der rechten Seite skizzierte
Signalkaskade auf das Aktinzytoskelett.

Lysophosphatidsiure

Lysophosphatidsédure (1-acyl-sn-glycerol-3-phosphat; lysophosphatidic acid, LPA)
wird von aktivierten roten Blutkoérperchen erzeugt und beeinflusst Zellen durch
Stimulation von spezifischen Rezeptoren, die mit G-Proteinen verbunden sind.
LPA ist ein Lyso-Phospholipid, das vor allem albumingebunden im Blutserum
vorkommt und starke Wirkung als Wachstumsfaktor zeigt. Als solches dient es
vermutlich vor allem zur Stimulation von Gewebewachstum bei Verletzungen und
Entziindungen (Moolenar et al. 1997).

LPA wirkt iiber die G-Protein-Rezeptoren auf die Ras- und Rho-
Proteinfamilien. Durch den bei Thrombin beschriebenen Signalweg der Rho-
Proteine wirkt LPA also auch auf das Aktinzytoskelett, indem es die MLC-
Phosphatase hemmt (linker Weg in Abbildung 2.3). Entsprechend bildet auch
LPA in Endothelzellen Aktinstressfasern und fordert die Kontraktion (Siess
et al. 1999), allerdings ohne den Kalziumspiegel zu erhohen (Essler et al. 1999).
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Anfiarbungen von Teilen des Zytoskeletts

Eine bewahrte Form der Visualisierung von Zytoskelettbestandteilen ist die spe-
zifische Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen und anschlieBende Beobachtung im
Mikroskop. Auch in dieser Arbeit wurden Farbungen des Zytoskeletts vorgenom-
men:

Die Anfirbung des Aktin wurde auf zwei unterschiedliche Weisen durch-
gefiihrt. Die genaue Rezeptur der Anfiarbung fixierter Zellen ist bei Hellerer (1999)
beschrieben. Sie erfolgt iiber die Bindung des Gifts des Knollenblatterpilzes Phal-
loidin, das zu diesem Zweck mit Farbstoff markiert wird, an filamentoses Aktin.
Da Phalloidin toxisch ist, kann diese Farbung nur an fixierten (also toten) Zellen
erfolgen.

In der lebenden Zelle erfolgte die Anfarbung durch Injektion von fluoreszenz-
markierten Aktinmonomeren in Einzelzellen. Die Préaparation des gefarbten Ak-
tins ist im Anhang B erldutert. Die kovalent mit Farbstoff markierten Aktin-
monomere werden von der Zelle als G-Aktin in bestehende Filamente eingebaut
und diese so markiert. Die Abbildung 1.1 zeigt je ein Beispiel einer Farbung des
F-Aktins in Endothelzellen.

Die Anfirbung der Mikrotubuli erfolgte iiber die spezifische Bindung von
Paclitaxel® an Mikrotubuli. Verwendet wurde zu diesem Zweck mit Oregon Green
markiertes Paclitaxel (Molecular Probes, Leiden, Holland). Die Farbung der le-
benden Zellen erfolgte durch die Anleitung des Herstellers: der in DMSO geloste
Farbstoff wurde in einer Konzentration von 10-20 uM in die Zellkultur gegeben
und dort fiir eine Stunde inkubiert. Nach dem Spiilen der Probe mit PBS erfolg-
te die Beobachtung. Ein Beispiel einer solchen Féarbung ist in Abbildung 1.2 zu
sehen.

2.3 Priaparation der Kugeln mit unterschiedli-
chen Beschichtungen

Um die Eigenschaften des Aktins in den Zellen testen zu konnen, ist es notig,
die verwendeten Kraftiibertrager spezifisch an die Zelloberfliche zu binden. Dies
gelingt durch die Funkionalisierung der Kugeln mit entsprechenden Proteinen.

Beschichtung der Magnetkugeln mit Fibronektin und Invasin

Die Beschichtung der Magnetkugeln mit dem Protein der extrazellularen Matrix
Fibronektin (FN) folgt den Angaben des Herstellers der Magnetkugeln (Dynal,
Hamburg).

3die #ltere Bezeichnung lautet Taxol
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Kopplung der Magnetkugeln iiber die
Integrine der Zellmembran an den darunterliegenden Zellkortex.

Die Bindung an die Magnetkugeln erfolgt iiber die chemisch aktive Grup-
pe der Kugeloberfliche, einer Tosylgruppe. Fiir die Beschichtung wird der Vor-
ratslosung der Kugeln eine geeignete Menge entnommen (typischerweise 100 pul,
das entspricht 10® Kugeln), dreimal mit einem Boratpuffer (0.1M Borat in Was-
ser, pH 9,5 mit NaOH eingestellt) gewaschen und mit 20 ug Fibronektin (aus dem
menschlichen Blutplasma, Sigma-Aldrich, Schnelldorf) fiir 24 h bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Anschlieend werden die nun beschichteten Kugeln mit einem
Phosphatpuffer (0,02M NaH,PO4xH,0, 0,008M NayHPO,x2H,0, 0,1% BSA,
pH 7,4) gewaschen und fiir 4 h mit einem Tris-Puffer (0.2M Tris, 0.1%BSA, pH
8.5 mit HCI eingestellt) inkubiert, um die ungebundenen Tosylgruppen zu passi-
vieren. Die Verifizierung der erfolgreichen Fibronektin-Beschichtung erfolgt direkt
durch die Bindung der Kugeln an die Zellen: Die beschichteten Kugeln binden
tiber Integrin-Proteine an den Aktinkortex der Zellen, unbehandelte Kugeln (und
einige andere Kugelbeschichtungen) binden dagegen nicht an Endothelzellen, was
im Mikroskop eindeutig durch die diffusive Bewegung der Kugeln detektiert wer-
den kann.

Uber die gleiche Priparation konnen die Kugeln mit Invasin (Arbeitsgruppe
M. Aepfelbacher, Max von Pettenkofer Institut fiir Hygiene und Medizinische Mi-
krobiologie, Miinchen) beschichtet werden. Die Beschichtung mit Invasin wurde
mittels einer Antikorperreaktion getestet, bei der ein Fluoreszenzfarbstoff eine
erfolgreiche Invasinbindung signalisierte (Vonna et al. 2003).

Beschichtung nicht-magnetischer Kugeln

Unmagnetische Kugeln aus Melamin und Polystyrol werden auf unterschiedliche
Art mit Integrin-bindenden Proteinen beschichtet.

Beschichtung mit Fibronektin: Die Beschichtung von Melaminkugeln
(Durchmesser 2 pm) erfolgt mittels Physisorption des Fibronektins an
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der Kugeloberfliche, indem die Kugeln {iber mehrere Stunden mit dem
Fibronektin in einem Uberkopfrotierer gemischt werden. Dass diese sehr
einfache Methode erfolgreich ist, zeigt die Bindung der Kugeln an die
Zelloberfliache, die bei unbehandelten Kugeln nicht beobachtet werden
kann.

Beschichtung mit Invasin: Die kovalente Bindung von Invasin 497 (Arbeits-
gruppe Eble, Institut fiir Physiologische Chemie und Pathochemie der
Westfilischen Wilhelms-Universitéat, Miinster) an mit Dextran beschichtete
Melaminkugeln wurde von Michael Reicheicher durchgefiihrt. Eine genaue
Beschreibung der chemischen Rezeptur ist zu finden z.B. bei Strigl et al.
(1999), Reicheicher (1999) oder Nguyen-Duong (2002).

Beschichtung mit Integrin-Antikérpern: Die Integrin-Antikérper binden
durch die Imunoglubolin-Protein A-Wechselwirkung an die Oberfliche von
fluoreszierenden Latexkugeln (Durchmesser 1um), die vom Hersteller (Poly-
sciences, Eppelheim) entsprechend funkionalisiert bezogen werden kénnen.
Auch diese Bindung kann verifiziert werden, indem die Bindung der Ku-
geln an die Zellen beobachtet wird, die bei unbehandelten Zellen ausbleibt.
Ungebundene Kugeln zeichneten sich durch diffusive, Brownsche Bewegung
aus, die im Mikroskop leicht beobachtet werden kann.

Die Fluoreszenz der kleineren Polystyrolkugeln, die nur den halben Durchmesser
der Melaminkugeln besitzen, erleichtert die Nachverfolgung in den Mikroskop-
bildern mit dem im Abschnitt 4.2 beschriebenen particle-tracking-Algorithmus.
Durch ihre geringe Grofe ist die Beobachtung durch Phasenkontrastmikroskopie,
durch die sowohl Magnetkugeln (& 4,5 um) als auch Melaminkugeln (& 2 pum)
beobachtet werden kénnen, nur ungenau moglich. Da bei dem verwendeten Mikro-
skop Axiovert 200 (Zeiss, Oberkochen) eine simultane Beobachtung von Phasen-
kontrastbildern mit Fluoreszenzbeleuchtung moglich ist, konnen Polystyrolkugeln
deutlich sichtbar gemacht werden.
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Kapitel 3

Der experimentelle Aufbau der
Magnetischen Pinzette

Im folgenden Kapitel soll der verwendete Experimentalaufbau der Magnetischen
Pinzette (engl. Magnetic Tweezers) und das physikalische Prinzip der Krafterzeu-
gung im magnetischen Feld beschrieben werden. Da die Krafteichung des Aufbaus
entscheidende Bedeutung fiir die Anwendungen besitzt, wird die Kalibration an-
schliefend erlautert.

3.1 Der experimentelle Aufbau

Der gesamte Aufbau des Magnetic- Tweezers ist zur Ubersicht in Abbildung 3.1
schematisch skizziert. Die experimentelle Anordnung setzt sich zusammen aus
Probenkammer, Magnetspule, Stromquelle, Kamera und Rechner. Diese Kompo-
nenten werden nun im Detail beschrieben.

3.1.1 Probenhalter und Spule

Entscheidend fiir die Stiarke der Kraft, die mit dem Magnetic- Tweezers-Aufbau
auf eine kleine, magnetische Kugel ausgeiibt werden kann, sind die Eigenschaf-
ten der Spule und deren Eisenkern. Die verwendete Spule hat die geometrischen
Dimensionen von 5 cm Léange und 5 cm Durchmesser und besteht aus 1500 Win-
dungen eines Kupferdrahtes von 0,7 mm Dicke. Im Inneren der Spule befindet
sich ein Weicheisenkern des Durchmessers von 1cm, der das Magnetfeld verstéarkt
und aus der Spule herausleitet. Dieser Kern, der sich am Ende zu einer Kante
mit einem 60°-Winkel verjiingt (vgl. Abbildung 3.2), ragt von der Spule bis in
die Probenkammer hinein. Weicheisen wurde fiir den Aufbau gewéhlt, da dieses
Material mit 2,15 T eine sehr grofle Sattigungsmagnetisierung, gleichzeitig jedoch
ein schwaches remanentes Feld besitzt. Durch die hohe Sattigungsmagnetisierung
konnen grofle Feldstidrken und dadurch auch grofle Gradienten erzeugt werden,
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Abbildung 3.1: Der skizzierte Teil des Experimentalaufbaus zeigt die Spule, die das
Magnetfeld erzeugt, und die Probenkammer, in der sich das Messvolumen befindet. Der
Weicheisenkern der Spule ragt aus derselben heraus bis in die Probe hinein. Die Pro-
benkammer ist auf einem invertierten Mikroskop montiert, dessen Phasenkontrastbild
durch eine Rechner-unterstiitzte Kamera beobachtet wird. Die Spule wird durch einen
Verstédrker mit Strom versorgt, dessen Stérke proportional zur anliegenden Spannung
eines Funktionsgenerators ist. Die Information iiber die aktuelle Stiarke des Magnetfel-

des wird vom Rechner durch eine AD-Karte am Verstérker abgelesen und als zusétzliche
Information der Videodatei beigefiigt.
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Abbildung 3.2: Numerische Simulation des erzeugten Magnetfeldes. Die Simulation
soll die qualitativen KEigenschaften des Magnetfeldes darstellen. Die Spule ist in der
Seitenansicht zu sehen, deutlich zu erkennen sind zum einen der fast horizontale Verlauf
der Feldlinien vor der Kante des Eisenkerns (Bild links) und der schnelle Abfall des
Feldes aufierhalb des Magnetkerns, also der starke Gradient des Feldes (Bild rechts).
Der Simulation liegen die realen Spulengeometrien zugrunde. Sie wurde berechnet mit
Hilfe des Programmes Quickfield der Fa. Tera Analysis, Svendborg, Danemark. Die
kostenlose Studentenversion der Software ist erhéltlich unter www.quickfield. com.

wihrend die geringe Remanenz das Verschwinden der Kraft gewéhrleistet, wenn
der Spulenstrom abgeschaltet wird. Die genauen Abmessungen und Skizzen des
Spulenkerns, des Spulenrahmens und des Probenhalters sind im Anhang C auf
Seite 136 dargestellt.

Durch die Positionierung der Kante des Magnetkerns in der Probenkammer
kénnen die Magnetkugeln bis auf einige 10 Mikrometer an die Spitze des Ma-
gnetkerns herangefiihrt werden. Dort ist die Dichte der magnetischen Feldlinien
besonders grof} (d.h. starke Magnetisierung der paramagnetischen Mikropartikel)
und die Kugeln spiiren einen grofien Gradienten (d.h. starke Kraft auf den magne-
tischen Dipol), da die Feldlinien von der Spitze des Kerns weg zum riickwértigen
Pol der Spule auseinander laufen. Eine qualitative, numerische Berechnung des
Magnetfeldes in und um die Spule ist in Abbildung 3.2 gezeigt. Hier ist sowohl der
Verlauf der magnetischen Feldlinien an der Spitze des Magnetkerns als auch die
Stéarke des Magnetfeldes der gesamten Anordnung dargestellt. Man erkennt deut-
lich, dass das Feld am Kern sehr schnell abfillt, und der Gradient der Feldstérke
entsprechend grof ist. Die Position des Magneten ist durch eine Millimeterschrau-
be verstellbar, so dass eine gewiinschte Entfernung (und somit eine gewiinschte
Kraft) zwischen Magnet und Kugel praktisch beliebig gewihlt werden kann.

Die Probenkammer, in die der Magnetkern eingefiihrt wird, besteht aus einem
duBeren Rahmen aus Aluminium, der {iber ein Wasserbad gekiihlt oder geheizt
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werden kann. In diesen Rahmen werden das Deckglas, das mit den zu untersu-
chenden Zellen bewachsen ist, und ein Teflonrahmen eingesetzt, in den Puffer
oder Zellmedium eingefiillt wird. Das Volumen der Kammer betragt 200 pl, die
Positionsdnderung des Magneten in der Kammer wird durch ein Reservoir aus-
geglichen, so dass das Probenvolumen konstant bleibt. Durch den Teflonrahmen
wird verhindert, dass die Fliissigkeit, in der sich die Zellen befinden, mit Metall-
flaichen in Kontakt kommt und so schéadliche Metallionen zu den Zellen gelangen
kénnen. Probenkammer und Magnetspule sind auf einem invertierten Mikroskop
(Axiovert 10, Axiovert 135 oder Axiovert 200, Zeiss, Oberkochen) montiert und
werden durch eine CCD-Kamera (C 4880-80, Hamamatsu, Herrsching) mit Pha-
senkontrastmikroskopie beobachtet.

Verianderungen der Spule gegeniiber dlteren Aufbauten

Um die optische Qualitit der Abbildung zu optimieren, wurde fiir die vorliegen-
de Arbeit der Spulenkern gegeniiber dem urspriinglichen Aufbau von F. Ziemann
leicht verandert (Ziemann 1997). Da sich die Spule sehr nahe bei der Probenkam-
mer befindet (damit die Magnetkante bis in die Probenkammer reicht), war bei
dem &lteren Spulenaufbau eine optimalen Beleuchtung der Probe wegen der Kol-
lision von Mikroskopkondensor und Spule nicht moglich. Dieser Konflikt konnte
gelost werden, indem der Magnetkern zunéchst vertikal nach oben gefiihrt wird,
nachdem er die Spule verlédsst. Die Spule kann auf diese Weise tiefer auf dem
Mikroskoptisch montiert werden und kollidiert nicht mehr mit dem Kondensor.
Eine Seitenansicht des Spulenkerns ist im Anhang in Abbildung C.2A dargestellt.

3.1.2 Stromgquelle und Funktionsgenerator

Die Stromquelle der Magnetspule ist ein Verstérker, der fiir den Experimental-
aufbau der Magnetischen Pinzette als Spezialanfertigung hergestellt worden ist.
Er liefert einen Strom, der proportional zu einem Spannungssignal ist, das am
Eingang des Verstirkers angelegt wird. Dabei kann zwischen einer Verstirkung
von 250 mA/V und 500 mA /V gewihlt werden. Dieser Strom flieit unabhéngig
vom Lastwiderstand, der am Verstérker angeschlossen ist, er hingt ausschliellich
von der Eingangsspannung ab. So ist gewéhrleistet, dass sich der Strom in der
Spule nicht dndert, falls sich diese erwédrmt und sich deshalb ihr ohmscher Wi-
derstand erhoht. An einem zweiten Ausgang des Verstirkers ist es moglich, ein
Spannungssignal abzugreifen, das proportional zum ausgehenden Strom ist. Die-
ses Signal kann {iber einen Analog-Digital-Wandler-Eingang (AD-Karte) direkt in
den Messrechner eingelesen und so zusammen mit den Bildern des Experiments
gespeichert werden.

Das Spannungssignal, das am Eingang des Verstéarkers den gewiinschten Strom
vorgibt, wird von geeigneten Funktionsgeneratoren erzeugt. In der vorliegenden
Arbeit sind die Funktionsgeneratoren FG 9000 (ELV Elektronik AG, Leer) und

31



DS345 (SRS Stanford Research Systems, Sunnyvale (CA), USA) verwendet wor-
den. Sie generieren sowohl Rechteckpulse unterschiedlicher Lange und Stérke als
auch Dreieckpulse. Der Funktionsgenerator DS345 kann zusétzlich mit einer vom
Benutzer gewéhlten Spannungsform programmiert werden.

Das Antwortsignal des Verstérkers auf ein rechtecksformiges Spannungssignal
des Funktionsgenerators ist nicht beliebig schnell, da der Strom wegen der Selbst-
induktion der Spule nicht unendlich schnell der dufleren Spannung folgen kann
(Lenzsche Regel). Durch die Darstellung an einem Oszilloskop wurde gemessen,
dass es 8 ms dauert, bis der Strom 90% des konstanten Wertes eines solchen
Spannungspulses erreicht hat. Diese Verzogerung des Spulenstroms aufgrund der
Selbstinduktion muss bei der Wahl der Bildrate beachtet werden, um systemati-
sche Fehlerquellen im Experiment zu vermeiden.

3.1.3 Kamera und Rechner

Das vom Mikroskop erzeugte Bild wird von einer CCD-Kamera aufgenommen
und von der Kamera direkt in einen Rechner eingespeist, wo die Bilder sofort als
avi-Datei gespeichert werden. Die verwendete Kamera C 4880-80 (Hamamatsu,
Herrsching) ist optimiert fiir schnelle Bildraten: durch entsprechende Wahl des
Bildausschnitts und gemitteltes Auslesen von 2 x 2 Kamerapixeln (sog. binning)
in einen Bildwert kénnen Bildraten von unter 10msec erreicht werden. Wegen des
oben beschriebenen Effekts des verzogerten Stromflusses aufgrund der Induktion
der Spule sollte jedoch darauf geachtet werden, die Bildrate immer oberhalb von
10 msec zu belassen. Da der Beginn der Belichtungszeit eines Bildes mit dem
Beginn des Kraftpulses statistisch korreliert ist, ergibt sich bei einer Rate von
16 msec/Bild durch den verzogerten Stromfluss im Mittel eine Messunsicherheit
von 25% fiir den ersten Datenpunkt. Diese Unsicherheit gilt aber nur fiir den
ersten Punkt und wurde darum in der Auswertung vernachléssigt.

Ein typisches Bild kann eine Groéfle von 200 x 200 Pixel erreichen, was bei
10 bit Farbtiefe ca. 50 KB Speichervolumen ergibt. Bei einer Beobachtungsdauer
von 20 min und einer Bildrate von 18 ms fithrt das zu einem Speichervolumen
von 3,3 GB und einem Datenfluss von 2,8 MB/sec. Zu diesem Zweck steht fiir
die Experimente der Magnetischen Pinzette ein PC mit 20 GB Festspeicherplatte
und 700 MHz zur Verfiigung. Die Grofle der erstellten Videodateien wird zur Ar-
chivierung nach der Auswertung der Daten durch eine Wavelet-Komprimierung
auf 10% der Originalgrofie reduziert. Der Verlust an Genauigkeit durch die Kom-
primierung liegt dabei unter der Genauigkeit der Ortsauflosung durch die Bild-
verarbeitung. Ein Datenverlust durch die Komprimierung findet also nicht statt.
Die genauen technischen Daten der Hardware zur Speicherung der anfallenden
Bilddaten kénnen bei Keller et al. (2001) gefunden werden, die Anforderungen
an die Software und deren Losung sind bei Schilling (1999) beschrieben.
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3.2 Krafterzeugung durch einen magnetischen
Feldgradienten

Die Erzeugung einer Kraft auf einen magnetischen Dipol in einem inhomogenen
Magnetfeld beruht auf der Minimierung der potentiellen Energie U des magneti-
schen Dipols m in einem magnetischen Feld B. In den folgenden Uberlegungen
wird dabei von einem Dipol ausgegangen, der aus paramagnetischem Material
besteht. Das heifit, dieser Dipol wird durch ein dufleres Magnetfeld induziert, er
ist nicht permanent vorhanden.

m = xB (3.1)

Dabei ist y die magnetische Suszeptibilitéit, eine spezifische Materialkonstante.
Ein magnetischer Dipol besitzt in einem Feld die potentielle Energie U =
m - B. Die Kraft, die auf den Dipol im magnetischen Feld wirkt, lautet dann

F=-V(m-B) (3.2)

Diese Beziehung ist allgemein giiltig, unabhéngig davon, ob das Magnetfeld ho-
mogen oder inhomogen ist. In einem homogenen (d.h. konstanten) Magnetfeld
ist jedoch auch ein induziertes Dipolmoment konstant, d.h. die Anwendung des
Nablaoperators auf das Skalarprodukt verschwindet. Im homogenen Magnetfeld
wirkt keine Kraft auf einen paramagnetischen Partikel.

Wie aus Gleichung (3.1) ersichtlich, ist m parallel zu B, das Skalarprodukt
aus m und B also maximal, die Vektoren kénnen jeweils durch den Betrag ersetzt
werden. Wichtig in Gleichung (3.2) ist nun, dass der Nablaoperator auf den Skalar
m - B wirkt, die Richtung des magnetischen Feldes also keinen Einfluss in der
Gleichung besitzt. Physikalisch bedeutet dies, dass die Orientierung der Kraft
nicht vom Verlauf der magnetischen Feldlinien abhé&ngt, sondern nur vom Verlauf
des Dichtegradienten der Feldlinien (d.h. dem Gradienten der Feldstérke). Im
vorliegenden Fall der Magnetischen Pinzette sind Kraft und Feldlinien parallel.
Beispiele, in denen die erzeugte Kraft gerade senkrecht auf den Feldlinien steht,
sind jedoch auch bekannt. Zu nennen sind der Aufbau, den B. Maier verwendet
hat (Maier 2001) und ein Aufbau, der am Lehrstuhl E22 neu entwickelt worden
ist (Gonnenwein 2003).

Setzt man Gleichung (3.1) in Gleichung (3.2) ein, so erhélt man einen Aus-
druck fiir die Kraft, der quadratisch von der magnetischen Feldstéirke abhéngt.
Wird das magnetische Feld durch einen Elektromagneten erzeugt, hangt die Kraft
also quadratisch vom flieBenden Strom ab.

F = -V(xB? (3.3)

Diese quadratische Abhéngigkeit wurde bei Experimenten mit schwachen magne-
tischen Feldern beobachtet (Ziemann et al. 1994, Schmidt 1999).
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Abbildung 3.3: Das magnetische Moment der paramagnetischen Kugeln in Abh#ngig-
keit des dufieren Feldes. Die Werte (o) sind vom Hersteller angegeben und wurden durch
eine tanh-Funktion angendhert.
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Abbildung 3.4: Messung des Magnetfeldes in Abhéngigkeit des fliefenden Stroms.
Die Werte wurden mit Hilfe einer Hallsonde aufgenommen. Die Messdaten (e) sind mit
einer tanh-Funktion genéhert (durchgezogene Linie), die bei ungefiihr 0,3 T séittigt. Es
muss bemerkt werden, dass das so gemessene Feld einen Mittelwert iiber die Fléche
der Hallsonde von 2mm? darstellt, lokale Werte des Magnetfeldes konnen also deutlich
grofer sein.
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Allerdings besitzen paramagnetische Kugeln eine maximale Magnetisierung,
die erreicht wird, wenn alle mikroskopischen Dipole parallel zum &dufleren Feld
ausgerichtet sind. Dieses maximale Dipolmoment wird bei starken dufleren Ma-
gnetfeldern durchaus erreicht (Furst 2000). Das Dipolmoment bleibt ab dieser
Feldstarke konstant m,,,, die Kraft durch das inhomogene Magnetfeld ist dann
nur noch linear vom Strom abhéngig.

F = —V(muax - B) (3.4)

Die Kalibration des in dieser Arbeit verwendeten Aufbaus zeigt diese lineare
Abhéngigkeit ab einem Strom von ca. 0,25 A, die Magnetkugeln sind im Experi-
ment also maximal magnetisiert. In Abbildung 3.3 ist das magnetische Moment
der verwendeten Magnetkugeln gezeigt und mit einem Tangens hyperbolicus an-
genihert. Nach dieser Annidherung beginnt das magnetische Moment ab einer
auBeren Feldstéarke von ca. 0,3 T zu séttigen. Wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist,
wird ein solches Feld mit diesem beschriebenen Aufbau auch tatséchlich erreicht.

3.3 Magnetkugeln

Einen weiteren wichtigen Bestandteil der Experimente mit der Magnetischen Pin-
zette stellen die verwendeten Kraftiibertrager, die Magnetkugeln, dar. Die Kugeln
sollten iiber eine moglichst homogene (monodisperse) Grofle verfiigen , da bereits
kleinste Schwankungen im Radius zu merklichen Ungenauigkeiten im Volumen
und damit im Magnetgehalt der Kugeln fithren. Diese Vorgabe schrinkt die Wahl
der Kugeln aus der Vielzahl der Anbieter stark ein, da eine sinnvolle Kalibration
des Aufbaus nur moglich ist, wenn die Standardabweichung des Kugeldurchmes-
sers weniger als 10% betrigt.

In der vorliegenden Arbeit fanden ausschlielich die Kugeln M-450 der Fa. Dy-
nal (Deutsche Dynal, Hamburg) Verwendung, die einen Durchmesser von 4,5 ym
besitzen. Laut Hersteller betrdgt die Standardabweichung des Radius maximal
3%. Der Magnetgehalt der Kugeln wurde von Door et al. (1991) zu 19,6 +2 % des
Gewichts bestimmt. Das magnetische Material im Inneren der Kugeln besteht aus
kleinen Kolloiden aus Maghemit (Fe;O3) und Magnetit (FesO,4), deren Volumen
kleiner ist als die typische Grofle eines Weilschen Bezirks. Die Kolloide stellen
also jeweils ein Ein-Doménen-Teilchen mit einem Dipolmoment dar. Diese kolloi-
dalen Dipolmomente sind in den Kugeln statistisch verteilt, die Kugeln besitzen
kein makroskopisches Dipolmoment. Jedoch zeigen sie aufgrund der ferromagne-
tischen Natur ihrer Magnetisierung eine sehr starke Suszeptibilitdt y = 0,2-0,3
(Angaben des Herstellers). Das entspricht ungefiahr dem Wert von Eisen bei der
Curie-Temperatur. Wegen ihrer starken Magnetisierbarkeit werden die Partikel
auch als superparamagnetisch bezeichnet. Die Kugeln besitzen auf der Oberfliche
eine aktive Tosylgruppe, an die gewiinschte Beschichtungen chemisch gekoppelt
werden konnen (vgl. Abschnitt 2.3).
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Abbildung 3.5: Die Koordinaten einer Eichkurve aufgetragen gegen die Zeit. Die y-
Koordinate bleibt konstant, wahrend sich die z-Koordinate &ndert, da die Kugel zum
Magneten gezogen wird, der bei z = 0 positioniert ist. Die Kugel (Durchmessers 4,5 pm)
befindet sich in wasserfreiem Glyzerol.

3.4 Kalibration des Aufbaus

Um aus Experimenten mit magnetischen Kugeln als Kraftiibertragern numerische
Werte erhalten zu kénnen, muss bekannt sein, welche Kraft auf die Kugeln wirkt.
Es ist also notig, den Aufbau zu kalibrieren. Dabei muss die Magnetische Pinzet-
te fiir jede verwendete Kugelsorte separat geeicht werden, da zwar das Feld des
Magneten bei gleichen Bedingungen immer identisch ist, die induzierten magne-
tischen Dipolmomente aber je nach Kugelsorte variieren. Die Kalibration erfolgt
mit Hilfe des Gesetzes der Stokesschen Reibung einer laminar umstromten Kugel
in einem viskosen Medium.

Zur Kalibration werden die Kugeln in ein Medium bekannter Viskositit gege-
ben und bei konstantem Strom durch dieses Medium gezogen. Aus den Trajek-
torien der Kugeln ist es moglich, anhand der Stokesschen Formel

F(x,I)=6mnR-v(z,I) (3.5)

die wirkende Kraft fiir verschiedene Stromstérken I an unterschiedlichen Positio-
nen z zum Magneten zu bestimmen. Dabei ist n die Viskositdat des umgebenden
Mediums, R der Radius der umstromten Kugel und v die Geschwindigkeit der
Kugel, die aus der gemessenen Trajektorie berechnet werden muss.

Abbildung 3.5 zeigt das Beispiel einer superparamagnetischen Kugel mit Ra-
dius R = 2,25 yum in Glyzerol. Deutlich kann man an der Anderung der Steigung
der Trajektorie erkennen, dass die Kraft im Verlauf der Messung zunimmt, da der
Gradient in der Ndhe des Magneten stérker wird. Um die Viskositat des Glyzerols
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zu erhdhen und so die Geschwindigkeiten der Kugeln gering zu halten, wird die
Probe durch ein Wasserbad, das an den Probenhalter angeschlossen ist, gekiihlt.
Bei einer Temperatur von 15° C hat Glycerol eine Viskositét von 2,33 Pas, also
die 1000fache Viskositit von Wasser. Die Experimente fanden bei Temperaturen
zwischen 10° C und 15° C statt. Die Viskositdten wurden anhand von Tabellen-
werten und der gemessenen Temperatur der Probe bestimmt.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeiten der Kugeln miissen die gemessenen
Trajektorien analysiert werden. Es werden zu diesem Zweck die z-Werte der Tra-
jektorien nicht numerisch differenziert, was zundchst nahe liegend ware. Es zeigt
sich aber, dass die numerisch erzeugten Geschwindigkeitskurven sehr stark ver-
rauscht sind, wie auch Ziemann (1997) bereits beschreibt. Ziemann umgeht das
Problem, indem er ein Polynom achten Grades zur Interpolation der bereits dif-
ferenzierten Werte verwendet, weil sich ein solches als geeignet erwies. Allerdings
stellt sich mit der Interpolation durch ein Polynom die Schwierigkeit, dass es die
zu interpolierenden Werte immer genauer beschreibt, je hoheren Grades das Po-
lynom ist. Es lassen sich bei geniigend vielen Freiheitsgraden alle statistischen
Abweichungen der Trajektorien wiedergeben, die resultierende Geschwindigkeit
wird wieder verrauscht. Aus diesem Grund wurde versucht, einen neuen Ansatz
zur Interpolation zu wéhlen.

Bei genauer Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der xz-Koordinate in Abbil-
dung 3.5 besitzt diese Funktion in der Ndhe des Magneten eine Singularitét:
die z-Koordinate endet bei x = 0 senkrecht auf der Ordinaten-Achse. Dieser Ver-
lauf kann durch ein Polynom nicht wiedergegeben, sondern bestenfalls angenéhert
werden. Deshalb wird heuristisch eine Interpolationskurve gewéhlt, die sowohl die
Messwerte wiedergibt als auch iiber eine Singularitét verfiigt und so die Charakte-
ristik der Eichtrajektorien wiederspiegelt. Als solche Interpolationskurve erweist
sich

x(t) = ag + art + av/ty — t + [az t7], (3.6)

wobei der letzte Term in eckigen Klammern nicht fiir alle Kurven verwendet
werden muss, um die Messdaten wiederzugeben. Er wird darum, wann immer
moglich, unterdriickt, um die Anzahl der Freiheitsgrade der Interpolation zu mi-
nimieren. Die Koeffizienten der Kurve ag, a1, a2, a und ty miissen dabei durch
Anpassung an die Messdaten bestimmt werden. Es ist so moglich, alle Eich-
kurven mit einer analytischen Funktion zu interpolieren, die maximal 5 freien
Parameter enthélt, also weniger als bei Ziemann zur Beschreibung der Daten
nétig waren. Streng genommen existieren dabei auch noch experimentell be-
stimmte Einschrankungen fiir einen der Parameter: die Variable ¢y kann nicht
frei gewdhlt werden, sondern ist die Position der Singularitdt auf der Ordina-
te, bei der die Kugel den Magneten erreicht. Abbildung 3.6 zeigt das Beispiel
der mit Gleichung (3.6) gewonnenen Interpolationskurve zur Eichtrajektorie aus
Abbildung 3.5. Die hervorragende Ubereinstimmung ist evident.

Die Interpolationskurve kann nun analytisch differenziert werden, um die Ge-
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Abbildung 3.6: Die Eichkurve aus Abbildung 3.5 mit der Interpolationskurve. Die
Interpolation wurde mit 5 freien Parametern erzeugt und zeigt eine hervorragende
Ubereinstimmung mit den Messdaten.

schwindigkeit der Kugel zu bestimmen. Die analytische Ableitung von Gleichung

(3.6) lautet
a

2\/tg —t
Auch sie besitzt eine Singularitét bei t = 3. In diese analytische Ableitung wur-
den die aus der Interpolation gewonnenen Koeffizienten tg, a;, as und a eingesetzt
und so die Ableitung berechnet. Auf diese Art kann eine glatte Geschwindigkeits-
kurve aus den Kugeltrajektorien bestimmt werden, die nicht durch numerische
Artefakte verrauscht ist. Abbildung 3.7 zeigt die Geschwindigkeitskurve zu den
Daten aus Abbildung 3.5 und vergleicht sie zusétzlich zur Verdeutlichung mit ei-
ner Geschwindigkeitskurve aus der numerischen Differentiation. Die glatte Kurve
stellt also keine Anpassung an die numerischen Daten dar, sondern wurde analy-
tisch berechnet aus der Interpolation der experimentellen Daten.

Nach der Stokesschen Gleichung (3.5) wird aus der Geschwindigkeit & der
Kugel im Abstand x vom Magneten in Abhéngigkeit vom angelegten Strom I die
jeweils wirkende Kraft F'(z,I) bestimmt. Diese Kraftkalibration kann als Kraft-
Abstand-Kurve und als Kraft-Strom-Kurve fiir die Kugelsorte verwendet werden.
Die verwendeten Kalibrationskurven sind in Abbildung 3.8 dargestellt. Abbildung
3.8A zeigt die Relation zwischen Kraft und Abstand zum Magneten. Die erzeug-
ten Kréfte nehmen in der Nahe des Magneten stark zu, was nicht iiberrascht,
wenn man sich die Simulation der Feldstéirke in Abbildung 3.2 vergegenwértigt.
Im Gegensatz dazu erkennt man in Abbildung 3.8B eine lineare Abhéngigkeit
zwischen Kraft und Strom bei konstantem Ort. Dieser lineare Zusammenhang
lasst sich durch ein konstantes, gesattigtes magnetisches Dipolmoment der Ku-

#(t) = a1 — +[2a51]. (3.7)
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Abbildung 3.7: Die Ergebnisse der Differentiation aus der Eichkurve in Abbildung 3.5
sowohl aus der numerischen Berechnung als auch aus der analytischen Formel von
Gleichung (3.7).

gel erklaren, das sich im Gradienten eines inhomogenen Magnetfeldes befindet
(vgl. Abschnitt 3.2). Uberraschend ist jedoch, dass dieser lineare Zusammenhang
bereits ab Stromstiarken von 250 mA zu erkennen ist. Nach den Messwerten in
Abbildung 3.4 ist bei diesem Strom das Magnetfeld noch nicht stark genug, um
die Séttigung der Kugeln hervorrufen zu konnen (vgl. Séttigungsmagnetisierung
der Kugeln in Abbildung 3.3). Jedoch darf nicht aufer Acht gelassen werden,
dass die Messung der Feldstérke nur einen mittleren Wert wiedergibt, da die Pro-
benfliche der verwendeten Hallsonde eine GréfSie von 2 mm? hatte. Die lokalen
Feldstédrken konnen also durchaus zur maximalen Magnetisierung ausreichen.

Die fiir kleine Stromstérken erwartete quadratische Abhéngigkeit wurde durch
eine weitere Kalibration bei Stromstérken kleiner als 250 mA bestétigt (Uhde
2003). Zusammen mit den Daten der oben prisentierten Kalibration ergibt sich
der Ubergang vom quadratischen in den linearen Bereich der Kraftabhingigkeit
bei einer Stromstérke von etwas mehr als 250 mA.

Der lineare Zusammenhang zwischen Kraft und Strom, der bei 250 mA be-
ginnt, ist nicht unbegrenzt giiltig fiir alle Strome I > 250 mA. Er gilt nur bis
zu einer Stromstirke I =1,75 A. Ab dieser Stromstéirke nimmt die Kraft nicht
mehr weiter zu, sondern bleibt konstant fiir alle weiteren Strome I > Ig. Wie bei
der Darstellung des Magnetfeldes in Abhéngigkeit des Stroms in Abbildung 3.4
zu erkennen, beginnt ab dieser Stromstéarke die Séttigung des Magnetkerns. Jede
weitere Verstarkung des Stroms kann also das Magnetfeld des Eisenkerns nicht
mehr erhchen, da dieser bereits maximal magnetisiert ist.

Es liegen der Kalibration pro Stromstédrke jeweils Messungen von 3 bis 5
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Abbildung 3.8: Die Kalibrationskurven zeigen deutlich die starke Abh#ngigkeit der
erzeugten Kraft vom Abstand zum Magneten. Im Gegensatz dazu ist die Relation
zwischen Kraft und Strom an allen Positionen zum Magneten linear.
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Abbildung 3.9: Die Kalibrationskurven zeigen fiir grofle Stréme ein Sattigungsver-
halten. Ab 1,75 A &ndern sich die erzeugten Kréfte nicht mehr, da der Eisenkern des
Magneten dann maximal magnetisiert ist.

Kugeln in einem Bereich bis 150 ym Abstand zum Magneten! zugrunde, aus
denen fiir jeden Strom ein Mittelwert gebildet wurde. Die Standardabweichung,
die sich aus der Streuung um die Mittelwerte ergibt, ist in Abbildung 3.8 als Fehler
aufgetragen. Da nicht alle Kugeln iiber die komplette Distanz beobachtet wurden,
ergeben sich z.T. Spriinge im Mittelwert der Kraftkurven, die jedoch innerhalb
der Standardabweichung liegen. Der Ubersichtlichkeit halber sind in Abbildung
3.8 nur einige Kurven mit Standardabweichung dargestellt. Abbildung 3.9 zeigt
alle Kraftkurven ohne Standardabweichung.

Wie aus der Kalibration ersichtlich, kénnen mit diesem Aufbau in der Nédhe
des Magneten Kréfte bis zu 20nN erzeugt werden. Diese Kréfte sind im Vergleich
zum urspriinglichen Aufbau von Ziemann (1997) sogar noch um einen Faktor 2
grofler, was an der leicht verdnderten Form des Magnetkerns liegen muss.

!Dieser Abstand entspricht dem Sichtfeld am Axiovert 10 mit einem 40x0,75 Luft-Objektiv
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3.5 (Genauigkeit der Kalibration

Ziemann (1997) erlautert und begriindet ausfiihrlich die limitierenden Faktoren
fiir die Genauigkeit der Messmethode. Es zeigt sich, wie auch aus der Kalibrati-
on ersichtlich, dass die homogene Dispersion des Kugelradius die deutlich grofite
Ungenauigkeit in der Eichung erzeugt, wenn quantitative Mittelwerte aus Experi-
menten mit mehreren Magnetkugeln der gleichen Charge ermittelt werden sollen.
Wie an den Standardabweichungen in Abbildung 3.8 zu erkennen ist, erfahren
die Kugeln leicht voneinander abweichende Kréfte an gleichen Orten und bei
gleichen Strémen. Bedenkt man, dass kleine Anderungen des Kugelradius aber
in der dritten Potenz ins Volumen und damit auch in die Masse magnetischen
Materials eingehen, dann sind diese Abweichungen verstiandlich. Dynal gibt die
relative Streuung des Kugelradius mit AR/R = 3% an. Das bedeutet fiir das
Volumen eine Genauigkeit von ca. 10%, was mit den gemessenen Standardabwei-
chungen iibereinstimmt. Schon kleine Schwankungen im Kugelradius haben so
deutlichen Einfluss auf die erzeugte, magnetische Kraft.

Priziser messen lassen sich relative Anderungen in der viskoelastischen Ant-
wort ein und derselben Kugel. Da hier der Kraftiibertrager nicht wechselt, gibt
es auch keine Schwankungen in der Menge des magnetischen Materials. Die Ge-
nauigkeit ist nur noch von der exakten Bestimmung der Kugelposition abhéngig.
Genau betrachtet ist dabei die absolute Kugelposition, die von den bekannten
optischen Kriterien der Auflosung bestimmt wird, nicht von Bedeutung, sondern
die relative Verschiebung von einem Bild zum néchsten. Diese kann durch die
Bildverarbeitung auf mindestens 0,050 um genau gemessen werden. Die typischen
Verschiebungen durch die duflere Kraft betragen 0,5-1 um. Es ergibt sich also ein
maximaler Messfehler von Az /z < 10 %.
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Kapitel 4

Bildverarbeitung

Um Bilder, die vom Mikroskop aufgenommen wurden, quantitativ mit einem
Rechner zu analysieren, gibt es verschiedene Programme und Routinen. Ob-
wohl die der Bildverarbeitung zugrunde liegenden Prinzipien und Algorith-
men bereits in fritheren Arbeiten mehrfach erlautert und beschrieben wurden
(Ziemann 1997, Schmidt 1999, Bausch 2000, Dichtl 2001), sollen sie auch hier
kurz erwahnt und skizziert werden, da sie grundlegend die quantitative Auswer-
tung der Experimente ermoglichen.

4.1 Die Software Open Box

Um die Bilder eines Mikroskops auf einem Computer zu verwerten, entwickel-
te J. Schilling das Bildverarbeitungsprogramm Open Box (Schilling 1999, Kel-
ler et al. 2001). Diese Software unterstiitzt direkt eine am Mikroskop montierte
CCD-Kamera C 4880-80 (Hamamatsu, Herrsching), deren Bildinformation als
10bit-Signal an den Rechner weitergeleitet und dort gespeichert wird. Ein Bild
dieser Kamera besitzt maximal 2! = 1024 Grauwerte, was eine Steigerung der
Bildinformation gegeniiber &lteren Systemen darstellt (8bit-Kamera, entspricht
256 Graustufen). Durch direktes Speichern der Bilder auf dem Rechner ist die
Bildfrequenz nicht mehr vom Speichermedium abhéngig, wie das bei einem Vi-
deorekorder der Fall ist. Statt dessen héngt die Bildrate nur noch von der Ge-
schwindigkeit des Rechners und der Grofle der Bilder (Grofle der Datenmenge)
ab.

Um die Bildgréfie zu reduzieren (und so die Bildrate zu steigern), ist es bei
der verwendeten Kamera moglich, nur einen Teil des Kamera-Chips auszulesen.
Beschrinkt sich der interessante Bereich des Experiments auf einen Ausschnitt
des gesamten Bildes, kann die Bildgréfie so ohne Informationsverlust verringert
werden. Auflerdem kann sogenanntes binning' eingesetzt werden, ein Aufnah-
memodus, der die Werte von 2 x 2 (oder 4 x 4) Bildpunkten (Pixel) zu einem

Lengl. bin — der Behilter, offene Kasten
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A Bildausschnitt B 3D-Darstellung des Bildes

Abbildung 4.1: Intensitéitsprofil einer Kugel. In Abbildung 4.1A kann man deutlich
einen dunklen Ring erkennen, der das Profil der Kugel nicht wie eine Gauflkurve er-
scheinen ldsst. Trigt man die Intensitdtswerte jedoch dreidimensional auf, ist gut zu
erkennen, dass diese Abweichung vernachlissigbar ist und das Profil doch gut durch
eine Glockenkurve beschrieben werden kann.

Bildpunkt zusammenfasst. Durch diese Mittelung nimmt zwar die laterale Auf-
l6sung des Bildes ab, die Lichtausbeute verbessert sich jedoch, was speziell fiir
Fluoreszenzmikroskopie von Interesse ist. Zusétzlich sinkt die Datengrofie pro
Bild auf ein Viertel (ein Sechzehntel) des urspriinglichen Wertes. Durch die Ver-
kleinerung des Bildes durch binning oder durch die Auswahl eines Bildausschnitts
kann die Bildrate gesteigert werden, da die Datenmenge pro Bild kleiner gewor-
den ist. Es konnen so problemlos Bildraten von bis zu 8msec pro Bild bzw. 125Hz
erreicht werden (zum Vergleich: bei einer Videokamera ist die Bildrate 40 msec
bzw. 25 Hz).

Fiir den Magnetic-Tweezers-Aufbau ist die exakte Kenntnis des gerade in
der Spule flielenden Stromes eine entscheidende Groflie. Darum wird ein dem
Strom proportionales Spannungssignal vom Verstéarker iiber einen analog-digital-
Wandler (AD-Karte) in den Rechner eingelesen. Jedem Bild, das der Rechner
auf der Festplatte abspeichert, wird der aktuelle Spannungswert des Verstéirkers
zusétzlich als numerische Bildinformation beigefiigt und kann als solche bei der
Kugelnachverfolgung wieder ausgelesen werden.

4.2 Digitale Kugelnachverfolgung

Um aus den Bildern des Mikroskops numerische Werte zu erhalten, wurden in die
Software Open Box zwei Algorithmen implementiert, die die Koordinaten von Ku-
geln bestimmen. Die Kugeln sind dabei als charakteristische Grauwerte im Bild
sichtbar. Die eine der beiden Routinen passt eine Gauflkurve an diese Grauwerte
des Bildes an, die andere bestimmt die Anderung des Ortes einer Intensitéitsver-
teilung iiber die Korrelation der beiden Bilder.
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Nachverfolgung durch Gaufikurve

Bei der Nachverfolgung von Objekten in digitalen Bildern wird versucht, charak-
teristische Helligkeitsverteilungen mit einer numerischen Kurve zu beschreiben
und die Objekte so in aufeinander folgenden Bildern zu identifizieren. Im Fall von
kleinen Partikeln eines Durchmessers von mehr als 1 ym, konnen die Grauwer-
te der Kugel durch eine Gaufische Glockenkurve genédhert werden. Das Beispiel
einer Magnetkugel in einem Mikroskopbild ist in Abbildung 4.1A gezeigt. Die
dreidimensionale Darstellung, in der die Grauwerte an die z-Achse aufgetragen
sind (Abbildung 4.1B) verdeutlicht, dass eine Anpassung durch eine GauBkurve
sinnvoll ist und dem Profil der Kugel entspricht.

An die Grauwerte wird zur Nachverfolgung numerisch eine Gauflkurve ange-
passt und die Position der Kugelkoordinaten mit der Lage des Maximums der
GauBlkurve identifiziert. Dabei startet der Anpassungsalgorithmus an einer vom
Benutzer durch Mausklick vorgegebenen Stelle mit der Suche nach dem Maxi-
mum. Ist das Maximum im Bild gefunden, wird der Wert in einer Datei abge-
speichert. Im folgenden Bild startet der Algorithmus in der gerade gefundenen
Position und fiihrt erneut eine Anpassung an die im neuen Bild verdnderte Grau-
werteverteilung aus. Die Nachverfolgung durch diese Prozedur kann also nur er-
folgreich sein, wenn sich die Kugel von einem Bild zum néchsten um weniger als
die Flache bewegt wird, an die der Algorithmus die Glockenkurve anpasst.

Nachverfolgung durch Korrelation

Eine Alternative zum oben beschriebenen Verfahren zur Objektverfolgung durch
ein Gaufprofil ist vor allem dann nétig, wenn sich das fragliche Objekt vor einem
sehr heterogenen Hintergrund befindet, in dem der Algorithmus eventuell andere
Maxima finden konnte, die dann als falsche Kugelposition wiedergegeben werden.

Zu diesem Zweck wurde von J. Schilling ein weiterer Nachverfolgungsalgo-
rithmus entwickelt, der versucht, eine vorgegebene, aber beliebige Grauwertever-
teilung im Bild zu identifizieren. Zu diesem Zweck werden die Grauwerte des
Helligkeitsprofils mit den Werten eines Bildbereichs gleicher Grofle korreliert.
Der Korrelationsbereich des Bildes wird nun um einen Bildpunkt verschoben und
die Korrelation erneut berechnet und dieser Vorgang solange wiederholt, bis das
ganze Bild abgerastert wurde. An der Stelle der groBten Ubereinstimmung des
Bildes mit dem gesuchten Helligkeitsprofil besitzen die Korrelationswerte ein Ma-
ximum. Dieses Maximum wird nun als neue Position des Profils identifiziert. Das
Verfahren ist in Abbildung 4.2 skizziert.

Die Partikelnachverfolgung durch den Korrelationsalgorithmus hat gegeniiber
der oben beschriebenen Nachverfolgung durch eine Gauflkurve den Vorteil, dass
sie, unabhéngig von der speziellen Form des Grauwerteprofils eines Objektes,
dieses nachverfolgen kann. Wichtig ist jedoch, dass das Profil charakteristisch
ist und sich im Laufe des Experiments nicht oder nur unwesentlich verdndert.
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gesuchtes Profil Bild mit unbekannter Abrastern mit Korrelations-
Position des Profils bestimmung AN

Abbildung 4.2: Skizze des Vorgehens zur Nachverfolgung durch Korrelation. Das
Profil links soll im Bild in der Mitte gefunden werden. Dazu wird nun der Reihe nach
das Profil mit Ausschnitten des Bildes korreliert. An der Stelle, an der im Bild das Profil
wieder auftritt, bekommt der Wert der Korrelation ein Maximum. Dieses Maximum
wird als Position des Profils im Bild identifiziert.

Das Verfahren hat den Nachteil, das die Nachverfolgung mehr Rechenzeit be-
ansprucht im Vergleich zu einer Nachverfolgung mit Hilfe des Gauflalgorithmus,
also a priori langsamer ist. Ein weiteres Manko der Korrelationsmethode ist, dass
Software-bedingt in einem Arbeitsgang nur eine Kugel nachverfolgt werden kann.
Da héaufig mehrere Kugeln in einem Bild beobachtet werden, wenn z.B. neben
magnetischen auch unmagnetische Kugeln als Sonden eingesetzt werden, erhéht
die Verwendung der Korrelationsmethode den Zeitaufwand erheblich, da der Al-
gorithmus fiir jede einzelne Kugel wiederholt werden muss. Die Nachverfolgung
durch den Korrelationsalgorithmus wurde deshalb nur verwendet, wenn eine Ver-
folgung mit Hilfe des Gauflalgorithmus fehlschlug.

Ergebnis der Nachverfolgung

Die durch die Nachverfolgung gewonnenen numerischen Werte der z- und y-
Koordinate werden zusammen mit weiteren Informationen der Bilder als Text-
Datei auf dem Rechner abgespeichert. Als weitere Informationen kénnen dabei
verwendet werden: die Information iiber einen durch die Probenspule flieSenden
Strom (entspricht dem anliegenden Magnetfeld); der Index (d.h. Bildnummer)
des Bildes im laufenden Film und die Uhrzeit, zu der das jeweilige Bild abgespei-
chert wurde (in Millisekunden ab 0.00 Uhr). Weitere mégliche Daten, die durch
Open Box ausgelesen und abgespeichert werden konnen, sind z.B. die mittlere
Helligkeit in einem ausgewihlten Gebiet.

In Abbildung 4.3 ist das Beispiel der Trajektorie einer unmagnetischen Ku-
gel dargestellt. Die Kugel, die einen Durchmesser von 2 um besitzt, wurde iiber

46



25

20

y [um]

15

Abbildung 4.3: Beispiel der Trajektorie einer 2 pm Kugel, die durch digitale Nach-
verfolgung bestimmt wurde. In diesem Beispiel wurde die Kugel durch den Gauflalgo-
rithmus nachverfolgt.

7 Minuten 37 Sekunden mittels des GauBalgorithmus nachverfolgt. Das Mikro-
skopbild der Zelle in der Abbildung ist die erste Aufnahme der Bildsequenz. Die
Trajektorie der Kugel, die durch Fibronektin an die Zelloberflache gebunden ist,
verdeutlicht die dynamische Natur einer lebenden Zelle: auch ohne dufleren Ein-
fluss wird die unmagnetische Kugel auf der Zelle bewegt und verbleibt nicht am
selben Ort.

Genauigkeit der Ortsbestimmung

Interessant ist die Genauigkeit, mit der die oben beschriebenen Algorithmen die
Kugelposition bestimmen. Diese ist nicht durch das optische Auflésungvermogen
des Mikroskops bestimmt, sondern durch die Anzahl der im Bild vorhandenen
Grauwerte. Theoretisch ist bei 1024 Grauwerten eine Verschiebung eines Profils
um 1/1024 Pixel detektierbar (Subpixelauflosung, siehe Ziemann 1997). Dies gilt
aber nur, wenn sich die Helligkeit im Bild sonst nicht verindert, was bei der
Beobachtung lebender Zellen nicht vorausgesetzt werden kann.

Experimentell wurde die Prézision der Ortsauflosung durch den GaufBalgo-
rithmus an Kugeln bestimmt, die in Epoxyharz immobilisiert wurden (Ziemann
1997). Die Position einer so mit Video aufgenommenen Kugel wurde in = bzw. y
auf 4nm bzw. 1 nm genau bestimmt. Werden bewegte Objekte beobachtet, deren
Helligkeitsverteilung durch die Bewegung leicht schwankt, ist die Ortsauflésung
natiirlich geringer. Die Streuung der Daten in den Experimenten dieser Arbeit
zeigt eine Genauigkeit, die je nach verwendetem Objektiv zwischen 10 nm und
50 nm liegt.
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Kapitel 5

Rheologie — die Lehre der
Viskoelastizitat

In der klassischen Physik unterscheidet man perfekte Festkorper, die sich unter
Krafteinfluss reversibel deformieren und die geleistete Arbeit speichern (Hook-
sches Gesetz), und newtonsche Fliissigkeiten, die unter Krafteinfluss die geleistete
Arbeit zu 100% dissipieren. Viele Biomaterialien und Polymere zeigen, wenn sie
aufgrund duBlerer Einfliisse wie Scherung und Druck deformiert werden, sowohl
elastische Eigenschaften (wie ein Festkorper) als auch viskose Beitrage (wie eine
newtonsche Fliissigkeit). Dieses Verhalten nennt man viskoelastisch. Ublich ist
dabei die Unterscheidung des viskoelastischen Festkorpers, dessen Deformation
unter konstanter Spannung fiir lange Zeiten einen konstanten Wert annimmt, und
der viskoelastischen Fliissigkeit, deren Deformation auch fiir lange Zeiten weiter
zunimmt.

Im folgenden sollen die wichtigsten Gesetze aus der Elastizitédtslehre und der
Rheologie, die das Verhalten von viskoelastischen Kérpern beschreiben, kurz zu-
sammengefasst und erldutert werden. Sie sind den Biichern von Landau und Lif-
schitz (1970), Ferry (1980) und Tschoegl (1989) entnommen.

5.1 Lineare Viskoelastizitat

Ein deformierter Korper besitzt linear viskoelastische Eigenschaften, wenn die die
Verzerrung des Korpers beschreibende Gréfien Deformation «, Scherspannung o,
Kriechkomplianz J und Relaxationsmodul G das Superpositionsprinzip erfiillen.
Formal kann das durch die Gleichungen der linearen Viskoelastizitdat ausgedriickt
werden:

ot) = / Gt — ) 4(#) dt’ (5.1a)

48



t

V() = /J@—ﬂﬂﬂﬁ’ (5.1b)

—00

Der Relaxationsmodul G(¢) und die Kriechkomplianz J(t) sind zwei korrespon-
dierende Groflen eines Korpers. Den Gleichungen (5.1a) und (5.1b) liegt die Idee
zugrunde, dass sich Effekte, die durch nacheinander auftretende Anderungen im
Korper erzeugt werden, addieren. Der Relaxationsmodul und die Kriechkompli-
anz stellen somit eine Art Erinnerungsvermdégen dar, das wiedergibt, was bis
zu einem Zeitpunkt ¢ in einer Probe passiert ist. Die beiden Grofien sind nicht
unabhéngig voneinander, sondern bedingen sich: kennt man Relaxationsmodul
oder Kriechkomplianz kann die jeweils andere Grofle berechnet werden durch die
Identitat

/G@—ﬂﬂﬂ#zt (5.2)

Das Verhalten unter bekannter, jedoch beliebiger &duflerer Deformation bzw.
Scherspannung kann, falls der Relaxationsmodul G(t) bzw. die Kriechkomplianz
J(t) bekannt sind, durch die Losung der Gleichungen (5.1a) bzw. (5.1b) vor-
hergesagt werden, was in Kapitel 7 zur Anwendung kommt. Die Kriechkomplianz
muss dabei, um physikalisch sinnvoll zu sein, eine stetig wachsende Funktion sein.
Wiirde zu irgendeinem Zeitpunkt gelten J(¢) < J(tp) mit ¢; > to, bedeutete das
eine negative Deformation als Reaktion auf eine positive Kraft, was physikalisch
nicht moglich ist. Entsprechendes gilt fiir den Relaxationsmodul G(t), dieser muss
eine stetig fallende Funktion sein.

In Gleichung (5.1a) sind die Grenzfille rein viskosen und rein elastischen Ver-
haltens enthalten: fiir einen perfekt elastischen Korper gilt G(¢) = const., da
induzierte Spannungen nicht relaxieren konnen. Es ergibt sich dann

t

o(t) = G/ﬁ(t’)dt’

o) = G-y (5.3)

Das ist das Hookesche Gesetz der Elastizitdt: die Dehnung v eines Kérper ist
proportional zur anliegenden Spannung o.

Durch G(t) = nd(t) wird ein Korper beschrieben, der instantan relaxiert und
keine inneren Spannungen aufbaut, also perfekt viskos ist. Die Gleichung (5.1a)
beschreibt dann das Newtonsche Gesetz viskoser Fliissigkeiten:

a@._n/wwm—wﬁ/

—0o0

o) = ). (5.4)



Die Gleichungen (5.1a) und (5.1b) sind der Spezialfall fiir die eindimensionale
Scherung eines Korpers. Die allgemeine Form, eine Relation zwischen Spannungs-
und Verzerrungstensor, kann in den oben angegebenen Quellen gefunden werden.

5.1.1 Deformation durch eine konstante Scherspannung

Wird eine Probe innerhalb eines Zeitintervalls [ty — 7, ¢] einer konstanten Scher-
spannung ausgesetzt, die den Wert o(t) = oy fiir ¢ > ¢, erreicht, dann kénnen die
Integrationsgrenzen in der Gleichung (5.1b) ersetzt werden durch ¢ty — 7 und ¢,
da fiir alle Zeiten vorher und nachher ¢ = 0 erfiillt ist. Innerhalb der Integrati-
onsgrenzen kann ¢ = oo /7 fiir kleine 7 ersetzt werden.

t

%w:‘/m—wwwy

V) = /ﬂpw?w (5.5)

Nach dem Mittelwertsatz der Integralrechnung gibt es nun ein e zwischen 0 und
1, so dass gilt

WD) = It — 7)o — (f0 = 7)) 7
yt) = oo -J(t—tot+e-T)
v(t) = oo J(t—to)  fiir t > to. (5.6)

Die Deformation, die durch eine konstante Spannung hervorgerufen wird, ist also
direkt proportional zur Kriechkomplianz J(t), die somit eine direkt messbare
Grofle ist. Den Zeitpunkt ¢y, an dem die konstante Spannung beginnt, kann dabei
ohne Einschrankung zur Vereinfachung als Nullpunkt ¢y = 0 definiert werden:

J(t) = 2 (5.7)

Analog kénnte aus Gleichung (5.1b) der Relaxationsmodul bestimmt wer-
den, indem die Relaxation der Spannung nach konstanter Deformation gemessen
wiirde. Dieser zweite Fall wurde in der vorliegenden Arbeit aber nicht verwendet.

5.1.2 Deformation durch einen Rechteckpuls

Eine einfache Erweiterung der Deformation durch eine konstante Kraft ist die
Scherdeformation durch einen Rechteckpuls. In diesem Fall wird zu einer Zeit t,
innerhalb einer sehr kurzen Zeit 7 eine konstante Scherspannung an das Medium
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angelegt, die zu einer spéiteren Zeit t; wiederum innerhalb des kurzen Intervalls
7 erneut auf null abfillt. Die Deformation im Zeitintervall ¢ty < ¢ < t; wird durch
Gleichung (5.6) beschrieben. Fiir Zeiten t > t; kommt jedoch ein weiterer Beitrag
zur Deformation hinzu: Im Zeitintervall [(¢; —7), t1] wirkt die Spannungsénderung
0 = —0y/T, es ergibt sich analog zu Gleichung (5.6) fiir ¢ > ¢,

t

V() = / It — )6 (#)dt

to t1
Nt = /J(t—t’)@dt’+/J(t—t’)_—a‘)dt’
T T
to—T t1—7

V() = oo J(t—to) — oo J(t — 1)) (5.8)

Am Ende eines Reckteckpulses wiederholt sich also nicht einfach die Auslenkung
in negative Richtung, sondern es findet eine Uberlagerung statt zwischen einer
Deformation durch eine Spannung oy und einer zweiten Deformation durch die
Spannung —og, die zu einem spéteren Zeitpunkt begann.

5.1.3 Deformation durch eine Treppenfunktion

Wird anstelle eines Rechteckpulses eine treppenférmige Scherspannung an ein
viskoelastisches Medium gelegt, kann die Gleichung (5.1b) analog zum oben be-
schriebenen Fall des Rechteckpulses gelost werden, sofern die Voraussetzung von
linearer Viskoelastizitit erfiillt ist. Das Integral in (5.1b) kann dann zerlegt wer-
den in die einzelnen Anteile kurz vor und nach einer Spannungsénderung. Wenn
zur Zeit t; die Spannungsénderung innerhalb des Zeitintervalls 7 erfolgt, so lésst
sich schreiben:

t

V() = / J(t—t)e(t)dt’

Dabei steht O(t — ;) fiir die Stufenfunktion (engl. heavy-side function), deren
Wert 0 ist fiir ¢t < ¢; und 1 fiir ¢ > ¢;. Ao; ist die Differenz, um die sich die Span-
nung o am Zeitpunkt ¢; dndert. Ist diese Spannungsédnderung jeweils identisch
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und bezeichnet man diesen Wert mit Ao, vereinfacht sich Gleichung (5.9) zu
V() =Ac- Y J(t—t;) Ot —t). (5.10)

Dabei kann Ao auch negative Werte annehmen, wie im Beispiel des Rechteck-
pulses gezeigt wurde. Die Deformation eines viskoelastischen Korpers auf eine
treppenférmige Spannung entspricht also einer Summe gebildet aus der Kriech-
komplianz des Korpers mit sich selbst, die jeweils zeitlich um die Lénge einer
Stufe verschoben ist.

Besteht eine solche Treppenfunktion aus n Stufen der Lange T, so ist es ent-
sprechend moglich, aus der beobachteten Deformation iterativ die Werte der zu-
grunde liegenden Kriechkomplianz fiir die Lénge n - T zu bestimmen, die der
Antwort des Korpers auf eine konstante Spannung der Starke Ao und der Dauer
n - T" entspricht. Wird die Lénge einer Stufe als ¢, bezeichnet und beginnt der
Treppenpuls bei ¢ = 0, so gilt nach Gleichung (5.10) die rekursive Beziehung

t
0<t<t01 J0:J<t>:w

Fy
t
to <t <2t : JIZJ(QZ&—Jl
Fy
t
2ty <t < 3ty - JQ::J(t>:&_J1—J2
Fy
n 7y a i

Durch diese Rekursion kann die Kriechkomplianz eines Korpers aus der Defor-
mation eines Treppenpulses berechnet werden.

5.1.4 Deformation durch eine linear ansteigende Kraft

Ist die Kriechkomplianz einer Probe bekannt, kann die zeitabhédngige Deformation
aufgrund einer linear ansteigenden Spannung relativ einfach durch Gleichung
(5.1b) berechnet werden. Denn die zeitliche Anderung der Spannung & ist in
diesem Fall konstant und Gleichung (5.1b) wird zu

t

v(t) = /J(t—t’)d(t’)dt’

v(t) = dl/J(t—t’) dt’, (5.12)
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wenn der lineare Anstieg bei ty = 0 beginnt. Liegt die Kriechkomplianz analy-
tisch vor, kann nach Gleichung (5.12) die Deformation berechnet werden, sofern
das Integral 16sbar ist. Ist die Kriechkomplianz aus einem Experiment durch An-
legen eines konstanten Spannungspulses bekannt (vgl. Abschn. 5.1.2), kann die
Beziehung (5.6) in Gleichung (5.12) eingesetzt werden:

t

t—t
w(t) = m/Mdt’ (5.13)
0o
0
Durch diese Gleichung kann aus der Deformation 7, der konstanten Spannung
die verdnderte Deformation 7; durch die linear ansteigende Spannung numerisch

berechnet werden.

5.1.5 Deformation durch eine Dreieckfunktion

Als letztes Beispiel soll die Deformation durch eine Dreieckfunktion besprochen
werden. In diesem Fall steigt die Spannung o linear bei ¢ = 0 mit der Steigung
+04 an bis zu einem Zeitpunkt ¢, ab da fillt die Spannung wieder linear ab mit
der Steigung —ao,. Es gilt also

+0y 0<t< to
Galt) = —64 fiir ty <t < 2t (5.14)
0 sonst

Das Faltungsintegral in Gleichung (5.1b) lasst sich nun fiir Zeiten t > t, nicht
mehr einfach analytisch 16sen, auch wenn J(t) analytisch bekannt wére. Jedoch
ist es moglich, die Integration numerisch auszufiihren.

Ist die Deformation v durch eine konstante Spannung aus einem anderen Ex-
periment bekannt, so kann diese dazu genutzt werden, um durch Gleichung (5.6)
die Deformation 4 des Korpers durch eine dreicksformige Kraft zu berechnen.

t

Yult) = / il — 1)

0

a(t)
0o

dt (5.15)

In diesem Fall geht die Kriechkomplianz selbst gar nicht mehr explizit in die
Rechnung ein.

5.2 Mechanische Elemente zur Beschreibung
von Viskoelastizitit

Viskoelastizitét kann durch mechanische Schaltkreise modelliert werden. Eine Fe-
der (engl. spring) iibernimmt dabei die Rolle einer Elastizitét k, die der Gleichung
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A Feder B Dampfung

Abbildung 5.1: Die mechanischen Elemente zur Beschreibung viskoelastischer Sys-
teme. Die Feder beschreibt die elastischen Anteile eines viskoelastischen Korpers, in-
dem jede Feder dem Hookeschen Gesetz (Gleichung (5.3)) gehorcht. Die Dédmpfung
beschreibt die viskosen Anteile eines Korpers durch Newtonsche Reibung (Gleichung

(5.4)).

(5.3), dem Hookeschen Gesetz, geniigt. Eine Dampfung (engl. dashpot) der Visko-
sitdt n gehorcht der Gleichung (5.4), dem Newtonschen Gesetz fiir Fliissigkeiten.
In Abbildung 5.1 sind die beiden Elemente graphisch dargestellt. Mit Hilfe die-
ser mechanischen Elemente lasst sich das viskoelastische Verhalten eines Korpers
phédnomenologisch beschreiben, allerdings ohne genaue Kenntnis der mikroskopi-
schen Ursachen fiir dieses Verhalten zu erlangen.

Die beiden mechanischen Elemente Feder und Dampfung konnen beliebig
kombiniert werden, um die viskoelastischen Eigenschaften eines Mediums zu be-
schreiben. Ahnlich den Kirchhoffschen Regeln im elektrischen Kreis gelten be-
stimmte Bedingungen fiir Deformation und Scherspannung in einem mechani-
schen Schaltkreis, der aus den Elementen gebildet wird. Sind die mechanischen
Elemente parallel angeordnet, miissen ihre Deformationen ~; identisch sein, die
anliegende Spannung o ist die Summe der Einzelspannungen o; der jeweiligen
Elemente. Umgekehrt addieren sich bei einer Serien- bzw. Reihenschaltung die
Deformationen ~; der einzelnen Elemente, wiahrend die anliegende Spannung o
an allen Elementen gleich ist. Formal driicken sich diese Regeln in folgenden
Gleichungen aus:

¢ g = E UrL
( )

Reihenschaltung: “
T = Z Vi

Die beiden einfachsten Schaltkreise, die sich so aus den beiden mechanischen
Elementen bilden lassen, sind das sogenannte Maxwell-Element, bei dem Feder
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A Maxwell-Element B Kriechkomplianz und Relaxationsmodul des Maxwell-
Elements

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung eines Maxwell-Elements. Das Maxwell-
FElement besteht aus der Reihenschaltung einer Feder und einer Démpfung. Rechts
sind die Kriechkomplianz J und der Relaxationsmodul GM des Elements dargestellt.

und Dampfung in Reihe sind, und das Voigt-Element (auch Kelvin-Voigt-Element
genannt), bei dem die beiden Elemente parallel geschaltet sind.

Das Maxwell-Element, dargestellt in Abbildung 5.2A, dient vor allem zur
Beschreibung einer Spannungsrelaxation nach konstanter Deformation eines
Korpers. Besitzt die Feder die Elastizitdt k; und der Dampfer die Viskositéit n;,
so ergeben sich aus den Regeln (5.16) fiir Kriechkomplianz J (¢) und Relaxati-
onsmodul GM (t)

JMA) = kT t/m (5.17)
GM(t) = kexp|—t/z], (5.18)

wobei 7; = n;/k; die charakteristische Relaxationszeit des Schaltkreises ist. Nach
dieser Zeit ist die Spannung auf den e-ten Teil des Ausgangswertes abgefallen. Ab-
bildung 5.2B zeigt die Kriechkomplianz und den Relaxationsmodul des Maxwell-
Elements graphisch. Sowohl JM(¢) als auch G™(t) lassen sich anschaulich in-
terpretieren, wenn man bedenkt, dass JM(t) der Deformation unter konstanter
Spannung und GM(t) der Spannung unter konstanter Deformation entspricht.
JM(t) zeigt einen instantanen Sprung durch die deformierte Feder (infinitesimal
schnelle Auslenkung) und dann lineares FlieBen durch die Deformation der Visko-
sitdt. Dieses Flieflen ist charakteristisch fiir eine einzelne Dampfung, die in Reihe
ist mit allen weiteren Elementen eines Schaltkreises. Unter konstanter Auslen-
kung wiederum relaxiert die Spannung in der Feder durch die Deformation der
Dampfung.

Das Voigt-Element ist in Abbildung 5.3A gezeigt. Es dient zur Beschreibung
der Deformation eines Korpers unter duflerer Spannung. Die Kriechkomplianz
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung eines Voigt-Elements. Das Voigt-Element
besteht aus der Parallelschaltung einer Feder und einer Diémpfung. Rechts sind die
Kriechkomplianz J" und der Relaxationsmodul GV des Elements dargestellt.

JV(t) und der Relaxationsmodul GV (¢) nehmen folgende Ausdriicke an:

JV() = kY1 —exp /) (5.19)
GY(t) = Kk (5.20)

Wieder ist 7; = n;/k; die charakteristische Zeit im System. Sie wird als Retardati-
onszeit bezeichnet, d.h. als Zeit, in der die Auslenkung abgebremst bzw. verzogert
wird.

Auch hier kénnen JV (¢) und GV (t) wieder anschaulich gedeutet werden. Bei
konstanter Spannung dehnt sich die Feder um v = o/k;, jedoch kann sie das
im Voigt-Element nicht unendlich schnell, sondern die Dehnung wird durch die
Démpfung verzogert. Unter konstanter Dehnung wird im Voigt-Element keine
Spannung abgebaut, da in diesem Element nichts relaxieren kann, ohne dass die
Auslenkung sich d&ndern wiirde.

5.3 Numerische Berechnungen von viskoelasti-
schen Groflen aus experimentellen Daten

5.3.1 Bestimmung der Kriechkomplianz aus einer gemes-
senen Auslenkung

Wie im Abschnitt 5.1 erlautert, ist die viskoelastische Antwort auf einen recht-
ecksformigen Kraftpuls direkt proportional zur Kriechkomplianz J, die als cha-
rakteristische Grofle das Verhalten des untersuchten Materials darstellt. In den
Experimenten der vorliegenden Arbeit ist die Auslenkung Ax einer mikroskopi-
schen Kugel durch digitale Bildverarbeitung direkt messbar. Um die Werte der
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Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der Deformation einer diinnen, viskoelas-
tischen Schicht der Dicke h. Die Kraft F' greift in der Mitte der Adhésionsscheibe der
Kugel an. Die Deformation fillt bis zum Abschirmradius r, auf Null ab.

Auslenkung Ax in J exakt umrechnen zu kénnen und nicht nur qualitativ zu
diskutieren, miissen zunéchst die Proportionalitéitskonstanten bestimmt werden,
die in diese Beziehung eingehen. Dies geschieht ausgehend von der Bewegungs-
gleichung einer Kugel, die an einer zwei-dimensionalen viskoelastischen Schicht
der Dicke h gebunden ist. Diese Gleichung lautet:

m- (1) + gun(t) - () + gon(t) - 2(t) = (1) (5.21)

In dieser Gleichung steht zunéchst der Tragheitsterm m - &, der wegen der gerin-
gen Masse der Kugel jedoch vernachléssigt werden kann und im weiteren nicht
mehr diskutiert wird. Der zweite Term stellt den Reibungsterm dar, der durch
die Viskositidt der Probe bestimmt ist. g, ist der geometrische Vorfaktor dieses
Beitrags, n(t) ist die Viskositét. Diese ist zeitabhéngig, da es sich bei der un-
tersuchten Probe nicht um eine newtonsche Fliissigkeit handelt, sondern um ein
viskoelastisches Material, das auf verschiedenen Zeitskalen durch unterschiedliche
Viskositédten zu beschreiben ist. Aufgrund der viskoelastischen Natur muss auch
der Schermodul p(t), der die Elastizitat beschreibt, zeitabhéngig betrachtet wer-
den. g. ist wieder ein geometrischer Vorfaktor, der ebenfalls noch zu bestimmen
ist.

Als Grundlage zur Bestimmung der geometrischen Vorfaktoren g, und g, die-
nen die Uberlegungen von Ziemann (1997). Sie beruhen auf folgenden Annahmen
(vg. Abb. 5.4):

e Die Kugel ist mit einer kreisformigen Adhésionsscheibe des Radius r, die
in der homogenen, diinnen, viskoelastischen Schicht der Dicke h liegt, fest
verbunden.
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e Die Kraft F' wirkt im Zentrum der Adhésionsscheibe, also in der Ebene
der viskoelastischen Schicht. Eine Torsion der Kugel wird vernachléssigt.
Ohne Einschréankung wird die Richtung der Kraft entlang der z-Koordinate
gewahlt.

e Das Gesamtsystem ist grof§ gegen den Radius der Adhésionsscheibe ry.

e Einfliissse durch das die Kugel umgebende Medium (Puffer, extrazellulire
Matrix) werden vernachléssigt.

e Das Deformationsfeld soll in einer endlichen Entfernung vom Rand der
Adhésionsflache verschwinden. Diese Entfernung wird als Abschirmradius
r. bezeichnet.

Eine Skizze der Adhésionsscheibe in der diinnen, viskoelastischen Schicht ist
in Abbildung 5.4 gezeigt. Mit Hilfe dieser Annahmen (fiir die genaue Rechnung
vgl. Ziemann 1997) ldsst sich der Spannungszustand einer zweidimensionalen
elastischen Platte unter Einwirkung einer Punktkraft berechnen (Ziemann 1997,
Boulbitch 1999) und so der Faktor g. bestimmen. Man erhélt

16/5m
v=qg-h=— . h. 5.22
ge =9 In(ro/re) (5.22)
Der Faktor g, ldsst sich aus der Hydrodynamik eines umstromten Zylinders
abschétzen (vgl. Ziemann 1997). Gilt die Bedingung

i e(C—1/2)
4vr,

mit v der kinematischen Z&ahigkeit und C' der Eulerschen Konstante, die bei
den im folgenden gezeigten Experimenten erfiillt ist, so erhédlt man als geometri-
schen Faktor fiir die Langeneinheit eines Zylinders, dessen Achse senkrecht zur
Stromungsrichtung liegt (=Adhésionsscheibe in einer zweidimensionalen Ebene),
einen Vorfaktor g,, der gleich dem elastischen Faktor g, ist:

>

‘—lnr

4

16/57
In(re/re)

Die Beziehung zwischen Kugelauslenkung z(t) und J(t) lautet somit:

Go=9-h=— -h (5.24)

—16/57h

0= R/

x(t) mit ro < 7, (5.25)

Teilt man die Kriechkomplianz J(t) durch die Schichtdicke A, so erhdlt man
eine Oberflichenkomplianz. Im folgenden werden die Daten als Oberflachenkom-
plianz dargestellt, da dies im Fall der Zellhiille die tatséchlich gemessene Grofie
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ist. Nur zum Vergleich mit den Ergebnissen anderen Messmethoden wird die
Schichtdicke beriicksichtigt, um die Volumenkomplianz zu bestimmen. Im weite-
ren Verlauf der Arbeit werden deshalb zur Vereinfachung die Ausdriicke Ober-
flichenkomplianz und Komplianz synonym verwendet.

Wie im Kapitel 8 gezeigt wird, besitzt der Abschirmradius bei Endothelzellen
eine Grofle von 10 bis 11pm. Nimmt man fiir den Radius der Adhésionsscheibe den
Wert rg = 1 um an, was sicherlich eine obere Grenze darstellt, so bestimmt sich
der geometrische Vorfaktor damit zu g < 4 = O(1). Es ist also g nur geringfiigig
von 1 verschieden und wird im weiteren Verlauf der Arbeit deshalb zu 1 gesetzt.

5.3.2 Numerische Berechnungen des Relaxationsmoduls
aus der Kriechkomplianz

Erhdlt man aus einem Experiment die Kriechkomplianz J(t), ist durch Glei-
chung (5.2) damit auch der Relaxationsmodul G(¢) bestimmt. Allerdings kann
G(t) nicht analytisch aus Gleichung (5.2) berechnet, der Relaxationsmodul l4sst
sich aber numerisch bestimmen. Tempel (1996) beschreibt solch ein numerisches
Verfahren, das von Hopkins und Hamming entwickelt wurde. Dabei wird das In-
tegrationsintervall in Gleichung (5.2) in n Einzelintervalle aufgeteilt, so dass auf
jedem Subintervall i der Wert von G(t;) als konstant angenommen und vor das
Integral gezogen werden kann.

t

t = /G(t’)J(t—t’)dt’
0
tit1

= nz:/G(t’)J(t—t’)dt’

n—1 tita

= 3 Gltii) / It — )t (5.26)
i=0 ;.

wobei tg = 0, t, = t und t;112 = (tiy1 + t;)/2 gilt. Bei den experimentellen

Daten werden als Intervalle die Stiitzstellen der Kriechkomplianz J gewahlt, die

ebenfalls diskret und zusétzlich auf der Zeitskala dquidistant sind. So wird aus

Gleichung (5.26)

—_

n—

t=p Glliprp) {(J(t —tipa) + J(t = 1) (g2 — 1)} (5.27)

i

I
=)

So kann eine Rekursionsbezichung aufgestellt werden, aus der G(t) als Reihe
diskreter Werte bestimmt werden kann. Zur Vereinfachung der Formel wurde
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folgende Notation gewdhlt: G; = G(t;), J;—; = J(t; — t;)

2
G = 5.28
12 Jo+ I (5.282)

2, — 2?2—11 Gic12(Jn—i + Jn—i—1)) (ti — tiz1)
(JO + Jnf(nfl))(tn - tn—l)
2t, — Z?__ll Gio1/2(Jn—i + Jn—(i—1)) At

_ S EAWATY (5.28b)

Gn—1/2 =

wobei bei der letzten Umformung verwendet wurde, dass alle Messpunkte auf der
Zeitachse dquidistant im Abstand At liegen. J; ist die Nullkomplianz, also der
Wert von J(t) zur Zeit t = 0. Um diese Rekursion sinnvoll durchzufiithren, miissen
zwei Bedingungen durch J(t) erfiillt sein. J(t) muss eine stetig steigende Funkti-
on sein; ist dies nicht der Fall, konvergiert G(¢) nicht zu physikalisch sinnvollen
Werten. Weiter ist es notig, dass fiir die Nullkomplianz J; > 0 gegeben ist. Vor
allem die erste Einschrankung ist durch experimentelle Messwerte nicht gegeben,
sie streuen, wenn auch gering, um einen Mittelwert, so dass auch negative Stei-
gungen in J(t) auftreten. Aus diesem Grund wurden zur Berechnung von G(t)
interpolierte Messwerte verwendet.
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Kapitel 6

Die Viskoelastizitat von
Endothelzellen

Im folgenden Kapitel werden Experimente vorgestellt, mit deren Hilfe die
Materialeigenschaften der Zellhiille von Endothelzellen untersucht wurden.
Zunéchst sollen die Durchfiihrung und Analyse eines typischen Experiments
ausfithrlich beschrieben werden, da sie auch grundlegend fiir die Untersuchungen
der folgenden Kapitel sind. Daran anschlieBend wird die experimentelle Bestim-
mung der Kriechkomplianz des Zellkortex gezeigt und deren Abhéngigkeit von
Kraftstirke und -dauer ermittelt. Zuletzt wird das Verhalten der Kriechkompli-
anz durch einen makroskopischen Ansatz modelliert.

6.1 Beschreibung eines typischen Experiments

Die experimentelle Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften des Zellkortex
beruht auf der Beobachtung der Auslenkung einer superparamagnetischen Ku-
gel (@ 4,5 pm) durch eine Kraft bekannter Starke. In allen Experimenten, die
im folgenden beschrieben werden, sind, wenn nicht anders erwéhnt, Fibronektin-
beschichtete Kugeln iiber Integrine an den Aktinkortex von Endothelzellen ge-
bunden worden (vgl. Kapitel 2). Die beobachtete Auslenkung ist also eine De-
formation der Verbundschicht aus Zellmembran und dem damit verbundenen
Aktinkortex. Dabei zeigen sich die Figenschaften des Aktinkortex als dominant,
die evaluierten numerischen Werte konnen dieser diinnen Schicht aus Aktinfila-
menten an der Zellschale zugeordnet werden. Der experimentelle Aufbau und die
Erzeugung der Kraft durch ein inhomogenes, magnetisches Feld sowie die Kali-
bration der Kraft sind im Kapitel 3 beschrieben. Die Beobachtung der Kugeln
erfolgt im Mikroskop durch Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie. Eine
Phasenkontrastaufnahme von Endothelzellen mit adhérierten Magnetkugeln, wie
sie fiir die Experimente verwendet wurden, ist in Abbildung 2.1B auf Seite 20
gezeigt. Die Auslenkung der Kugel wird durch das Bildverarbeitungsprogramm
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Abbildung 6.1: Beispiel fiir die Kugelauslenkung durch einen Rechteckpuls. Darge-
stellt sind die z-Koordinate der Kugel, die durch die externe Kraft (graue Fliche) eine
Anderung erfihrt, und die y-Koordinate, die wihrend des Pulses weitgehend konstant
bleibt, da die Kraft nur in z-Richtung wirkt. Nach dem Ende des Kraftpulses relaxiert
die Kugel wieder und kehrt fast vollig in die Ausgangsposition zuriick.

Open Box bestimmt und analysiert (vgl. Kapitel 4).

In Abbildung 6.1 ist die typische Antwort einer Magnetkugel auf einen Kraft-
puls gezeigt. Wie in Kapitel 5 erlautert, ist die Auslenkung der Kugel durch
eine konstante Kraft proportional zur Kriechkomplianz, in der das Verhalten
des deformierten Materials enthalten ist. Die Auslenkung der Kugel durch den
Einfluss der externen Kraft kann als Anderung in der z-Koordinate detektiert
werden. Entsprechend zeigt die y-Koordinate kaum Anderungen durch die Kraft
der Magnetspule, da in dieser Richtung keine Kréifte angreifen. Die Auslenkung
der Magnetkugel durch den Rechteckpuls beginnt relativ steil und schnell. Theo-
retisch sollte direkt zu Beginn des Pulses ein elastischer Sprung zu beobachten
sein, die sogenannte Nullkomplianz .Jy. Diesen Sprung zu detektieren ist allerdings
problematisch, da durch die endliche Belichtungszeit eines Bildes (kiirzeste Be-
lichtungszeit 10 msec, vgl. Kap. 3) der zeitlichen Auflosung der Kugelauslenkung
nach unten Grenzen gesetzt sind (vgl. auch Ferry 1980). Die Geschwindigkeit der
Auslenkung flacht nach kurzer Zeit ab und verlangsamt sich zunehmend. Die ma-
ximale Auslenkung der Kugel aus der Ruheposition hdngt sowohl von der Lénge
als auch von der Stérke des Kraftpulses ab, typische Auslenkungen liegen im
Bereich von 0,1 gm bis 2 pm, kénnen aber auch bis zu 10 pm erreichen.

Am Ende des Pulses relaxiert die Kugel wieder, da die am System verrich-
tete Arbeit zum Teil gespeichert wurde und nun wieder abgegeben wird. Diese
Relaxation, auch Kriecherholung (engl. creep recovery) genannt, wird durch die
im Kortex erzeugte Spannung getrieben, die die Kugel wieder in Richtung ih-
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rer Ausgangsposition zuriickbewegt. Diese Relaxation ist im gezeigten Beispiel
nicht vollstdndig, der Unterschied zwischen Ausgangs- und Endposition betrigt
Az = 0,1 um, das sind 16% der Maximalauslenkung. Durch Reorganisation des
Systems wahrend des Kraftpulses kann die geleistete Arbeit auch dissipiert wer-
den, Az ist deshalb ein Ma#f fiir die dissipierte Energie. Im Fall der Endothelzel-
len ist Az sehr klein (meist kleiner als 10% der Maximalauslenkung) und oft gar
nicht zu beobachten. In einigen Féllen wird im Gegensatz zum Beispiel in Ab-
bildung 6.1 die Kugel auch iiber ihre Position vor dem Kraftpuls zuriickgezogen,
was nur durch ein aktives Verhalten der Zelle zu erkliren ist.

Untersucht man eine grofie Zahl von Zellen mittels rechtecksférmiger Kraft-
pulse, wie es in Abbildung 6.1 dargestellt ist, so tritt die dort gezeigte und oben
beschriebene Kugelauslenkung am haufigsten auf und wird daher im folgenden als
das normale Verhalten betrachtet und analysiert. Es kénnen bei den Antworten
der Kugel auf eine externe Kraft noch zwei weitere Szenarien beobachtet werden:

Beim ersten Sonderfall kann keine Kugelauslenkung beobachtet werden, un-
abhéngig davon, wie gro die angreifenden, externen Kréfte der Magnetischen
Pinzette gewédhlt werden. Die Zellen sind in diesem Fall in einem extrem steifen
Zustand, wie er sonst meist erst durch die Wirkung von Enzymstoffen erzeugt
wird (vgl. Kapitel 9). Diese Versteifung, die im Allgemeinen immer alle Zellen ei-
ner Probe betrifft, nicht Einzelzellen, wird durch das Aktinzytoskelett bestimmt
und kann durch die Zerstorung des F-Aktin (durch Latrunculin A) iiberwunden
werden. Experimente sind mit solchen Zellen nur bedingt moglich.

Beim zweiten anomalen Verhalten zeigt die Kugel eine praktisch lineare Be-
wegung mit konstanter Geschwindigkeit und keinerlei Relaxation am Ende des
Pulses. In diesem Fall ist die Bindung der Kugel an die Zelle ungeniigend, durch
die externe Kraft wird die Kugel auf der Zelloberfliche entlang durch die extra-
zellulare Matrix gezogen und kann sich in Einzelfallen unter dem Einfluss der
Magnetkraft sogar von der Zelloberfliche 16sen. Da dieser anomale Fall selten
auftritt, wird er als nicht-reproduzierbarer Artefakt betrachtet und fiir die Aus-
wertung nicht beachtet.

6.2 Messung der Kriechkomplianz J durch eine
konstante Kraft

Um die Linearitdt der viskoelastischen Antwortkurven zu priifen, wurden die Ku-
geln Kraftpulsen verschiedener Stérke und unterschiedlicher Lénge ausgesetzt.
Die Dauer der rechteckigen Kraftpulse wurde dabei von 2,5 Sekunden bis 10 Se-
kunden variiert. Die Stéirke der Kraft lag, abhéngig vom Abstand zum Magneten,
zwischen 0,1nN und 2,5nN. Im Allgemeinen wurden die Kugeln durch diese Kréfte
um bis zu 1 gm ausgelenkt, in einigen Féllen war die Auslenkung jedoch auch
grofer, abhéngig von der Lénge und Stérke der Kraft. Sowohl Pulslénge als auch
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Abbildung 6.2: Auslenkung einer Kugel durch eine Serie von Rechteckpulsen unter-
schiedlicher Stérke. Der Graph zeigt die z-Koordinate der Magnetkugel (schwarz) und
die Kraftpulse (grau).

-starke konnten sukzessive an ein und der selben Kugel gedndert und so die Ant-
wort des Materials auf die unterschiedlichen dufleren Storungen getestet werden.
Wie im Kapitel 3 beschrieben, konnen Messwerte, die von einer einzigen Kugel
stammen, mit grofler Genauigkeit verglichen werden. Treten im Verlauf des Ex-
periments Anderungen der viskoelastischen Eigenschaften der Zellen auf, kénnen
sie relativ prézise beobachtet werden. Die Berechnung der Kriechkomplianz J aus
der gemessenen Kugelauslenkung erfolgt anhand der Gleichung (5.25).

Auslenkung mit unterschiedlichen Kriften

In Abbildung 6.2 ist das Beispiel eines Experiments mit Deformationen durch
unterschiedliche Krifte gezeigt. Die x-Koordinate der Magnetkugel, die durch
eine Serie von rechteckigen Kraftpulsen zwischen 0,2 nN und 1,3 nN ausgelenkt
wird, ist gegen die Zeit aufgetragen. Die y-Koordinate ist nicht dargestellt, da
die Kraft, die der Experimentalaufbau erzeugt, nur in z-Richtung wirkt. In Ab-
bildung 6.3A sind die Auslenkungen der Kugel durch die einzelnen Pulse aus
Abbildung 6.2 noch einmal zusammen dargestellt, wobei jeweils der Beginn ei-
nes Pulses auf x = 0 yum und ¢t = 0 sec normiert wurde. Zwei Ergebnisse sind
sofort zu erkennen: Bei gleicher Kraft erfihrt die Kugel die gleiche Auslenkung,
die Antwortkurven lassen sich sehr gut reproduzieren. Das ist nicht unbedingt zu
erwarten, da Zellen auf duflere Reize wie z.B. mechanische Stimulationen aktiv
reagieren konnen (vgl. Kap. 10). Zusétzlich nimmt die Auslenkung mit stérker
werdenden Kriften gleichméfig zu. Diese lineare Skalierung mit der Kraft wird
noch deutlicher sichtbar, wenn die Auslenkung auf die angelegte Kraft normiert
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A x-Koordinaten verschiedener Pulse einer einzigen Kugel. Es handelt sich um die
Pulse aus Abbildung 6.2.
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B Die Einzelpulse normiert auf die auslenkende Kraft.

Abbildung 6.3: Normiert man die einzelnen Auslenkungen einer Kugel durch un-
terschiedliche Kraftpulse (Abbildung A) auf die Stérke der Kraft, die die Auslenkung
bewirkt hat, so erhélt man fast deckungsgleiche Kurven, die unterschiedlich stark ver-
rauscht sind (Abbildung B). Bei den hier gezeigten Pulsen handelt es sich um das
Experiment, dessen z-Koordinate in Abbildung 6.2 gegen die Zeit aufgetragen ist. Die
schwarze Kurve ist der Mittelwert aller normierten Auslenkungen, die Fehlerbalken
stellen die Standardabweichung dar.
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Abbildung 6.4: Die Abbildung zeigt Pulse unterschiedlicher Linge von 2,5 bis 10 sec.
Die Deformation zeigt immer den gleichen Verlauf zu Beginn des Pulses, die ldngeren
Pulse verhalten sich am Anfang genauso wie die kurzen. Die Messpunkte werden dabei
durch die Linien dargestellt, die Markierungen dienen nur zur Unterscheidung.

wird, wie es in Abbildung 6.3B dargestellt ist. Im Idealfall der linearen Viskoelas-
tizitdt erhélt man dabei deckungsgleiche Kurven. Im vorliegenden Fall stimmen
die normierten Auslenkungen gut miteinander iiberein, nichtlineare Effekte sind
im Rahmen der Messgenauigkeit nicht zu erkennen.

Durch die Normierung der Auslenkung wird aus der Kugelauslenkung die
Kriechkomplianz berechnet, die unabhéngig von der angreifenden Kraft ist (vgl.
Gleichung (5.6) in Abschnitt 5.1.1). Die Dimension der Kriechkomplianz ist dabei
[m/N]=[(Pam)~!] und unterscheidet sich von der einer normalen Kriechkompli-
anz [1/Pal. Die zusitzliche Dimension [1/m] der Kriechkomplianz folgt aus der
Tatsache, dass im vorliegenden Fall Oberflichenkomplianzen betrachtet werden.
Diese hingen immer von der Dicke h der untersuchten Schicht ab (siehe auch
Ziemann 1997), in diesem Fall bezieht sich die Oberflichenkomplianz also auf die
Dicke des Aktinkortex, die bei 0,2 ym bis 0,5 um liegt.

Die Kurven der normierten Auslenkungen sind unterschiedlich stark ver-
rauscht, da die relative Genauigkeit des particle-tracking-Algorithmus natiirlich
besser wird, je grofler die absolute Auslenkung der Kugel ist. Die normierten Aus-
lenkungen werden gemittelt, um eine statistisch geglédttete Kurve zu bekommen,
an der nun verschiedene Berechnungen und Anpassungen durchgefiihrt werden
konnen. Der Mittelwert der Pulse ist in Abbildung 6.3B als schwarze Kurve dar-
gestellt, die Standardabweichung vom Mittelwert ist als Fehlerbalken eingetragen.
Die relative Standardabweichung betrigt 10% der Messwerte.
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Auslenkungen durch Pulse unterschiedlicher Linge

Bei Pulsen unterschiedlicher Lénge zeigt sich zwischen den Pulsen kein verdnder-
tes Verhalten. In Abbildung 6.4 sind Einzelpulse einer Kugel gezeigt, deren Lénge
zwischen 2,5 und 10 sec Dauer variieren (im weiteren bezeichnet als Ps 5, Ps,und
Pig). In den 2,5 Sekunden zu Beginn eines jeden Kraftpulses zeigen die Pulse
dabei im Rahmen der Messgenauigkeit keine Unterschiede. Im weiteren Verlauf
bis t = 5 sec decken sich auch die Auslenkungen von Ps; und P, das heifit,
die Kugel durchlauft bei jedem Puls von neuem die gleiche Kurve und setzt die
vorhergehende fort, wenn der Kraftpuls langer andauert. Die Reproduzierbarkeit
der Pulsform unabhéngig von der Lange der Pulse zeigt, dass die Auslenkung der
Kugel einzig durch das Material bestimmt ist, das durch die angreifende Kraft
unter Spannung gesetzt wird. Reaktionen der Zelle sind bei kurzen Pulsen (bis
10 Sekunden Dauer) nicht zu beobachten.

Interessant ist auch das Langzeitverhalten bei Kraftpulsen von mehreren 10
Sekunden Dauer, da hier festgestellt werden kann, ob die Auslenkung der Kugel
einen konstanten Wert annimmt (viskoelastischer Festkorper) oder linear fliefit
(viskoelastische Fliissigkeit). Ein Beispiel eines solchen langen Pulses ist in Ab-
bildung 6.5 dargestellt. Nach ca. 10 Sekunden beginnt eine lineare Auslenkung
der Kugel, es setzt viskoses Flielen mit einer Viskositéit von g = 901072 Pasm
ein’. Am Ende des Pulses kehrt die Kugel nicht mehr vollstindig in die Aus-
gangsposition zuriick, die Ruhelage der Kugel verdndert sich durch diesen Puls
um Az = 0,9 pm. Berechnet man die Distanz, die eine Kugel in einem Medium
der Viskositit 7y durch eine Kraft von F' = 1,8nN (vgl. Abbildung 6.5) innerhalb
von 50 Sekunden zuriicklegen wiirde, so erhélt man eine Distanz von 1 ym, was
erstaunlich gut mit der Anderung der Ruhelage iibereinstimmt.

Dieses lineare Flieflen ist aber nicht einheitlich in allen Experimenten, in denen
Kriéfte tiber einen langen Zeitraum angelegt wurden, zu beobachten. Allgemein
kann man bei Pulsen, deren Lénge 30 Sekunden {iiberschreitet, die Bewegung
der Zelle nicht immer vernachléssigen. Je nachdem wie stark die Zelle sich im
Beobachtungszeitraum bewegt und ihre Form verdndert, iiberlagert sich diese
Zellbewegung mit der Kugelauslenkung. Die Analyse dieser iiberlagerten Kugel-
trajektorien gestaltet sich als sehr schwierig, da die Einfliisse der Zelle nicht immer
eindeutig von der Kugelantwort auf eine externe Kraft getrennt werden kénnen.
In manchen Féllen bewegen sich die Magnetkugeln dadurch sogar entgegen der
angelegten Kraft zuriick, wenn die Zelle vom Magneten wegkriecht.

Abgesehen von Einfliissen durch die Bewegung der Zellen zeigen sich auch
Beispiele (vor allem bei kleineren Kriften), in denen die Kugeln ein sehr variables
Verhalten zeigen. So ist in Abbildung 6.6 zunéchst ein dhnliches Verhalten zu
beobachten wie in Abbildung 6.5%, bei dem auch die Auslenkungen, normiert

Ly ist eine Oberflichenviskositit und besitzt darum die Dimension [ Pasm] (vgl. oben und
Kapitel 5).
2Es handelt sich bei den beiden Beispielen tatsichlich um Aufnahmen der gleichen Zelle und
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Abbildung 6.5: Die Abbildung zeigt einen langen Puls von 50 sec Dauer. Nach un-
gefihr 10 sec stellt sich viskoses Fliefen mit einer Viskositit von 79 = 90 - 1073 Pasm
ein, die gestrichelte Linie ist eine Gerade mit der Steigung m = 1/nq.
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Abbildung 6.6: Die Abbildung zeigt einen langen Puls von 145 sec Dauer. Diese
Auslenkung wurde an der gleichen Kugel beobachtet wie Abbildung 6.5 (Beachte un-
terschiedliche Skalierung der Achsen!) . Bis zu einer Dauer von 30sec ist das Verhalten
mit dem in Abbildung 6.5 vergleichbar, wenn man die unterschiedlichen Kréfte beach-
tet. Dann setzt jedoch plotzlich ein schnelleres Flieflen ein und nach ca. 100 sec stoppt
die Auslenkung vollig, obwohl weiterhin eine Kraft anliegt.
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Abbildung 6.7: Die Abbildung zeigt den numerisch berechneten Relaxationsmodul
G(t), der mittels Gleichung (5.28) aus der Interpolation von Messdaten bestimmt wur-
de. Der Relaxationsmodul zeigt ein kurzes, aber deutliches Gummi-Plateau im Bereich
von 0,05 bis 0,15 Sekunden.

auf die Kraft, vergleichbar sind (dargestellt ist jedoch die absolute Auslenkung
Az, nicht die Kriechkomplianz Az /F'). Nach 30 sec andert sich jedoch plotzlich
die Steigung des linearen Flieflens (was einer verdnderten Viskositdt entspréche)
und nach insgesamt 100 sec endet die Auslenkung der Kugel komplett, obwohl
weiterhin eine Kraft anliegt.

6.3 Bestimmung des Relaxationsmodul

Durch Gleichung (5.2) sind Kriechkomplianz J(t) und Relaxationsmodul G(t)
direkt miteinander verkniipft. Der Relaxationsmodul veranschaulicht, wie Span-
nungen, die durch die Deformation eines viskoelastischen Korpers erzeugt wur-
den, relaxieren und abgebaut werden. Ein konstanter Wert bedeutet in diesem
Zusammenhang elastisches Verhalten, da dann keine Relaxation zu beobachten
ist.

Aufgrund der Beziehung (5.2) ist es moglich, aus gemessenen Werten J(t)
den Relaxationsmodul zu berechnen. Diese Berechnung geschieht mit Hilfe der
numerischen Rekursionsmethode, die durch die Gleichungen (5.28) beschrieben
wird. Um diese numerische Rekursionsmethode durchzufiihren, werden die Mess-
daten der Antwortfunktionen der Kugeln auf konstante Scherkrifte durch eine
Interpolation mit geglatteten spline-Funktionen beschrieben. Diese Interpolati-

Kugel, ein Vergleich ist also gerechtfertigt.
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on ist notig, da eine numerische Berechnung aus den Originaldaten wegen des
statistischen Rauschens zu keinem sinnvollen Ergebnis fithren wiirde.

Abbildung 6.7 zeigt das Ergebnis einer solchen Rekursion. Dabei zeigt der Re-
laxationsmodul ein ausgeprigtes Plateau im Bereich von 0,05 und 0,15 Sekunden.
Dieses Plateau wird in der Polymerphysik als Gummiplateau (engl. rubber pla-
teau) bezeichnet. Es zeigt den zeitlichen Bereich, in dem die Zellen vornehmlich
elastisch reagieren.

6.4 Kartierung der Zelloberfliche nach unter-
schiedlichem viskoelastischem Verhalten

Der Aufbau der Magnetischen Pinzette ermoglicht es relativ einfach, innerhalb
eines Experiments verschiedene Stellen einer Zelle auf ihre mechanische Antwort
auf eine dulere Kraft zu testen. Auf diese Weise kann eine Karte der viskoelas-
tischen Eigenschaften der verschiedenen Positionen einer Zelle erstellt werden.
Erste Versuche in diese Richtung wurden an Endothelzellen durchgefiihrt, ein
Beispiel einer solchen Messung ist in Abbildung 6.8 gezeigt.

Die experimentelle Umsetzung ist dabei nicht voéllig unproblematisch, es
miissen einige Details beachtet werden. Zum einen lagern sich Fibronektin- und
Invasin-beschichtete Magnetkugeln hauptséachlich direkt iiber oder beim Kern der
Zelle (engl. nucleus) an die Oberflache an, eine Kopplung an anderen Stellen der
Zelle ist selten. Deshalb kénnen die hier vorgestellten Experimente auch nur eine
erste Abschéitzung einer Kartierung geben, da Kugeln zu selten an anderen Orten
der Zelloberfliche beobachtet wurden. Ein weiteres Problem liegt in der Natur
der Magnetischen Pinzette: durch das externe Feld der Spule werden magnetische
Dipole in den Magnetkugeln erzeugt, die essentiell fiir die Kraftiibertragung sind.
Diese induzierten Dipolmomente kénnen sich jedoch auch gegenseitig beeinflussen
und stellen, vor allem in unmittelbarer Ndhe einer Kugel, ein stérkeres Kraftpo-
tential als das duflere Feld dar, dessen Eichung unter diesen Umsténden nicht
mehr giiltig ist. Man muss bei der Erstellung einer viskoelastischen Karte der
Zelloberflache also sicherstellen, dass die verwendeten Kugeln nicht zu nah bei-
einander liegen, sondern wenigstens 2-3 Kugelradien voneinander entfernt sind,
da sonst die Information iiber die wirkende Kraft verloren geht.

Betrachtet man Abbildung 6.8, so erkennt man, dass die Kugel in der N#he
des Zellkerns eine deutlich groflere Auslenkung zeigt, als die Kugel am Rand des
Zytoplasmas. Die Zelle ist also in der Ndhe des Kerns deutlich weicher als am
Rand. Diese Tendenz ist einheitlich bei allen Experimenten (n = 5) vorhanden,
die bisher auf diese Weise analysiert wurden, da unabhingige Kugeln auf einer
Zelle beobachtet werden konnten.
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B Vergleich der Auslenkungen der beiden Kugeln durch eine Kraft von 2 nN.

Abbildung 6.8: Kartierung der viskoelastischen Eigenschaften einer Zelle. In Abbil-
dung A ist die Position zweier Magnetkugeln auf einer Zelloberfliche zu erkennen.
Die eine Kugel ist dabei in unmittelbarer N&he des Zellkerns, die andere am Rand
des Zytoplasmas adhériert. Die Reaktion der beiden Kugeln auf eine Kraft von 2 nN
unterscheidet sich deutlich, wie in Abbildung B dargestellt.
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Abbildung 6.9: Mechanischer Aquivalentkreis zur Beschreibung der Auslenkung der
Magnetkugeln auf Endothelzellen. Die Auslenkung wird mathematisch durch Gleichung
(6.1) beschrieben. Die GroBenordnungen der charakteristischen Zeiten, die sich bei der
Anpassung der Funktion an die experimentellen Daten ergeben, sind in der Abbildung
eingetragen.

6.5 Modellierung der Kugelauslenkung

Zur Modellierung der Auslenkung der Magnetkugeln wird ein phénomenologi-
sches, makroskopisches Modell verwendet, das aus einem System von Federn
und Dampfungen besteht. Ein solches Verfahren zur Beschreibung von visko-
elastischen Eigenschaften wird seit langem in der Rheologie eingesetzt (Ter
Haar 1950a, Ter Haar 1950b, Ferry 1980) und wurde auch bei biologischen Syste-
men bereits erfolgreich angewendet, z.B. zur Beschreibung von Zelleigenschaften
(Sato et al. 1990, Ziemann 1997, Bausch et al. 1998) und von Aktinnetzwerken
(Schmidt 1999, Dichtl und Sackmann 2002).

Ein vollig anderes Modell zur Beschreibung der Daten beruht auf einem neu
entwickelten theoretischen Ansatz von A. Boulbitch und N. Ter-Oganessian (Ter-
Oganessian et al. 2003). Es beschreibt die Form der Kugelauslenkung als Resultat
eines Kriftegleichgewichts der Magnetkraft und einer osmotischen Kraft, die der
Verschiebung der Makromolekiile im Aktinkortex entspringt. Da diese Theorie
noch nicht abgeschlossen vorliegt, wird sie im Kapitel 10 kurz skizziert.

Modellierung durch mechanische Modelle

Nach Ferry (1980) konnen rheologische Experimente, bei denen die Deformation
unter konstanter Spannung betrachtet wird, durch eine Serie von Voigt-Elementen
modelliert werden, die jeweils unterschiedliche Retardationszeiten besitzen. Im
vorliegenden Fall wird zur Beschreibung der Kugelauslenkung ein Modell verwen-
det, das aus einer Reihe von drei Voigt-Elementen besteht, wie es in Abbildung 6.9
dargestellt ist. Jedes der drei Voigt-Elemente besitzt einen viskosen Beitrag n;
und einen elastischen Beitrag k; = 1/J;, aus denen sich fiir jedes Element eine
charakteristische Retardationszeit 7; = n;/k; = n;J; berechnet (eine genaue Be-
schreibung der Modellierung durch Voigt-Elemente findet sich im Abschnitt 5.2).
Die Auslenkung eines einzelnen Voigt-Elements durch eine konstante Scherkraft,
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Abbildung 6.10: Die Abbildung zeigt eine numerische Anpassung (schwarz) an den
Mittelwert (grau) der Einzelpulse aus Abbildung 6.3B mit Hilfe des mechanischen
Schaltkreises aus Abbildung 6.9. Die einzelnen beitragenden Funktionen der Voigt-
Elemente sind dargestellt und haben die Retardationszeiten 7 = 0,060 + 0,005 sec,
to = 0,47+ 0,07 sec und 73 = 11,6 4+ 13 sec.

die zum Zeitpunkt ¢ = 0 einsetzt, ist gegeben durch x;(t) = J;(1 — exp|—t/7]).
In dieser Form erkennt man die Bedeutung der Retardationszeit 7;, die gleich der
Zeit ist, in der die Auslenkung des Voigt-Elements nur noch um den e-ten Teil
von der Maximalauslenkung J; abweicht. Die resultierende Deformation x(t) des
mechanischen Schaltkreises aus drei Voigt-Elementen wird durch die Summe der
drei Einzeldeformationen wiedergegeben:

w(t) = Ji(1—e ™)+ Jy(1 — e7™) + J5(1 — /™) (6.1)

Durch ein Modell bestehend aus verschiedenen, unabhéngigen Voigt-Ele-
menten kann ein viskoelastischer Koérper beschrieben werden, der iiber mehrere,
voneinander unabhéngige Retardationszeiten verfiigt. Auf diese Weise konnen bei
der Anpassung der Modellfunktion an die Messwerte unterschiedliche Zeitregime
beachtet werden, was bei einfacheren Modellen nicht moglich ist. So verfiigt z.B.
das mechanische Modell von Ziemann (1997), Feneberg et al. (2001) und Bausch
et al. (2001) nur iiber eine einzelne charakteristische Retardationszeit.

Eine Eigenschaft des Voigt-Modells besteht darin, dass die Deformation durch
eine konstante Scherkraft vollig reversibel ist, wenn diese Scherkraft abgeschaltet
wird. Betrachtet man die Auslenkungen an Endothelzellen durch kurze Kraft-
pulse, beobachtet man meistens eine solche Reversibilitét, weshalb das Modell in
Abbildung 6.9 als Grundmodell gewéhlt wurde. Allerdings findet sich in der Aus-
lenkung der Kugel in Abbildung 6.5 fiir lange Zeiten ein linearer viskoser Fluss,
der durch ein vollstdndiges Voigt-Element nicht beschrieben, sondern nur durch
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Amplitude J; [m/N] | Retard. Zeit 7; [sec]
Voigt-Element 1 93 + 69 0,05+ 0,02
Voigt-Element 2 143 £ 112 0,5+0,27
Voigt-Element 3 1025 £ 783 15£12,5

Tabelle 6.1: Numerische Werte fiir die Beschreibung des Modells aus Abbildung 6.9.
Die gezeigten Werte sind die Mittelwerte aus 16 Einzelexperimenten. Die Einzelexperi-
mente reprisentieren jeweils die Mittelwerte mehrerer Pulse einer einzelnen Kugel. Die
angegebenen Unsicherheiten sind die einfachen Standardabweichungen, die sich beim
Anpassen der Modellfunktion ergeben.

eine einzelne Viskositidt wiedergegeben werden kann (was einem degenerierten
Voigt-Element mit k; = 0 entspricht). Passt man Gleichung (6.1) an experimen-
telle Daten mit Pulsen relativ kurzer Dauer an (¢t < 10 sec), fallt in der Tat auf,
dass die charakteristische Zeit 73 grofler ist, als die Dauer der im Experiment
angelegten konstanten Kraft. Insofern konnen die Daten meistens auch durch ein
mechanisches Modell wiedergegeben werden, das aus zwei Voigt-Elementen und
einer zuséatzlichen Viskositét besteht. Jedoch widersprechen sich diese beiden Mo-
delle nicht unbedingt: Wenn das Produkt 73 - J3 = 73 grofl wird gegeniiber ¢, kann
die Exponentialfunktion exp[—t/(nsJ3)] gendhert werden und fiir den Beitrag des
dritten Voigt-Elements ergibt sich:

Jy (1 — e t/mh)) = Jy (1 — {1 I D ~ L (6.2)

In diesem Fall wird also das dritte Voigt-Element durch eine Viskositit genédhert
und die Auslenkung der Kugel wird beschrieben durch

() = Ji(1 — e V™) 4 Jh(1 — e ™)+t /ns. (6.3)

Tatséchlich unterscheiden sich die numerischen Werte im Rahmen des Messfeh-
lers, die man durch eine Anpassung mit Gleichung (6.3) erhélt, nicht von denen,
die sich durch Gleichung (6.1) ergeben, wenn man fiir n3 = 73/.J;5 setzt.

In Abbildung 6.10 ist das Beispiel einer Anpassung von Gleichung (6.1) an ex-
perimentellen Daten zu sehen. Zur Verdeutlichung sind in diesem Graphen auch
alle einzelnen Beitrdge der drei Voigt-Modelle dargestellt. Die unterschiedlichen
Zeitregime sind deutlich an der Sittigung der einzelnen Funktionen zu erkennen.
In Tabelle 6.1 sind die numerischen Werte fiir JJ; und 7; der drei Voigt-Elemente
zusammengefasst, die durch die Anpassung des Modells an Daten von insgesamt
n = 16 Kugeln fiir die Elemente des mechanischen Modells bestimmt werden
konnten. Die drei Retardationszeiten besitzen jeweils unterschiedliche Groéfien-
ordnungen: 73 ~ O(0,010sec), 72 ~ O(0,10sec) und 73 ~ O(1...100sec). Inter-
essant ist, dass der Zeitbereich der ersten beiden Retardationszeiten sehr scharf
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Voigtelementen an die experimentellen Daten.
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voneinander abgegrenzt werden kann. Nur die dritte Retardationszeit ist nicht
eindeutig auf einen Zeitbereich zu beschrinken, die Werte streuen von 2,5 sec
bis 50 sec. Bemerkenswert ist, dass die Auslenkungen mit Hilfe der drei cha-
rakteristischen Zeiten gut beschrieben werden kénnen, obwohl die Experimente
vier Zeitdekaden abdecken. Allerdings muss beachtet werden, dass der Wert der
dritten Retardationszeit relativ schlecht bestimmt ist, wie aus der groflen Stan-
dardabweichung zu erkennen ist.

In Abbildung 6.11 sind die numerischen Ergebnisse der Experimente graphisch
dargestellt: in Abbildung 6.11A sind die Mittelwerte der Komplianzen J; gegen
die Mittelwerte der Retardationszeit 7; mit Standardabweichungen aufgetragen.
Die angegebenen Unsicherheiten machen deutlich, wie scharf die Retardationszei-
ten gegeneinander abgegrenzt sind, wahrend sich die Komplianzen nicht so klar
voneinander unterscheiden. Abbildung 6.11B zeigt die Elastizitéat k; = 1/.J;, die
zunédchst eine schwache Abhénigkeit von der Retardationszeit besitzt, und Ab-
bildung 6.11C die Werte der Viskositat n; = 7; - J;, die kontinuierlich ansteigt, je
grofler die Retardationszeit ist. Es handelt sich jeweils um die Werte bezogen auf
eine 2-dimensionale viskoelastische Schicht der Dicke h.

6.6 Diskussion

Die wesentliche Frage, die durch die Experimente dieses Kapitels beantwortet
werden sollte, war, wie weit die lokale Deformation des Aktinkortex bei Endo-
thelzellen linear von der angelegten Kraft abhéngt. Durch die hier vorgestellten
Experimente konnte gezeigt werden, dass die mechanischen Eigenschaften auf
kurzen Zeitskalen bis ca. 10 Sekunden Dauer sehr gut durch lineare Gleichun-
gen beschrieben werden kénnen und dieser lineare Zusammenhang auch bis zu
relativ groflen Deformationen von 1 bis 2 Mikrometern gegeben ist. Die Beispiele
in den Abbildung 6.3B und 6.4 zeigen diese Abhéngigkeit deutlich. Fiir Defor-
mationen, die iiber einen ldngeren Zeitraum ausgeiibt werden, gilt die Linearitéat
jedoch nicht mehr generell, sie ist in solchen Féllen nur in einigen Beispielen zu
beobachten. Auf lange Zeit (¢ > 30 sec) reagieren die Zellen auf die duflere me-
chanische Stimulation, die Deformationen des Zellkortex werden nicht-linear (vgl.
Abb. 6.6).

Erstmals wurde bei Zellen durch die numerische Rekursion (5.28) aus Kriech-
experimenten der Relaxationsmodul G(¢) bestimmt. Diese Grofle, die komple-
mentédr zur Kriechkomplianz ist, gibt einen anschaulichen Einblick in das Ver-
halten des untersuchten Korpers. Der Relaxationsmodul, dargestellt in Abbil-
dung 6.7, zeigt ein kurzes, aber deutlich ausgeprigtes Gummi-Plateau im zeitli-
chen Bereich von 0,05 bis 0,15 Sekunden. In diesem Bereich, der dem Frequenzin-
tervall von 6 Hz bis 20 Hz entspricht, dominiert also elastisches Verhalten den Ak-
tinkortex. Ein solches Plateau ist aus in vitro-Messungen von Aktin-Netzwerken
durchaus bekannt, erstreckt sich bei reinem Aktin jedoch auf einen grofieren Fre-
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Zellbestandteil Young-Modul Technik Referenz

E [kPa]
Nach Scherkraft 18,7 + 5,7 AFM Ohashi et al. (2002)
Vor Scherkraft 12,2 + 4,2
Zytoskelett 10 Dehnkammer | Caille et al. (1998)
Aktinkortex 6 Mag. Pinzette | Kapitel 6
Oberhalb des Zellkerns 7,22 + 0,46
Umgebung des Zellkerns | 2,97 £+ 0,79 AFM Mathur et al. (2000)
Rand der Zelle 1,27 4+ 0,36
Endothelzelle der Leber | 2 AFM Braet et al. (1998)
Fibroblasten 40 Mag. Pinzette | Bausch et al. (1998)

Tabelle 6.2: Zusammenstellung einiger experimenteller Werte von Endtothelzellen.
Zum Vergleich ist ein Messwert an Fibroblasten beigefiigt, der ebenfalls mit der Ma-
gnetischen Pinzette gemessen worden ist.

quenzbereich und ist gegeniiber den hier vorgestellten Messungen leicht zu tiefe-
ren Frequenzen verschoben (Schmidt 1999, Keller 2003).

Um den Relaxationmodul dieses Plateaus mit Experimenten zum elastischen
Verhalten von Endothelzellen anderer Arbeitsgruppen zu vergleichen, ist es notig,
den gemessenen Oberflachenrelaxationsmodul in einen Relaxationsmodul fiir die
Scherung eines Volumens umzurechnen. Zu diesem Zweck wird das Plateau in
Abbildung 6.7 als elastische Federkonstante k = F'/x aufgefasst. Fiir die Scherung
eines elastischen Korpers gilt nach Gleichung (5.3) der Zusammenhang o = p -
v zwischen Scherspannung ¢ = F/A. und Scherwinkel v = x/d, wobei u der
Schermodul ist. Die Kontaktfliche der Kugel (& = 4,5 um) mit dem Kortex wird
dabei zu A, ~ 1 um? abgeschitzt, als Dicke des Aktinkortex der Wert von d =
0,3 pm verwendet (Sackmann et al. 2002). Man erhélt aus dieser Rechnung einen
Schermodul des Aktinkortex von y = 2 kPa, was einem Young-Modul von E =
6kPa entspricht?. In Tabelle 6.2 wird dieser Wert in den Kontext von Ergebnissen
anderer Autoren gestellt. Die Werte stimmen erstaunlich gut miteinander {iberein,
obwohl sehr unterschiedliche Techniken verwendet wurden.

Ein genauerer Vergleich mit den Experimenten von Mathur et al. (2000)
zeigt jedoch einen interessanten Unterschied. Mathur et al. (2000) finden fiir den
Young-Modul an verschiedenen Stellen der Zelle ein umgekehrtes Verhalten wie
es durch die Magnetische Pinzette gemessen wird: am Zellkern ergibt die Mes-
sung mit dem AFM den grofiten Wert (steif), am Rand der Zelle den niedrigsten
Wert (weich) des Young-Moduls. Mit der Magnetischen Pinzette ergibt sich ge-

3Der Zusammenhang zwischen Young-Modul E und Schermodul p lautet E = 3u (Landau
und Lifschitz 1970), wenn das Poissonverhiiltnis eines inkompressiblen Mediums op = 0,5
verwendet wird, was fiir biologische Proben {iblich ist.
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Zelletyp Schermodul Oberflachenvis- | char. Zeiten | Referenz

[kPal kositdt [Pasm] | [sec]
Endothelzellen | 6 0,015 0,05 & 0,5 | Kapitel 6
Fibroblasten 40 0,031 0,09 Bausch et al. (1998)

Tabelle 6.3: Vergleich von Ergebnissen gemessen mit der Magnetischen Pinzette an
Endothelzellen und Fibroblasten.

rade die umgekehrte Tendenz: am Zellkern sind die Kugeln leichter und weiter
auszulenken als am Zellrand (vgl. Abbildung 6.8). Eine mogliche Erklarung fiir
diesen Unterschied ist, dass es sich bei den Experimenten mit der Magnetischen
Pinzette um eine Messung des Langzeitverhaltens handelt, bei der vor allem vis-
kose Beitrége eine wichtige Rolle spielen und die beiden Ergebnisse nicht direkt
miteinander vergleichbar sind.

Um aus den gemessenen Kriechkomplianzen numerische Werte fiir charakte-
ristische Zeiten, Elastizitdten und Viskositdten zu bestimmen, gibt es mehrere
Ansatzmoglichkeiten. Eine hdufig verwendete Methode besteht in der Modellie-
rung der Kriechkomplianz durch einen mechanischen Ersatzschaltkreis. Schon
frither wurden die Scherdeformationen von Zellen durch Schaltkreise simuliert
(Hiramoto 1969, Sato et al. 1990), auch fiir Experimente mit der Magnetischen
Pinzette sind sie schon verwendet worden (Ziemann 1997, Bausch et al. 2001).
Trotz unterschiedlicher Anzahl von Elementen hatten diese Modelle alle eine Ge-
meinsamkeit: sie besaffen alle nur eine charakteristische Retardationszeit 7.

Tatséchlich ist es nicht moglich, die Experimente der vorliegenden Arbeit mit
diesem einfachen Modell befriedigend zu modellieren. Es wird daher als neues
phénomenologisches Modell zur Beschreibung der Auslenkung eine Kombination
von drei Voigt-Elementen verwendet, von denen bei einem der elastische Bei-
trag verschwinden kann. Dieses Modell zeichnet sich gegeniiber den fritheren da-
durch aus, dass unterschiedliche Retardationszeiten im System beschrieben wer-
den konnen. Tatséchlich ist die Ubereinstimmung des so modellierten Verlaufs der
Auslenkung mit den experimentellen besser, vor allem bei kurzen Zeiten treten
keine systematischen Abweichungen mehr auf. Die charakteristischen Retardati-
onszeiten dieser Voigtmodelle liegen dabei immer in unterschiedlichen Gréfienor-
dungen, 7 = 0,0540,02 sec, 75 = 0,540,3 sec und 73 = 15 + 12,5 sec. Generell
konnte dieses Modell auch noch leicht vereinfacht werden, da die Retardations-
zeit des dritten Voigtelements immer auflerhalb der Beobachtungszeit liegt und
darum dieses Element durch eine einzelne Viskositdt mit dem Wert n = 73/J3
genihert werden kann, was im Mittel zu einer Viskositit von 15-1073 Pa s mfiihrt.
Vergleicht man die Retardationszeiten mit der charakteristischen Zeit 7. = 0,1sec,
die Bausch et al. (1998) mit der Magnetischen Pinzette bei Fibroblasten gemes-
sen haben, so befindet sich diese zwischen den hier bestimmten Zeiten 7; und
Ty. Die Daten der Fibroblasten werden in Tabelle 6.3 mit den Ergebnissen dieses
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Kapitels verglichen.

Dass die Unterscheidung verschiedener Zeitskalen in den mechanischen Ei-
genschaften biologischer Proben relevant ist, zeigen die rheologischen Unter-
suchungen an Aktinnetzwerken (Tempel 1996, Hinner et al. 1998, Schmidt
et al. 2000) und wird durch das Auftreten des Gummi-Plateaus im Relaxati-
onsmodul bestétigt. Auch bei Zellen wurde eine solche Zeitabhéngigkeit bereits
beobachtet. Im Zytoplasma von Fibroblasten wurden die viskoelastischen Mo-
dulen durch eine multiple-particle-tracking-Methode bestimmt, bei der die un-
gestorten Trajektorien kleinster Kugeln (d =0,1 pm) verfolgt und ausgewertet
wurden (Tseng et al. 2002). Es zeigt sich, dass das Zellzytoplasma bei niedrigen
Frequenzen von w = 1Hz (=t = 1sec) viskos, bei hoher Frequenzen von w = 63Hz
(= t = 0,016 sec) elastisch dominiert ist. Diese relativ allgemeine Feststellung
wird durch die hier vorgestellten Experimente an Endothelzellen bestétigt: der
elastische Beitrag p; = 1/J; (i = 1,2,3) im mechanischen Modell bleibt bei den
ersten beiden Voigt-Elementen ungefihr konstant, fallt dann aber auf 1/10 des
urspriinglichen Wertes ab. Ebenfalls an Fibroblasten wurden frequenzabhéngi-
ge Experimente mit dem AFM im Intervall von 50 Hz bis 300 Hz durchgefiihrt
(Mahaffy et al. 2000), die im Bereich bis 100 Hz eine Dominanz des elastischen
Anteils beobachten. Bei hoheren Frequenzen (die aulerhalb des Messbereichs der
hier vorgestellten Experimente liegen) wurde fiir die viskoelastischen Module ein
dghnliches Verhalten wie bei in-vitro-Messungen von Aktin gefunden, was zeigt,
dass unterschiedliche Zeitskalen tatsédchlich beachtet werden miissen. Frequenz-
abhéngige Experimente am Zellkortex selbst wurden von Fabry et al. (2001) an
glatten Muskelzellen der menschlichen Lunge durchgefithrt. Auch diese Gruppe
fand unterschiedliche Werte fiir die viskoelastischen Module je nach Anregungs-
frequenz, allerdings zeigte sich in diesen Messungen kein elastisches Plateau wie
es bei den Endothelzellen gefunden wurde.
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Kapitel 7

Anwendung der linearen
Viskoelastizitit — die Auslenkung
durch beliebige Pulsformen

Eine Moglichkeit, die Giiltigkeit der Theorie der linearen Viskoelastizitat zu tes-
ten, bietet die Analyse von Deformationen hervorgerufen durch beliebige, sich
zeitlich éndernde Scherspannungen. Zu diesem Zweck werden Auslenkungen von
Magnetkugeln durch andere Kraftprofile als die bisher verwendete konstante
Scherkraft gemessen und mit den theoretischen Vorhersagen verglichen.

Nachdem im vorigen Kapitel die Kriechkomplianz des Aktinkortex durch
Anlegen der konstanten Scherkraft bestimmt worden ist, werden im folgenden
mit Hilfe dieser Komplianz die Auslenkungen von Magnetkugeln durch Dreieck-,
Rechteck- und Treppenpulse berechnet und mit Experimenten verglichen, die mit
diesen Pulsformen durchgefiihrt wurden.

Relevant sind diese Experimente, weil die untersuchten Objekte lebende Zel-
len sind. Fiir diese kann es einen gravierenden Unterschied bedeuten, ob eine
mechanische Belastung kontinuierlich ansteigt (Dreieckpuls), plotzlich einsetzt
(Rechteckpuls) oder iiber lange Zeiten kleinen Verdnderungen unterworfen ist
(Treppenpuls). Durch die Anwendung von Gleichung (5.1b) steht eine Technik
zur Verfiigung, eine Reaktion der Zellen auf die mechanischen Reize zu messen.
Sollte dies der Fall sein, dann sollte die Deformation nicht mehr durch die lineare
Gleichungen zu beschreiben sein.

7.1 Dreieckpulse

Mit Hilfe eines Funktionsgenerators konnen Kraftprofile erzeugt werden, die die
Form eines Dreiecks besitzen. Dabei bedeutet Dreieckpuls, dass bei einem Puls
der Dauer T die Kraft linear mit einer konstanten Stromrate I bis zu einer
Stromstérke (7T} /2) = Imax ansteigt und dann wieder linear mit —Tauf I(T) =0
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Abbildung 7.1: Beispiel der Auslenkung einer Kugel durch Dreieckpulse. Die Aus-
lenkung unterscheidet sich deutlich von der einer konstanten Scherspannung, ldsst sich

aber durch Gleichung 5.1b auf diese zuriickfiihren.
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Abbildung 7.2: Theoretische Auslenkungen (schwarze Linie) eines rein elastischen
und eines rein viskosen Koérpers durch einen dreieckformigen Kraftpuls (graue Fliche).

abfillt. Dies ist vor allem deshalb moglich, weil die Kraft-Strom-Relation der
Magnetischen Pinzette fast vollstandig linear verlauft (vgl. Gleichung (3.4) und
Abbildung 3.8B). Abbildung 7.1A zeigt die Messkurve einer Sequenz mehrerer
Dreieckpulse mit zwei verschieden groflen Maximalstromen bzw. -kréften von
I'=0,7A (=1,1nN) und I = 1,5A (=2,2nN).

Ein Ausschnitt aus dieser Messreihe ist in Abbildung 7.1B vergroflert dar-
gestellt. Der gesamte Puls dauert in diesem Beispiel 10 Sekunden, der Anstieg
bis zur Maximalkraft 5 Sekunden. Die Auslenkung der Kugel im Verlauf dieses
Pulses beginnt bereits bei geringen Kréften, steigt langsam an und wird im Ver-
lauf der zunehmenden Kraft anndhernd linear. In der Mitte des Pulses beginnt
die Kraft wieder schwécher zu werden. Dabei beobachtet man, dass die Auslen-
kung der Kugel bei absteigender, kleiner werdender Kraft immer noch zunimmt.
Erst wenn der Betrag der duleren Kraft einen gewissen Wert unterschritten hat,
nimmt auch die Auslenkung der Kugel wieder ab.

Die Antwort eines elastischen und eines viskosen Korpers auf eine drei-
ecksformige Scherkraft

Um die Antwort der Kugel auf die Dreieckskraft besser zu verstehen, soll hier
zunéchst das Verhalten eines rein elastischen und eines rein viskosen Korpers auf
einen solchen Kraftpuls verdeutlicht werden. Dabei werden den beiden Korpern
die Beziehungen von Gleichung (5.3) (elastisch) und (5.4) (viskos) zugrunde ge-
legt. Danach gilt fiir einen elastischen Korper, dass die Auslenkung proportional
zur anliegenden Kraft ist. Die Deformation durch einen Dreieckpuls besitzt also
ebenfalls die Form eines Dreiecks und nimmt sofort wieder ab, wenn die dufle-
re Kraft kleiner wird. Die Auslenkung ist als schwarze Linie im linken Teil von
Abbildung 7.2 skizziert.
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Nach Gleichung (5.4) ist bei einem viskosen Korper die Geschwindigkeit der
Auslenkung proportional zur angreifenden Kraft, die Auslenkung des Korpers
ist also proportional zum Integral iiber den Kraftpuls. Diese Auslenkung ist im
rechten Teil von Abbildung 7.2 dargestellt und zeigt zunéchst eine quadratisch
ansteigende Auslenkung, solange die d&uflere Kraft linear zunimmt. Wird die dufle-
re Kraft wieder schwicher, &ndert sich nicht das Vorzeichen der Auslenkung, diese
nimmt weiterhin zu, da die Kraft immer noch positiv ist. Die Auslenkung wird
nur langsamer und stoppt, wenn die duflere Kraft auf null abgefallen ist.

Viskoelastische Auslenkung der Magnetkugel

Betrachtet man die Auslenkung der Magnetkugel durch einen Dreieckpuls, so
sind sowohl viskose als auch elastische Eigenschaften sichtbar, wie es nach den
Ergebnissen des Kapitels 6 zu erwarten ist. Der langsame Beginn der Auslen-
kung der Kugel, aber vor allem auch die weitere Zunahme der Kugelauslenkung
zu Beginn der zweiten, abnehmenden Pulshélfte lassen sich anschaulich mit dem
Verhalten eines viskosen Korpers vergleichen: auch wenn die Kraft ab der Mitte
der Dreieckskurve wieder abnimmt, ist sie noch immer positiv und zieht in die
positive z-Richtung, was zu einer fortdauernden Auslenkung der Kugel fiihrt.
Da die Zelle jedoch kein rein viskoser Korper ist, zeigt sich auch elastisches Ver-
halten. Die anndhernd lineare Auslenkung gegen Ende des ansteigenden Pulses
entspricht dem linearen Verhalten eines elastischen Korpers. Vor allem aber die
kleiner werdende Auslenkung im Verlauf des abnehmenden Pulsteils zeigt, dass
bei der Auslenkung im System Energie gespeichert worden ist, die bei geringe-
rer duflerer Kraft wieder abgegeben wird. Dies entspricht dem Verhalten eines
elastischen Koérpers.

Kraftskalierung der Kugelauslenkung

Auch im Falle der Dreieckpulse ist die lineare Kraftskalierung gewéhrleistet: bei
doppelter Kraft wird die Kugel doppelt so weit ausgelenkt, wie bereits in Abbil-
dung 7.1A zu erkennen ist. Noch genauer nachvollziehen lésst sich dieser Sach-
verhalt in Abbildung 7.3, in der die Auslenkungen fiir Pulse der unterschiedlichen
Maximalkréafte Fy = 1,1 nN und F» = 2,2 nN miteinander verglichen werden. Die
maximale Auslenkung betragt z; = 0,28 um bei F; und zo = 0,6 pm bei Fj,
die Maximalauslenkung verdoppelt sich also, wenn die duflere Kraft verdoppelt
wird. Auch die Restauslenkung am Ende des Pulses ist annéhernd proportional
zur Maximalkraft, hier ist 1 = 0,12 pum und x5 = 0,30 pm.

Berechnung der Auslenkung durch die Gleichung der linearen Visko-
elastizitat.

Es stellt sich nun die Frage, inwieweit das Verhalten der Auslenkung x,; durch
den Dreieckpuls auf die Messung der Auslenkung z; durch eine konstante Kraft
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Abbildung 7.3: Skalierung der Kugelauslenkung bei Dreieckpulsen. Aufgetragen sind
die Auslenkungen durch zwei Dreieckpulse unterschiedlicher Maximalkréfte £y = 1,1nN
und Fo = 2,2nN gleicher Lénge. Auch hier skaliert die Auslenkung mit der angelegten
Kraft.

zuriickzufiithren ist. Zu diesem Zweck kann mit Hilfe von Gleichung 5.1b die
Theorie der linearen Viskoelastizitit verwendet werden, um die Auslenkung z,4
numerisch zu berechnen. Dabei ist, wie in Abschnitt 5.1 erldutert, die Antwort ei-
ner Magnetkugel auf eine konstante Scherkraft proportional zur Kriechkomplianz
J(t). Die Experimente mit konstanter Scherkraft im Kapitel 6 stellen also direk-
te Messungen dieser Materialeigenschaft dar, die nun verwendet werden kénnen,
um die Auslenkung z; durch einen Dreieckpuls zu bestimmen. Die genaue Vor-
gehensweise soll anhand eines expliziten Beispiels erldutert werden.

Zunéchst wird in einem ersten Schritt die Kugelauslenkung z, durch eine
konstante Kraft gemessen. Im hier gezeigten Fall handelt es sich um die Aus-
lenkung wéahrend einer Dauer von Tpys = 10 sec bei einem konstanten Strom
von I = 1,5 A, sie ist als schwarze Kurve in Abbildung 7.4A dargestellt. Die
theoretische Kurve der Auslenkung durch einen Dreieckpuls erhdlt man durch
die numerische Losung von Gleichung (5.15), der Faltung der Kriechkomplianz
und der zeitlichen Ableitung der Kraft des Dreieckpulses. Dabei ist die Ablei-
tung der Kraft zunéchst positiv konstant bis zur Pulsmitte 77/, = 5 sec, dann
negativ konstant bis zum Ende des Pulses. Diese Ableitung ist als graue Linie
in Abbildung 7.4A dargestellt. Zur numerischen Berechnung des Integrals ist da-
bei die exakte Kenntnis der Kriechkomplianz J nicht notwendig. Denn wie in
Gleichung (5.15) dargestellt, spielen die Proportionalitatsfaktoren, die die Aus-
lenkung z;, und J verkniipfen, in diesem Fall keine Rolle, da sie bei der Anderung
der Pulsform von konstanter Scherkraft auf Dreieckpuls erhalten bleiben und
sich darum in Gleichung (5.15) gegenseitig wegkiirzen. Auch die absolute Kraft,
die im Experiment angelegt wird, trégt nicht zu dieser Rechnung bei, einzig das
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B Vergleich der berechneten Auslenkung und des Experiments. In Schwarz ist die
gemessene Auslenkung einer Kugel durch eine Dreieckskraft gezeigt, in Grau die
aus der Faltung errechnete, theoretisch erwartete Auslenkung. Hinterlegt ist der
Verlauf der anliegenden Kraft (willkiirliche Einheiten).

Abbildung 7.4: Vergleich der berechneten Auslenkung durch einen Dreieckpuls mit
dem Experiment. Im ersten Teil sind die einzelnen Funktionen dargestellt, die nach
Gleichung (5.15) miteinander gefaltet werden. Im unteren Teil der Abbildung ist das
Resultat dieser Faltung verglichen mit dem Ergebnis aus einer Messung.
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Verhéltnis der Maximalkréafte, das identisch ist mit dem Verhéltnis der Strome
in der Spule, und die Rate, mit der die Kraft des Dreieckpulses ansteigt, sind fiir
die Durchfiihrung dieser Rechnung entscheidend.

Die experimentelle Bestimmung der Auslenkung z,; durch einen Dreieckpuls
wird mit derselben Kugel durchgefithrt, mit der die Auslenkung z, gemessen
wurde, um wirkliche Vergleichbarkeit zwischen Experiment und Rechnung zu
gewéhrleisten. Der Dreieckpuls besitzt ebenfalls eine Liange von T; =10 sec, die
Kraft steigt also bis zur Zeit T}/, = 5sec linear an und fillt dann wieder linear ab.
Es bietet sich an, den selben Wert wie bei der konstanten Kraft als Maximalstrom
des Dreieckpulses zu verwenden. Der Maximalwert ist also I, = I, =1,5 A und
die Scherrate ergibt sich somit zu

I(t) _ Twax 0,2sec! . 0 <t< 5sec (7.1)
I I - Ty/2 —0,2sec™! Ssec < t < 10sec

Mit xj und der Scherrate in Gleichung (7.1) kann Gleichung (5.15) endgiiltig

numerisch gelost werden.

Das Ergebnis der numerischen Rechnung ist in Abbildung 7.4B zusammen mit
der experimentell bestimmten Auslenkung z, dargestellt. Die qualitative Uber-
einstimmung der beiden Kurven ist offensichtlich, sogar Details wie die zuneh-
mende Auslenkung zu Beginn der zweiten Pulshélfte bei wieder abnehmender
Kraft werden gut wiedergegeben. Quantitativ stimmen die beiden Kurven jedoch
nicht vollig iiberein, die berechnete Kurve iiberschétzt die Daten des Experiments
um ca. 12%. Unterschiede im Verlauf der beiden Auslenkungen treten vor allem
zu Beginn der Kurven auf, wo die berechnete Kurve schneller ansteigt, als die
Auslenkung im Experiment.

Diese Abweichung zwischen Rechnung und Experiment stellt aber keine Limi-
tierung der Beschreibung des Zellkortex als linearen viskoelastischen Kérper dar,
sie kann vielmehr durch apparative Ungenauigkeiten des Magnetspulenaufbaus
erklart und in der Rechnung beriicksichtigt werden. Wie in den Abschnitten 3.1
und 3.4 erldutert, besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem Strom in
der Spule und der Kraft auf die Magnetkugel nur bei geniigend hohen Magnetfel-
dern, bei denen das Dipolmoment der Kugeln bereits gesattigt ist und nicht mehr
vom #uferen Feld abhéngt. Dieser lineare Bereich des Aufbaus beginnt bei einer
Stromstérke von etwas tiber 250 mA (vgl. Gleichung (3.4), Uhde (2003)). Wird
auf die Kugel ein Dreieckpuls ausgeiibt, durchlduft die Kraft-Strom-Relation
zwangsldufig den Bereich, in dem der lineare Zusammenhang zwischen Spulen-
strom und Magnetkraft noch nicht gilt, sondern ein quadratischer Zusammenhang
gegeben ist (vgl. Gleichung (3.3)).

Um diesem quadratischen Bereich der Kraft-Strom-Relation in der numeri-
schen Faltung Rechnung zu tragen, wird die vorher konstante Kraftrate am Be-
ginn des Pulses durch eine linear von 0 auf 0,2 ansteigende Rate ersetzt, die in
Abbildung 7.5A wieder als graue Linie gezeigt ist. Fiithrt man die numerische
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Auslenkung durch einen Rechteckpuls gezeigt, in Grau die zeitliche Ableitung der

anliegenden Kraft.

Auslenkung [um]

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

— gemessener Verlauf
— berechneter Verlauf
|

2 4 6 8 10
Zeit [sec]

B Vergleich der korrigierten numerischen Faltung und des Experiments. In Schwarz
ist die gemessene Auslenkung einer Kugel durch Anlegen eines Dreieckpulses
gezeigt, in Grau die aus der Faltung errechnete Auslenkung. Hinterlegt ist der
Verlauf der anliegenden Kraft (willkiirliche Einheiten).

Abbildung 7.5: Vergleich der Auslenkung eines Dreieckpulses, dessen Beginn durch
eine Parabel gendhert wurde, da dies dem realen Verlauf der Kraft-Strom-Kurve der
Spule bis ca. I = 250 mA entspricht. Die Ndherung durch die Parabel fiihrt zu einem
linearen Anstieg der Scherrate am Beginn des Pulses. Die mit dieser modifizierten
Scherrate berechnete Auslenkung zeigt fast keine Abweichung mehr von der gemessenen

Auslenkung.
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Abbildung 7.6: Theoretische Skizze zur Kriecherholung nach einer Auslenkung durch
einen Rechteckpuls. Wahrend des Pulses (graue Fldche) folgt die Auslenkung xz(t)
(schwarze Linie) dem Verlauf der Kriechkomplianz J(t) (gestrichelte Linie). Nach dem
Puls folgt die Auslenkung der Summe der Kriechkomplianz J(¢) und der verschobenen
negativen Kriechkomplianz —J(t — ¢1).

Faltung mit dieser leicht verdnderten Funktion aus, erhélt man als Ergebnis eine
theoretische Auslenkung, die in Abbildung 7.5B erneut mit dem Experiment ver-
glichen wird. Die numerische Berechnung stimmt nun auch quantitativ hervorra-
gend mit den Daten des Experiments iiberein. Die Diskrepanz in Abbildung 7.4B
kann also vollig durch die apparativen Eigenschaften erklart werden.

7.2 Kriecherholung nach einer Auslenkung

Eine weitere Moglichkeit, die Richtigkeit der Beschreibung des Zellkortex als
linearen viskoelastischen Korper zu testen, ist die Untersuchung der Kriecher-
holung (engl. creep recovery) nach einer konstanten Spannung. Bereits bei der
generellen Beschreibung der Kugelauslenkung durch einen Rechteckpuls in Ab-
schnitt 6.1 wurde angedeutet, dass sich eine Kugel, nachdem sie durch eine kon-
stante Scherkraft ausgelenkt wurde, wieder zuriick zu ihrer Ausgangsposition be-
wegt, wenn die konstante Kraft auf Null abféllt. Die Ausgangsposition wird meis-
tens nicht vollig, aber annihernd erreicht (vgl. Abbildung 6.1), wobei aber der
Anstieg der Auslenkung bei Kraftbeginn einem anderen Funktionsverlauf folgt
als die Relaxation nach Kraftende. In der Literatur wird diese Riickdeformation
nach einer Auslenkung als Kriecherholung bezeichnet (Ferry 1980). Die Differenz
zwischen Ausgangsposition und Endlage nach der Kriecherholung ist dabei ein
Maf, wie sehr die Deformationsarbeit gespeichert bzw. dissipiert wurde.
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Abbildung 7.7: Kriecherholung nach einer Auslenkung. Die gemessene Kurve (grau)
stimmt sehr gut mit der modellierten Kurve (schwarz) iiberein, die nach Gleichung (7.2)
aus der Kriechkomplianz einer anderen Messung doppelter Lange berechnet wurde.

Fiir einen Rechteckpuls, der zur Zeit ¢y beginnt und zur Zeit ¢ = ¢; endet,
vereinfacht sich die Grundgleichung (5.1b), da nur bei den Zeiten ¢, und t; die
zeitliche Anderung der Kraft von Null verschieden ist. Die Gleichung lautet dann
(vgl. Abschnitt 5.1.2)

w(t) = Fy [J(t —to) — J(t —t)] (7.2)

mit J(t) = 0 fir ¢t < 5. In Abbildung 7.6 ist diese Gleichung graphisch darge-
stellt, wobei zur Vereinfachung t, = 0 gesetzt wurde. Nach dem Ende der Kraft
stellt sich die beobachtete Auslenkung als Summe der Auslenkungen zweier kon-
stanter Krifte I} = Fy und Fy, = —Fj dar, die jedoch nicht zur gleichen Zeit
begonnen haben. Die Kriecherholung hat also a priori nicht den gleichen Ver-
lauf in negative Richtung wie die positive Auslenkung durch die angelegte Kraft
bei t = 0. Ein solches symmetrisches Verhalten tritt nur auf, wenn die Kriech-
komplianz fiir lange Zeiten einen konstanten Gleichgewichtswert Jgg annimmt,
wie es z.B. ndherungsweise bei Experimenten mit der Magnetischen Pinzette an
Fibroblasten der Fall ist (Ziemann 1997, Bausch et al. 1998).

Experimentelle Umsetzung

Um die Kriecherholung im Experiment mit der theoretischen Erwartung zu ver-
gleichen, ist es notwendig, bei einer Kugel zwei Pulse gleicher Kraft, aber un-
terschiedlicher Lange t; und ty (1 < t3) zu beobachten. Der liangere Puls Py
dient dabei zur Modellierung des Relaxationsprozesses beim kiirzeren Puls P;
nach dem Abschalten der Kraft. Dazu wird aus P, der um das Zeitintervall ¢;

91



(Ende von P;) verschobene Puls Py = P»(t — t1) gebildet. Subtrahiert man von
P, den verschobenen Puls Pj, die beide in Abbildung 7.6 als gestrichelte Lini-
en skizziert sind, so sollte man den Verlauf des Pulses P; nach der mathemati-
schen Vorschrift der Gleichung (7.2) simulieren konnen. Tatséchlich lasst sich dies
auch im Experiment zeigen: Der Vergleich einer gemessenen mit einer modellier-
ten Kriecherholung ist in Abbildung 7.7 dargestellt. Die Daten des Experiments
(graue Linie) werden durch die berechnete Kurve (schwarze Linie) sehr gut wie-
dergegeben. Die Kriecherholung bei Endothelzellen lésst sich also auf die lineare
Grundgleichung (5.1b) zuriickfithren, auch wenn der Anstieg der Auslenkung bei
Kraftbeginn eine andere Form besitzt als die Relaxation der Kriecherholung.

Da die Kriecherholung offensichtlich durch die Gleichung (5.1b) und (7.2) sehr
gut beschrieben wird, ist es auch moglich, aus der experimentellen Bestimmung
eines Pulses der Lange t; die Kriechkomplianz fiir ein Zeitintervall der Lange 2t,
zu bestimmen, da sich Gleichung (7.2) fiir Zeiten ¢ > ¢, auflosen ldsst zu

s = SO F;;](t —t) -

Dies ist gerade das umgekehrte Vorgehen wie bei dem oben beschriebenen Model-
lierung eines kurzen Pulses P, durch einen zweiten lingeren Puls P,. Eine solche
Rechnung war in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht nétig, da die Kriechkom-
plianz auch fiir lange Zeiten direkt durch eine Kraft bestimmt werden konnte.
Theoretisch konnte auf diese Weise auch fiir noch groflere Zeiten die Kriechkom-
plianz bestimmt werden. Allerdings addieren sich dabei auch die Messfehler, so
dass dieses Verfahren relativ ungenaue Werte liefert.

7.3 Viskoelastische Antwort auf Treppenpulse

Eine Erweiterung der Experimente zur Kriecherholung stellt ein Kraftprofil mit
mehr als zwei aufeinanderfolgende Kraftinderungen dar, wie sie z.B. bei einem
Treppenpuls auftreten. Dabei bedeutet Treppenpuls die wiederholte Anderung
der anliegenden Kraft um einen Betrag AF (oder —AF) nach einem Zeitinter-
vall At. Ein Beispiel eines solchen Treppenpulses ist in Abbildung 7.8 dargestellt.
Die Treppenfunktionen, die in dieser Arbeit verwendet worden sind, bestehen
immer aus 6 dquidistanten Stufen gleicher Lénge, die die Kraft schrittweise bis
zum Maximalwert 6 - AF steigern und anschlieBend wieder schrittweise auf null
absenken. Die Auslenkung der Kugel durch so ein treppenférmiges Kraftprofil ist
der Antwort auf einen Dreieckpuls nicht unédhnlich (vgl. Abb. 7.1B), was nicht
verwundert, da das Dreieck als Treppenfunktion mit infinitesimal kleinen Stu-
fen gendhert werden kann. Auch bei den Treppenpulsen beginnt die Auslenkung
langsam und steigt dann mit zunehmender Kraft stark an. Besonders erwahnt
werden sollen die Reaktionen der Kugel bei wieder kleiner werdenden Kréften.
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Abbildung 7.8: Beispiel der Auslenkung durch einen Treppenpulses. Die Auslenkung
der Kugel ist schwarz dargestellt, die Kraftinformation ist grau hinterlegt. Die Lénge
einer Stufe ist 2,5 sec.

Bei einer Abnahme der Stufe reagiert die Kugel zunéchst elastisch, die Auslen-
kung nimmt kurzzeitig etwas ab. Anschlieend zeigen sich wieder viskose Beitrige
des Zellkortex, die Auslenkung vergréflert sich erneut, da immer noch eine Kraft
anliegt. Auch hier zeigt sich, dhnlich den Experimenten mit Dreieckpulsen, die
viskoelastische Natur der untersuchten Zellmembranen.

Analog zum Beispiel der Kriecherholung lasst sich die Auslenkung einer Ku-
gel durch einen Treppenpuls als Summe von zeitlich zueinander verschobenen
Kriechkomplianzen beschreiben, wie es im Abschnitt 5.1.3 beschrieben ist. Fiir
den ansteigenden Teil eines Treppenpulses ist diese Summe in Abbildung 7.9 skiz-
ziert. Die angelegte Kraft kann als Summe von 6 Kraftpulsen konstanter Stérke
(verschieden graue Fliachen) verstanden werden, die zeitlich zueinander um At;
verschoben sind. Die experimentelle Auslenkung der Kugel (schwarze Linie) auf-
grund der resultierenden Treppenkraft setzt sich zusammen aus den 6 Einzel-
pulsen (gestrichelte Linien), die die 6 einzelnen Kraftpulse hervorrufen. Gilt die
Theorie der linearen Viskoelastizitét, so ist es nach Gleichung (5.11) moglich,
aus der Auslenkung einer Kugel durch einen Treppenpuls rekursiv die zugrunde
liegende Kriechkomplianz des Systems zu bestimmen, die der Auslenkung einer
konstanten Scherkraft F' = 1. AF entspricht. Wie in den vorhergehenden Ab-
schnitten kann durch den Vergleich der so rekursiv berechneten mit einer gemes-
senen Kriechkomplianz die Giiltigkeit der Linearitéit getestet werden.

Ist die lineare Theorie nicht mehr anwendbar, so kann sich das bei der Rekur-
sionsberechnung auf zwei verschiedene Arten zeigen: Reagiert der Aktinkortex auf
die stirker werdende duflere Belastung ab einem Punkt ¢ weicher als zu Beginn
des Treppenpulses, steigt die berechnete Kriechkomplianz bei diesem Zeitpunkt
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Abbildung 7.9: Die Auslenkung einer Magnetkugel durch einen Treppenpuls lisst
sich zerlegen in Einzelbeitrdge, die bei jeder Kraftinderung (¢;) beginnen. Die Kraft
(graue Fldche) kann als Uberlagerung von gegeneinander verschobenen Kraftpulsen
mit konstanter Amplitude verstanden werden (unterschiedliche Grautone). Die Aus-
lenkungen durch jeden einzelnen dieser Pulse (gestrichelte Linien) addieren sich zur
Gesamtauslenkung (schwarze Linie).

stark an. Das Gegenteil ist der Fall, wenn die Zelle im Verlauf der Messung steifer
auf die ansteigende Kraft reagiert: die Kriechkomplianz wiirde scheinbar wieder
kleiner werden, die berechnete Kriechkomplianz wiirde eine negative Steigung be-
sitzen. Eine solche negative Steigung bedeutet physikalisch, dass eine Deformation
bei fortdauernder Kraft wieder abnehmen wiirde. Da das physikalisch nicht sinn-
voll ist, muss in diesem Fall der lineare Zusammenhang, der zur Berechnung der
Komplianz verwendet wurde, ungiiltig sein.

Die Genauigkeit der durch Gleichung 5.11 berechneten Kriechkomplianz muss
allerdings mit einer gewissen Vorsicht betrachtet werden. Die Auslenkungen der
Kugeln vor allem zu Beginn des Treppenpulses sind vergleichsweise klein und
kénnen weniger als 50nm betragen. Die relative Genauigkeit der Ortsbestimmung
der Kugeln ist damit deutlich kleiner im Vergleich zu den typischen Auslenkun-
gen von z.T. weit mehr als 100 nm, die im Kapitel 6 verwendet wurden (vgl.
auch das Rauschen der normierten Auslenkungen verschiedener Kréfte in Abbil-
dung 6.3B). Da diese erste, geringe Auslenkung bei der Rekursionsberechnung
aber in alle Daten zu spéteren Zeiten eingeht, iibertrégt sich diese Ungenauigkeit
durch die GauBsche Fehlerfortpflanzung ebenfalls auf die Werte zu gréfleren Zei-
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Abbildung 7.10: Die aus dem Anstieg von Treppenpulsen nach Gleichung 5.11 be-
rechneten Kriechkomplianzen (schwarze Linien) verglichen mit direkten Messungen aus
Experimenten mit konstanter Kraft (graue Linien). Im oberen Beispiel weicht die be-
rechnete Kriechkomplianz im Rahmen der Messgenauigkeit nicht von der gemessenen
ab. Im Gegensatz dazu treten im unteren Beispiel systematische Abweichungen auf.

ten und steigt sogar noch geringfiigig an. Schétzt man die relative Unsicherheit
der ersten Stufe mit 25nm/100nm= 25% ab (vgl. Abschnitt 4.2), so erhélt man im
weiteren Verlauf der Rechnung eine Ungenauigkeit von 30%. Dieser Messfehler ist
deutlich grofler als die Unsicherheit von maximal 10%, mit der die Auslenkungen
im Kapitel 6 behaftet waren.

In Abbildung 7.10 sind einzelne Beispiele von Komplianzen dargestellt, die
durch die Rekursion bestimmt wurden, und die mit experimentellen Kriechkom-
plianzen aus Messungen mit konstanter Kraft verglichen werden. Diese gemesse-
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nen Kriechkomplianzen sind meist nicht {iber den vollen Zeitraum der Messung
des Treppenpulses verfiigbar, sie sind in der Abbildung deshalb kiirzer dargestellt
als die berechneten Kurven. Allerdings ist ein Vergleich zwischen diesen Kurven
immer noch gut moglich. Generell sind die Ergebnisse der rekursiven Berechnun-
gen sehr verschieden und wegen des schlechten Verhéltnisses von Ortsauflosung
zu Auslenkung stark verrauscht. Trotzdem koénnen in den Experimenten grob
einige charakteristische Falle unterschieden werden.

Auch bei Treppenpulsen kénnen Beispiele linearen Verhaltens gefunden wer-
den. Ein solches zeigt Abbildung 7.10A: Die beiden Komplianzen, die aus den
Treppenpulsen berechnet wurden, sind im Rahmen der Messgenauigkeit vergleich-
bar und stimmen zu Beginn auch mit der Kriechkomplianz iiberein, die durch eine
konstante Kraft bestimmt worden ist. Ob die im Verlauf der berechneten Kriech-
komplianz auftretenden starken Fluktuationen in der Ungenauigkeit der Kurve
begriindet sind oder durch nicht-lineares Verhalten der Probe, ist nicht zu unter-
scheiden. Die Stufenlinge in diesem Beispiel betrégt 2,5sec, es handelt sich dabei
um das Experiment, das in Abbildung 7.8 dargestellt ist.

Eine andere, grofle Gruppe der Experimente mit Treppenpulse bilden solche,
deren berechnete Komplianzen deutlich von der gemessenen abweicht, die aber
im Rahmen der Messgenauigkeit trotzdem reproduzierbare Ergebnisse liefern.
Ein Beispiel einer solchen Kurve ist in Abbildung 7.10B gezeigt. Die berechne-
ten Komplianzen sind zwar monoton steigende Funktionen, steigen aber deutlich
langsamer an als die direkt gemessene Komplianz. Ein solches Verhalten kann
vor allem, aber nicht ausschlielich, bei Stufenldngen von mehr als 5 sec Dauer
beobachtet werden. Auffillig ist auch, dass oft der erster Puls einer Serie den
typischen schnellen Anstieg beim Einsetzen der Kraft zeigt, wie man ihn aus den
Experimenten mit konstanter Kraft erwarten wiirde, spétere Pulse der Serie an
derselben Kugel hingegen eine deutlich langsamere Reaktion aufweisen, wie es in
Abbildung 7.10B zu sehen ist.

Konsistent mit den Erwartungen aus der linearen Viskoelastizitit ist bei den
Treppenpulsen das Verhalten der Deformation, wenn die Kréfte wieder abneh-
men. Ein Beispiel ist in Abbildung 7.11 gezeigt. Kurz vor dem Ende einer Trep-
penstufe nimmt die Deformation eine annéhernd lineare Steigung an, wie es bei
einer Auslenkung durch eine lange, konstante Kraft zu erwarten ist. Die Steigung
dieses viskosen FlieBens ist ein Maf fiir die Viskositat 7y, die das Verhalten bei
langen Zeiten wiedergibt, und sollte bei unterschiedlichen Kréften verschieden
grofl sein, wenn sich 7y nicht #ndert. Tatsichlich ist eine solche Anderung der
Steigung am Ende eines jeden Treppenpulses in Abbildung 7.11 zu beobachten,
wie die Linien zeigen, die der Endsteigung bei jeder Kraftstufe angenédhert sind.
Im Verlauf der Kraftabnahme tritt keine positive Endsteigung mehr auf (z.B.
letzte Stufe in Abbildung 7.11), da die duBere Kraft so klein geworden ist, dass
die elastischen Eigenschaften die Kugelauslenkung dominieren.
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Abbildung 7.11: Bei abnehmender duflerer Kraft nimmt die lineare Steigung der
Auslenkung am FEnde einer jeden Treppenstufe ab.

7.4 Diskussion

In diesem Kapitel wurde erstmals untersucht, ob die Beschreibung einer Zellhiille
als linearer viskoelastischer Korper auf die Anwendung von Scherkréften mit be-
liebigen Profilen ausgedehnt werden kann. Der Verlauf der Scherkréfte wurde
dabei entweder langsam und kontinuierlich variiert (Dreieckpuls), oder kurzzeitig
zweimal (Rechteckpuls) bzw. ofter (Treppenpuls) verdndert, um so das Verhalten
der Zellen auf unterschiedliche Belastungen zu testen. Fiir Zeiten unterhalb einer
Beobachtungszeit von 30sec kann die Giiltigkeit des linearen Verhaltens bestétigt
werden, die im Kapitel 6 formuliert wurde. Die hier neu entwickelten Methoden
sind dabei nicht auf die Untersuchungen von Zellen beschrénkt, sondern lassen
sich auch auf Experimente mit anderen viskoelastischen Substanzen (z.B. Aktin)
anwenden.

Am eindrucksvollsten gelingt die Anwendung der Theorie der linearen Visko-
elastizitdt in der Beschreibung der Deformation durch Dreieckpulse. Die Aus-
lenkungen lassen sich durch Gleichung (5.1b) hervorragend wiedergeben. Die
zunachst auftretende Diskrepanz zwischen Experiment und Theorie kann durch
den experimentelle Gegebenheiten der verwendeten Magnetspule erklart werden.
Wenn diese in der theoretischen Rechnung korrekt beriicksichtigt werden, zeigt
die experimentell bestimmte und die berechnete Auslenkung den gleichen Ver-
lauf, wie in Abbildung 7.5B zu sehen ist. In der Deformation des Aktinkortex
der Endothelzellen durch eine langsam steigende Kraft entfaltet sich deutlich die
viskoelastische Natur des Systems: dessen Verhalten wird zu Beginn der Aus-
lenkung viskos dominiert, wenn die Deformation langsam, quadratisch ansteigt;
im spéteren Verlauf des Pulses werden aber deutlich elastische Beitrége sichtbar,
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wenn die Deformation fast linear mit der Kraft zunimmt. Nach aktuellem Kennt-
nisstand wurden Experimente mit Dreiecksprofilen hier erstmalig durchgefiihrt,
ein Vergleich mit anderen Arbeiten kann nicht durchgefiihrt werden.

Auch die Kriecherholung, die bereits in fritheren Arbeiten bei verschiedenen
Zelltypen untersucht worden ist (Bausch et al. 1998, Bausch et al. 2001), kann
durch Gleichung (5.1b) hervorragend verstanden werden. Zwar gleichen sich bei
den hier vorgestellten Experimenten an Endothelzellen die Auslenkung bei Kraft-
beginn und die Kriecherholung nach dem Kraftende nicht; es ist jedoch zur Be-
schreibung der Kriecherholung nicht nétig, ein vergleichsweise kompliziertes me-
chanisches Modell zu verwenden, das sich bei Auslenkung und Kriecherholung in
zwei verschiedenen Zusténden befindet, wie es Bausch et al. (2001) bei der Krie-
cherholung von Endothelzellen vorgeschlagen haben, um diese verdnderte Form
zu erkldren. Zur korrekten Beschreibung der Kriecherholung bei Endothelzellen
muss, wie in Abschnitt 5.1.2 erldutert, das Pulsende als neue Spannungsidnderung
0 = —o /7 angenommen werden, deren Antwort zur ersten Spannungsidnderung
bei Kraftbeginn addiert wird. Durch diese zeitlich gegeneinander verschobene
Summe kann die Kriecherholung befriedigend modelliert werden, wie es in Ab-
bildung 7.6 demonstriert wurde. Diese Addition ist zur Modellierung von Ex-
perimenten mit Fibroblasten nicht nétig. Bei diesem Zelltyp kann die Kriecher-
holung einfach als Spiegelung der Auslenkung an der x-Achse beschrieben wer-
den (Bausch et al. 1998). Tatsdchlich nimmt die Kriechkomplianz der Zellhiille
von Fibroblasten fiir lange Zeiten in erster Ndherung einen konstanten Wert
an (Ziemann 1997), die Kriecherholung erhélt dann eine einfachere Form (vgl.
Ferry 1980). Im Gegensatz dazu besitzt die Kriechkomplianz von Endothelzellen
auch fiir lange Zeiten einen deutliche, von null verschiedene Steigung, weshalb
die Kriecherholung nur durch Gleichung 7.2 wiedergegeben werden kann.

Durch wiederholtes Anwenden dieser zeitlich verschobenen Addition sollte es
prinzipiell auch moglich sein, die Auslenkung aufgrund von Treppenpulsen durch
die Theorie der linearen Viskoelastizitéit wiederzugeben. Problematisch ist im Fall
der Treppenpulse die relative Ungenauigkeit von bis zu 30%, mit der die Kriech-
komplianz bestimmt werden kann. Trotzdem ist es in einigen Féllen moglich,
lineares viskoelastisches Verhalten zu identifizieren. Allerdings treten bei den De-
formationen des Aktinkortex durch die Treppenpulse sehr oft Abweichungen von
den theoretischen Erwartungen auf. Zwar kann es dafiir verschiedene Griinde ge-
ben: sehr wahrscheinlich ist, dass die Anwendung lang andauernder Kréfte wie
es Treppenpulsen sind (die kiirzesten Treppenpulse mit einer Stufendauer von
2,5 sec haben eine Gesamtliange von 27,5sec), zu einer mechanischen Stimulation
der Zellen fiihrt. Diese kénnen aktiv durch Umorganisation des Zytoskeletts oder
Aktivierung von Motorproteinen auf eine externe Storung reagieren, wie es schon
von anderen Autoren berichtet wurde (vgl. Abschnitt 10.3). Bei einer solchen
aktiven Reaktion wéire eine lineare Beschreibung nicht mehr moglich, da sich der
betrachtete Korper im Laufe der Messung veréndert. Ein Indiz fiir eine Reaktion
ist die Tatsache, dass es in einigen Féllen moglich ist, ein lineares Verhalten beim
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B Berechnete Komplianz fiir dieses Beispiel

Abbildung 7.12: Dieses Beispiel zeigt ein ungewohnliches Verhalten der Auslenkung
durch einen Treppenpuls. Die Kriechkomplianz, die nach Gleichung 5.11 berechnet wur-
de und im unteren Teil der Abbildung gezeigt ist, zeigt nach 20sec einen starken Anstieg
als ob plotzlich ein viskoser Fluss einsetzen wiirde. Allerdings ist diese Auslenkung re-
versibel wie im oberen Teil der Abbildung zu erkennen ist.

ersten Puls einer Pulsserie zu messen, alle weiteren Pulse dann jedoch ein nicht-
lineares Verhalten aufweisen. Um aktives Antwortverhalten direkt zu messen,
wére eine Kombination der Magnetischen Pinzette mit Fluoreszenzmikroskopie
denkbar.

Ein spezielles Beispiel einer Auslenkung durch einen Treppenpuls soll hier
noch erwahnt werden, das in keine der beiden oben definierten Gruppen passt.
In Abbildung 7.12 ist sowohl die Auslenkung durch den Treppenpuls dargestellt,
als auch die daraus berechnete Kriechkomplianz. Die Komplianz steigt in die-
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sem Beispiel zunéchst kaum an, nach ungefihr 20 Sekunden setzt jedoch eine
deutliche Anderung im Verhalten ein, die Kugelauslenkung nimmt plotzlich ra-
pide zu und der Verlauf dhnelt fast einem Flielen. Allerdings handelt es sich bei
der schnellen Zunahme der Kugelauslenkung nicht um ein irreversibles, viskoses
Verhalten. Schon die kleinen Relaxationen bei der stufenweisen Abnahme der
Kraft zeigen, dass im System auch elastische Elemente vorhanden sind und wie
in Abbildung 7.12A zu erkennen, ist der vermeintliche Fluss beinahe vollig rever-
sibel. Die Kugel kehrt fast vollstdndig in ihre Ausgangslage zuriick. Ein solches
Verhalten, das bisher allerdings nur einmal beobachtet werden konnte, zeigt die
komplexen mechanischen Eigenschaften einer Zelle.

Vergleicht man die hier prasentierten Experimente der Treppenpulse an Endo-
thelzellen mit &hnlichen Experimenten, die an Makrophagen durchgefiihrt wurden
(Vonna et al. 2003), so treten bei den beiden Zellarten einige Parallelen, aber auch
charakteristische Unterschiede im viskoelastischen Verhalten auf. In den Expe-
rimenten mit Makrophagen wurde eine anfianglich konstante Kraft schrittweise
erniedrigt. Nach der ersten Verringerung der Kraft nimmt die Kugelauslenkung
zunéchst elastisch ab, nach 30 bzw. 15 Sekunden (erste und zweite Stufe) beginnt
aber wieder eine Zunahme der Auslenkung. Ein dhnliches Verhalten ist in den
Experimenten mit Endothelzellen ebenfalls zu erkennen (Abbildung 7.11). Im Ge-
gensatz zu den Makrophagen tritt der erneute Anstieg der Auslenkung allerdings
bereits nach wenigen Sekunden auf, wofiir es eine einfach Erklédrung geben konnte:
Im Fall der Endothelzellen nimmt die Kraft jeweils nur um 1/6 der Gesamtkraft
ab, Vonna et al. (2003) verringern die Kraft bei jeder Stufe um die Halfte, was die
unterschiedlichen Zeiten der neuerlichen Auslenkung begriinden kann. Ein funda-
mentaler Unterschied zu den Messungen an Makrophagen besteht jedoch in der
Geschwindigkeit, mit der die Auslenkung wieder zunimmt, nachdem die Kraft
erniedrigt wurde. Bei Makrophagen wird, unabhéngig von der anliegenden Kraft,
die gleiche Endgeschwindigkeit erreicht, bei den Endothelzellen nimmt diese pro-
portional zur anliegenden Kraft ab, wie in Abbildung 7.11 zu erkennen ist. Dort
skaliert die finale Steigung kurz vor der erneuten Spannungsénderung mit der
angelegten Kraft, wie es aus der linearen Viskoelastizidt zu erwarten ist. Bei dem
Vergleich der beiden Zellarten muss jedoch beriicksichtigt werden, dass es sich bei
dem beobachteten Verhalten um vollig unterschiedliche Prozesse handelt: bei den
Endothelzellen wird die Zellschale durch eine externe Kraft deformiert, hingegen
induziert bei den Makrophagen die anliegende Kraft das Wachstum von langen,
konusférmigen Ausstiilpungen (sog. Philopodien), die sich aus den Makrophagen
herausbilden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Beschreibung der De-
formation einer Zellhiille durch beliebige Kraftprofile kurzer Dauer (< 30 sec)
mit Hilfe der linearen Viskoelastizitit sehr gut moglich ist. Uberschreitet die
Belastung diesen zeitlichen Rahmen, miissen aktive Reaktionen und damit nicht-
lineares Verhalten erwartet werden.
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Kapitel 8

Die Eigenschaften des
Deformationsfeldes des
Aktinkortex

Wird ein Festkorper durch eine Punktkraft deformiert, wirkt sich diese lokale
Storung auch auf deren Umgebung aus. Man kann eine mit zunehmendem Ab-
stand kleiner werdende Ausbreitung der lokalen Storung auch in einiger Entfer-
nung des Punktes beobachten, an dem die Kraft angreift (der ohne Einschrinkung
als Ursprung des Koordinatensystems angenommen werden kann). Ein solches ko-
operatives Verhalten erwartet man auch bei viskoelastischen Korpern, da diese
zumindest teilweise Festkorpereigenschaften besitzen. Ein Deformationsfeld (engl.
strain field) kann z.B. in leicht vernetzten F-Aktinlosungen (Schmidt et al. 1996)
und bei Fibroblasten mit Hilfe kolloidaler Partikel (Sonden) beobachtet werden
(Ziemann 1997, Bausch et al. 1998). Bei Endothelzellen ist jedoch eine Mes-
sung des Deformationsfeldes bisher nicht gelungen (Bausch 2000). Die Kenntnis
des Deformationsfeldes ist aus verschiedenen Griinden von Interesse: Anhand
des Abfalls, mit dem die induzierte Auslenkung mit zunehmender Entfernung
vom Ursprung abnimmt, lassen sich theoretische Modelle fiir die Deformation
des Aktinkortex tiberpriifen (Boulbitch 1999). Solche Modelle ermdglichen die
Bestimmung von Absolutwerten der viskoelastischen Module des Zellkortex, da
sie entscheidend von geometrischen Faktoren abhéngen, die so gemessen werden
konnen (vgl. Abschnitt 5.3.1).

Um die Ausbreitung einer lokalen Storung als Deformationsfeld sichtbar zu
machen, konnen bei der Magnetischen Pinzette neben den Magnetkugeln auch
unmagnetische Sondenpartikel mit Integrin-bindenden Molekiilen beschichtet und
auf den Zellen adhériert werden. Als Beschichtung kénnen dabei verschieden
Proteine verwendet werden, in den im folgenden beschriebenen Experimenten
waren dies aufler Fibronektin, mit dem die Magnetkugeln an die Zellen gebun-
den sind, das Protein Invasin 497 und Antikérper gegen bestimmte Integrin-
Ketten (as-Integrin und ag-Integrin). Eine kurze Beschreibung der Proteine ist
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Abbildung 8.1: Rechts: Phasenkontrastaufnahme einer Zelle mit einer magnetischen
(M1) und zwei unmagnetischen Kugeln (L1, L2). Links: z-Koordinate der Kugeln
wahrend Rechteckpulsen einer Stérke von 0,6 nN und 1,2 nN. Die unmagnetischen Ku-
geln im Abstand von 7,3 um und 10,5 um sind mit Fibronektin an die Kugel gebunden
und zeigen keine induzierte Auslenkung.

im Abschnitt 1.3 zu finden, die Rezepturen der unterschiedlichen Kopplungen der
Proteine an die Oberflichen der unmagnetischen Kugeln im Abschnitt 2.3. Die
Magnetkugeln waren, wenn nicht anders angemerkt, in allen Experimenten iiber
Fibronektin an die Magnetkugeln gekoppelt.

8.1 Messung des Deformationsfeldes

Die Experimente zur Visualisierung des Deformationsfeldes werden dhnlich durch-
gefithrt wie die Experimente zur Bestimmung der Viskoelastizitdatseigenschaften
(vgl. Kapitel 6): die Magnetkugeln werden Kréften unterschiedlicher Stérke und
Dauer ausgesetzt, gleichzeitig die Positionsdnderungen von magnetischen und un-
magnetischen Kugeln gemessen. Wéhrend in den Messungen zur Viskoelastizitét
nur die Auslenkung der Magnetkugel selbst von Interesse war, liegt nun die we-
sentliche Aufmerksamkeit darauf, ob unmagnetischen Kugeln, die zusammen mit
den Magnetkugeln auf der Zelloberfliche adhériert sind, ebenfalls eine Auslen-
kung erfahren, und wenn dies der Fall ist, wie diese Auslenkung von der Ent-
fernung zur Magnetkugel und von der Bindungsart der unmagnetischen Kugel
abhéngt.

Vergleich der Beschichtungen der unmagnetischen Kugeln

Die unterschiedlich beschichteten Kugeln zeigen verschiedenes Bindungsverhalten
an der Zelloberflache. So lagern sich die mit Fibronektin beschichteten Kugeln oft
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Abbildung 8.2: Rechts: Phasenkontrastaufnahme einer Zelle mit einer magnetischen
(M1) und einer unmagnetische Kugel (L1), die mit ao-Antikorper an die Zelle gebunden
ist. Links: z-Koordinaten der Kugeln wihrend Rechteckspulsen. Die unmagnetische
Kugel zeigt keine Auslenkung, obwohl die Magnetkugel im Abstand von nur 5 pm
ausgelenkt wird. Die Kraft betragt 1,8 nN.

in Trauben aus mehreren Kugeln zusammen, und dies héufig in der direkten Um-
gebung der Magnetkugeln. Ein daraus resultierendes Problem ist, Bewegungen
der nicht-magnetischen Partikel, die durch die Deformation der Zelle zustande
kommen, von Bewegungen zu unterscheiden, die durch die sterische Verdrangung
der sich beriihrenden Partikel vermittelt werden. Dieser Schwierigkeit kann nur
begegnet werden, indem ausschliefSlich Experimente beriicksichtigt werden, bei
denen die Kugeln nicht direkt aneinander liegen, sondern immer ein gewisser
(sichtbarer) Raum zwischen den Kugeln vorhanden ist. Ein Beispiel zeigt die Ab-
bildung 8.1. Hier befinden sich die unmagnetischen Kugeln in Abstdnden von 7um
und 10,5 pm von der Magnetkugel auf der Zelloberfliche. Die hier geschilderten
Probleme treten bei Invasin- und bei Antikorper-beschichteten Kugeln nicht auf.
Im Gegensatz zu den Fibronektin-beschichteten Kugeln, liegen diese Kugeln im-
mer in einer Entfernung von mindestens einem Kugeldurchmesser (& = 4,5 ym),
direkter Kontakt mit den Magnetkugeln wurde nie beobachetet.

In den Abbildungen 8.2 und 8.3 sind Beispiele von Experimenten dargestellt,
bei denen die unmagnetischen Kugeln mittels Antikorper gegen Integrin mit as-
Ketten (Abb. 8.2) und Invasin (Abb. 8.3) an die Zellen gebunden sind. Die Kugeln
liegen in beiden Beispielen in vergleichbaren Entfernungen von der Magnetkugel
(zwischen 5 und 10 pm), wie es auch in Abbildung 8.1 mit Fibronektin-beschich-
teten Kugeln der Fall ist. Das iiberraschende Ergebnis der Experimente ist, dass
das Auftreten eines Deformationsfeldes davon abhingt, wie die unmagnetischen
Partikel an die Zellen gebunden sind. Eine Ausbreitung der Deformation kann nur
bei einer Kopplung der unmagnetischen Kugeln iiber Invasin beobachtet werden.
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Abbildung 8.3: Rechts: Phasenkontrastaufnahme einer Zelle mit einer magnetischen
(M1) und zwei unmagnetischen Kugeln (L1, L.2), die mit Invasin an die Zelle gebunden
sind. Rechts: z-Koordinaten der Kugeln. Im Gegensatz zu den beiden vorhergehenden
Beispielen zeigt die eine der beiden unmagnetischen Kugeln eine Auslenkung. Die Di-
stanz zur Magnetkugel betragt 7 pm. Die zweite Kugel im Abstand von 10,8 ym zeigt
dagegen keine Auslenkung. Die angreifende Kraft betrigt 2,7 nN.

Im Beispiel in Abbildung 8.3 zeigt die Kugel L1 im Abstand von 7 ym eine klei-
ne, aber deutlich messbare Auslenkung, die durch die lokale Deformation der
Magnetkugel induzierte wurde. Die zweite unmagnetische Kugel L2 im Abstand
von 10,8 pum dagegen zeigt keine Reaktion auf das angelegte Magnetfeld. Bei
einer Kopplung iiber Fibronektin oder Integrin-Antikorper kann dagegen keine
Ausbreitung der lokalen Deformation beobachtet werden, auch nicht in unmit-
telbarer Umgebung (Entfernung von ca. 5 um) der Magnetkugeln. Statt dessen
zeigen die Trajektorien von Fibronektin und Antikorper-beschichteten Kugeln,
dass sich diese Kugeln unabhéngig von der dufleren Kraft auf der Zellmembran
bewegen.

Abfall des Deformationsfeldes

Wie das Beispiel in Abbildung 8.3 bereits andeutet, kann ein Deformationsfeld
auch bei der Beschichtung mit Invasin nicht in allen Fallen beobachtet werden. Es
gibt eine Distanz, ab der auch bei dieser Kopplung keine Auslenkung der unma-
gnetischen Kugeln mehr beobachtet werden kann. In Abbildung 8.4 sind mehrere
unmagnetische Kugeln auf einer Zelle gezeigt, die Auslenkungen der Kugeln sind
als Pfeile in 10facher Vergroflerung dargestellt. Die unmagnetischen Kugeln in
groflem Abstand werden durch die Deformation der beiden Magnetkugeln nicht
merklich ausgelenkt.

Um die Reichweite des Deformationsfeldes aus Experimenten an unterschied-
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Abbildung 8.4: M1, M2: Fibronektin-beschichtete Magnetkugeln. L1 ... L11: unma-
gnetische mit Invasin-beschichtete Kugeln. Die Pfeile geben die Auslenkung durch die
angreifende Kraft in 10facher Vergréflerung wieder. Die Kraft kann nicht angegeben
werden, da die Magnetkugeln zu nahe beieinander liegen und sich deshalb beeinflussen.
Eine Auslenkung der unmagnetischen Kugel L5 ist kaum noch messbar, bei L6 ist keine
Auslenkung mehr zu detektieren.

lichen Zellen zu bestimmen, ist es notig, das Deformationsfeld der einzelnen Ex-
perimente zu normieren, da durch die unterschiedliche Entfernung der Zellen zur
Magnetkante verschiedene Krifte auf die Magnetkugeln wirken und diese dar-
um unterschiedliche Auslenkungen erfahren. Es wird deshalb die Auslenkung der
Invasin-Kugeln durch die Auslenkung der jeweiligen Magnetkugel geteilt, um so
das Deformationsfeld auf die Amplitude der lokale Scherung zu vereinheitlichen.
Durch diese Normierung werden die Unterschiede der Auslenkungsamplituden
korrigiert und es ist nun moglich, die verschiedenen Experimente miteinander zu
vergleichen.

Trigt man diese normierte, relative Auslenkung der unmagnetischen Kugeln
gegen den Abstand der Kugeln zur Magnetkugel auf, wie es in Abbildung 8.5
dargestellt ist, erkennt man deutlich, dass das Deformationsfeld relativ linear
abféllt und ab einer Grenze von ca. 11 um verschwindet. Passt man an die Daten
eine Gerade an, erhédlt man eine Abschirmlange von r. = 10,6+1,2 pm, ab der
bei den unmagnetischen Kugeln keine Auslenkungen mehr zu beobachten sind.
Im Vergleich dazu ist der Durchmesser einer Zelle ungefihr 50 pm. Allerdings
zeigt Abbildung 8.5 auch einige Datenpunkte innerhalb dieser Abschirmldnge von
11 pm, bei der die unmagnetischen Kugeln keine Auslenkung zeigen. Bei genauer
Betrachtung handelt es sich dabei jedoch nicht unbedingt um einen Widerspruch:
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Abbildung 8.5: Abhingigkeit des Deformationsfeldes vom Abstand zur ausgelenkten
Magnetkugel. Die Abbildung zeigt die Auslenkung von verschiedenen unmagnetischen
Kugeln aus 8 Experimenten aufgetragen gegen den Abstand zur Magnetkugel. Die Aus-
lenkungen der unmagnetischen Kugeln wurden jeweils auf die Auslenkung der Magnet-
kugel normiert. Die Gréfle der Punkte gibt die Auslenkung der Magnetkugeln wieder
(von 0,1 pm bis 1,1 pm).

Bei allen diesen Experimenten ist die absolute Auslenkung der Magnetkugeln sehr
klein (< 0,3 um), wihrend sie sonst mindestens 0,6 pm betragen hat.

Wie in Abbildung 8.5 zu erkennen, betrigt die Auslenkung der unmagne-
tischen Kugel im Abstand von 5 um von der Magnetkugel nur noch 30% der
Auslenkung der Magnetkugel. Wird diese nur um 0,1 gm verschoben (das ent-
spricht den kleinsten Punkten in der Abbildung 8.5) so ist eine mogliche Aus-
lenkung der unmagnetischen Kugel mit 30 nm unterhalb der Ortsauflosung des
particle-tracking-Algorithmus. Es ist also moglich, dass eine Auslenkung der un-
magnetischen Kugeln nicht mehr detektiert werden kann, da die absolute Grofle
des Deformationsfeldes zu gering ist. Da also die Auslenkung der Magnetkugel
auch einen gewissen Einfluss auf den Abfall der lokalen Deformation besitzt, ist
sie in Abbildung 8.5 als Durchmesser der Datenpunkte dargestellt.

8.2 Vergleich von Invasin- und Fibronektin-
beschichteten Magnetkugeln

Da die verschiedenen Bindungsproteine, mit denen die Kugeloberflichen beschich-
tet sind, an unterschiedliche Integrine in der Zellmembran koppeln konnen, kénn-
te man intuitiv erwarten, dass eine Anderung der Beschichtungen auf der Ober-
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fliche der Magnetkugeln auch verdnderte Antwortkurven unter Krafteinwirkung
zur Folge hat. Bestérkt wird diese Vermutung durch die Abhéngigkeit des Defor-
mationsfeldes von der Beschichtung der unmagnetischen Kugeln. Um den Sach-
verhalt genauer zu testen, wurden mehrere Beschichtungen zur Bindung der Ma-
gnetkugeln an die Zelloberfliche verwendet. Als spezifische Bindungspartner fiir
Integrine wurden Fibronektin, Invasin und ein synthetisch hergestelltes Collagen
IV! an die Tosylgruppe der Magnetkugeln gebunden. Eine unspezifische Bindung
der Kugeln an die Zellmembran wurden mit NH?* und Polylysin versucht.

Dabei entpuppen sich die HUVECs als recht wéhlerische Zellart. Nur durch
eine Beschichtung mit Fibronektin und Invasin kénnen die Kugeln an die Zellen
gebunden werden, Kugeln mit einer anderen Beschichtung werden nicht gebun-
den?, sondern diffundieren oberhalb der Zellen im Medium?.

Der direkte Vergleich zwischen einer Bindung der Magnetkugeln durch Fibro-
nektin und Invasin fithrt zu keinem signifikanten Unterschied in der Auslenkung
der Kugel durch eine externe Kraft. Beide zeigen ein sehr dhnliches Verhalten, im
Rahmen der generell auftretenden Unterschiede zwischen einzelnen Zellen kénnen
keine Einfliisse der Kugelbeschichtungen festgestellt werden.

8.3 Diskussion

Erstmals ist es in dieser Arbeit gelungen, die Reichweite des Deformationsfeldes
einer Punktkraft bei Endothelzellen zu beobachten. Dabei fillt als erste Besonder-
heit auf, dass eine Beobachtung des Deformationsfeldes vom Kopplungsprotein
abhéngt, mit dem die unmagnetischen Sondenpartikel an die Zelloberfliche ge-
bunden werden: Bei einer Bindung mit Fibronektin oder mit Integrin-Antikérpern
sind keine Auslenkungen der Sondenpartikel zu beobachten, unabhéngig von ihrer
Néhe zur ausgelenkten Magnetkugel. Nur bei einer Bindung der unmagnetischen
Kugeln durch Invasin ist eine Auslenkung sichtbar. Dies ist unabhéngig von der
Beschichtung der Magnetkugel, die in allen Féllen mit Fibronektin funktionali-
siert ist. Zwei Moglichkeiten sind vorstellbar, warum mit Invasin ein Deformati-
onsfeld detektierbar ist, mit anderen Kopplungen jedoch nicht:

Da das Auftreten eines Deformationsfeldes von den Eigenschaften des Ak-
tinnetzwerkes abhéngt (vgl. Kapitel 9), ist als erste Moglichkeit denkbar, dass
der Kortex normalerweise aus kleinen, nur lose miteinander verkniipften Teilen
(engl. patches) besteht. In diesem Fall wiirde die Amplitude des induzierten De-
formationsfeldes sehr schnell abfallen. Ein Deformationsfeld wére nicht mehr zu

!Das Collagen IV wurde von Barbara Sacca (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martins-
ried) synthetisiert und dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt.

2Ungebundene Kugeln sind leicht durch ihre Brownsche Bewegung zu erkennen und von
gebundenen zu unterscheiden.

3Dass dies tatsichlich eine Eigenheit der Endothelzellen ist, zeigen parallele Versuche von
V. Laurent an Makrophagen. NH3*-Kugeln binden problemlos an die Oberfliche dieser Zellen
(Vonna 2002).
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beobachten, wie es im Experiment bei der Kopplung der Sondenpartikel iiber Fi-
bronektin und Antikérpern der Fall ist, weil keine Verbindung zwischen der Ma-
gnetkugel und den Sondenpartikeln besteht. Dagegen bewirkt das Protein Invasin,
iiber das das Bakterium Yersinia pseudotuberculosis in eukariontische Wirtszel-
len eindringt, bei der Bindung an Integrine vermutlich eine Umorganisation des
Aktinnetzwerks (Hamburger et al. 1999) bzw. eine verstérkte Polymerisation von
Aktin (Wiedemann et al. 2001). Diese Umorganisation kénnte den Aktinkortex
so verandern, dass langreichweitige Verbindungen im Kortex auftreten, durch die
sich eine lokale Storung ausbreiten kann. Deshalb ist ein Deformationsfeld durch
Invasin-gebundene Kugeln sichtbar, wihrend es mit Fibronektin-gebundenen Ku-
geln nicht existiert.

Es wire als alternativer Mechanismus auch denkbar, dass ein Deformati-
onsfeld grundsatzlich existiert, aber nur durch Invasin-beschichtete Kugeln be-
obachtet werden kann. Die Verkniipfung von Integrinen mit dem Aktinkor-
tex ist ein komplexer Mechanismus. Die Bindung eines Integrins an einen ex-
trazelluldaren, makromolekularen Bindungspartner fithrt nicht automatisch zu
einer intrazelluliren Reaktion des Integrins mit dem Aktinkortex (Miyamoto
et al. 1995a, Miyamoto et al. 1995b). Es besteht dadurch die Moglichkeit, dass
die mit Fibronektin oder Antikérpern beschichteten Kugeln zwar an die Integrine
in der Zellmembran binden, diese jedoch keine Kopplung mit dem Aktinnetzwerk
eingehen. Da Invasin eine hohere Affinitdt zu Integrin aufweist als Fibronektin
(Hamburger et al. 1999), konnte die Bindung der Invasin-beschichteten Kugeln die
Kopplung von Integrin an Aktin iniziieren, wéhrend dieser Effekt bei Fibronektin-
beschichteten Kugeln ausbleibt. Das wiirde die Hypotese erkléaren, warum ein
Deformationsfeld durch die lokale Stérung immer auftritt, aber nur durch die
Verwendung von Invasin-beschichteten Sondenpartikeln beobachtet werden kann.

Zusétzlich ist die Bildung von fokalen Adhé&sionspunkten, bei denen eine
Kopplung von Integrinen an den Kortex stattfindet, abhéingig von der Gréfle der
Adhésionsflache (Arnold et al. 2003). Es ist also moglich, dass die Fibronektin-
beschichteten, unmagnetischen Sondenpartikel wegen ihrer geringen Bindungsaf-
finitdt zu klein sind, um durch ihre Bindung an Integrin die Bildung eines Foka-
ladhésionspunkts zu verursachen, wahrend dies durch die groflen Magnetkugeln
moglich ist. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Feststellung, dass
die Fibronektin- und Antikoérper-beschichteten Kugeln auf der Zelloberfléche un-
abhéngig von dufleren Einfliissen transportiert werden, wie die Trajektorien der
Kugeln in den Abbildungen 8.1 und 8.2 zeigen. Dieser Transport, der bei den
Magnetkugeln nicht sichtbar ist, kénnte bei einer Bindung an Integrine, die nicht
an den Aktinkortex gekoppelt sind, durch Diffusion in der Zellmembran erklért
werden. Dass die Kugelgrofie und damit die Adhésionsfliche der Kugeln einen
wesentlichen Einfluss auf das Bindungsverhalten hat, zeigt das unverénderte Ver-
halten der groflen Magnetkugeln, unabhéngig von der Oberflachenfunktionalisie-
rung durch Fibronektin oder Invasin. Durch beide Kugelbeschichtungen kann im
Fall der Magnetkugeln eine Bindung an den Aktinkortex hergestellt werden, der
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fiir die charakteristische Auslenkung der Kugeln verantwortlich ist, was bei den
kleineren unmagnetischen Kugeln nicht unbedingt der Fall ist.

Welches der beiden oben skizzierten Szenarien die Situation in der Zelle bes-
ser wiedergibt, ist aus den Ergebnissen der hier vorgestellten Experimente nicht
eindeutig festzustellen. Allerdings widerspricht die allgemeine Vorstellung vom
Aktinkortex als formgebende, feste &uflere Schale der ersten der beiden Méoglich-
keiten. Vermutlich ist es also die fehlende Kopplung der unmagnetischen Kugeln
an den Aktinkortex, die das Deformationsfeld bei einer Bindung durch Antikérper
und Fibronektin nicht sichtbar werden lasst.

Sind die unmagnetischen Kugeln durch eine Kopplung mit Invasin an die Zel-
len gebunden und dadurch das Deformationsfeld sichtbar, kann ein eindeutiges
Verhalten beobachtet werden, wie in Abbildung 8.5 zu sehen ist. Die relative
Auslenkung der unmagnetischen Kugeln nimmt mit zunehmendem Abstand zur
Magnetkugel linear ab, bis sie bei einer Entfernung von r. = 10,6 yum ganz ver-
schwindet. Die Groe r. wird dabei als Abschirmradius (engl. cut-off-radius) be-
zeichnet. Dies ist ein vollig anderes Verhalten, als aus bisherigen Theorien und
Modellen erwartet wurde:

In der theoretischen Behandlung einer diinnen elastischen Platte, auf die am
Ursprung eine Punktkraft wirkt, fallt das Deformationsfeld dieser Storung loga-
rithmisch ab, ist also auch in grofler Entfernung von der lokalen Deformation
nicht zu vernachlissigen (Landau und Lifschitz 1970). Diese Theorie wurde fiir
Zellen erweitert ausgehend von der Annahme, dass der Zellkortex als homoge-
ne, zweidimensionale Schicht mit einer zweiten, darunterliegenden Schicht (der
Zellunterseite) verbunden ist (Bausch et al. 1998, Boulbitch 1999). Durch diese
Verbindung entsteht ein Deformationsfeld, das tatséchlich eine Abschirmlénge 7.
aufweist, ab der keine Auslenkung der unmagnetischen Partikel mehr beobachtet
werden sollte. Die genaue Ableitung und Begriindung dieses Radius findet sich
bei Boulbitch (1999). Hier sei nur als Ergebnis die Gleichung angegeben, nach der
r. bestimmt wird. Dazu betrachtet man die radiale Komponente des Deformati-
onsvektors u, der die Verschiebung vom Ort r an den Ort 7' = r 4+ u beschreibt.
Teilt man diese Komponente durch cos, wobei 1 den Winkel von = in Zylinder-
koordinaten angibt, so erhélt man einen Ausdruck, der unabhéngig vom Winkel
ist.

/T, 2 r/Te

cosd 21t 2 ¢

u, (7 I l—0o Ki(r/r. 1—o Ky(r/r,

(r) _ _Fo { Koy — K00/ i(r/ >} 51)
Dabei sind K,, die modifizierten Besselfunktionen zweiter Art, o ist das Poisson-
verhéltnis, das fiir biologische Materialien iiblicherweise mit 0,5 genédhert werden
kann, p* ist der Oberflichenschermodul des Aktinkortex, r. ist die gesuchte Ab-

schirmlange, und r, = /(1 —0)/2 - r.. Durch die Anpassung dieser Gleichung
an die Messdaten der ausgelenkten unmagnetischen Kugeln kénnen numerische
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Abbildung 8.6: Anpassung des Deformationsfeldes an die Theorie in Gleichung (8.1).
Die Kugelauslenkungen (e), notiert in Zylinderkoordinaten, wurden auf cos v normiert
und dann an Gleichung (8.1) angepasst (Linie).

Werte fiir 7. gefunden werden.*

Dieses Verfahren konnte bei Fibroblasten erfolgreich angewandt werden
(Ziemann 1997, Bausch et al. 1998, Bausch 2000) und r. bei dieser Zellart zu
7 pm und der Oberflichenschermodul i* zu 4-1073Pa m abgeschiitzt werden, was
mit dem Wert des Plateaus im Kapitel 6 sehr gut {ibereinstimmt. Der Versuch,
auch das Deformationsfeld bei Endothelzellen durch dieses theoretische Modell zu
beschreiben, ist in Abbildung 8.6 gezeigt. Dort sind die reduzierten Koordinaten
der Messdaten zusammen mit einer Anpassung durch Gleichung (8.1) dargestellt.
Man kann erkennen, dass das Modell im Fall der Endothelzellen nicht befriedi-
gend ist. Der numerische Wert von r. = 1,3+1,2 um, der sich aus der Anpassung
von Gleichung (8.1) an die experimentellen Daten ergibt, steht im Widerspruch
zum Experiment, in dem Auslenkungen bis zu einer Distanz von 11um beobachtet
werden konnen. Der Wert des Oberflichenschermoduls p* = 23,48 Pa m in Glei-
chung (8.1) wird ungewdhnlich gro8 im Vergleich zum Ergebnis bei Fibroblasten
und widerspricht den Werten, die im Kapitel 6 gefunden wurden.

Offensichtlich entsprechen die Annahmen des theoretischen Modells im Fall
der Endothelzellen nicht dem Experiment: Kawakami et al. (2001) fanden, dass
f1-Integrine (potentielle Bindungspartner fiir Invasin, Fibronektin) in Fokal-
adhésionspunkten mit Aktinstressfasern verbunden ist. Bei den Aktinstressfa-
sern handelt es sich jedoch um hochgradig inhomogene Gebilde, die vor allem
parallel zur Plasmamembran verlaufen. Im Gegensatz zu den Experimenten mit
Fibroblasten befinden sich die beobachteten Kugeln auf den Endothelzellen im
Zentrum der Zellen, wo diese eine Dicke von einigen Mikrometern besitzen. Eine
Kopplung von Ober- und Unterseite des Zellkortex erscheint auch aus diesem
Grund unwahrscheinlich.

4Bei Bausch et al. (1998) ist Gleichung (8.1) fehlerhaft (Boulbitch 2003).
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Kapitel 9

Experimente mit
zytoskelettstimulierenden
Substanzen

In fritheren Arbeiten wurde bereits festgestellt, dass Thrombin auf den Aktin-
kortex eine plotzliche, stark versteifende Wirkung hat (Hellerer 1999, Bausch
et al. 2001). Diese Versteifung ist so stark, dass es im Experiment unmdoglich
ist, die Magnetkugel nach der Zugabe von Thrombin mittels der Magnetischen
Pinzette auch bei Anlegen der gréfiten, moglichen Kréfte auszulenken. Diese spon-
tane Versteifung war vorher noch nie beobachtet worden, bekannt war nur die
Kontraktion von Endothelzellen durch die Wirkung von Thrombin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben Thrombin weitere Zytoskelett-
stimulierende Substanzen (LPA, Histamin) eingesetzt, um die biochemischen Si-
gnalwege, die zu der Versteifung fiithren, zu identifiziert. Weiter wurden durch
Zytoskelett-zerstorende Substanzen der Bereich der Zelle prézisiert, der bei Mes-
sungen mit der Magnetischen Pinzette untersucht wird.

9.1 Durchfiihrung der Experimente

Die Experimente zur Wirkung von zytoskelettstimulierenden Stoffen auf die vis-
koelastischen Eigenschaften von Endothelzellen dhneln den Versuchen zur sys-
tematischen Untersuchung der Viskoelastizitdt im Kapitel 6. Um die Wirkung
von Reagenzien auf Endothelzellen zu testen, werden Fibronektin-beschichtete
Magnetkugeln zu den Zellen gegeben, die an die Integrin-Proteine der Endo-
thelzellen binden. Durch diese Bindung werden die Kugeln also direkt an den
Aktinkortex der Zellen gekoppelt. Zunéchst werden auf die ungestorten Zellen
rechtecksformige Kraftpulse ausgeiibt, um die Antwort der Zellen vor der Sti-
mulation des Zytoskeletts aufzunehmen. Nach der Beobachtung der ungestorten
Zellen, wird der stimulierende Wirkstoff in der gewiinschten Konzentration direkt
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in die Probenkammer pipettiert. Uber einen lingeren Zeitraum (bis zu 45 Minu-
ten) werden anschlieBend erneut Kraftpulse auf die Zellen ausgeiibt, um durch
den Vergleich der Antwort vor und nach der Einwirkung des Stoffes die Wirkung
auf die Zelle zu bestimmen.

Einige der Stoffe, namlich Thrombin, Histamin und LPA, wirken dabei iiber
Rezeptoren in der Zellmembran, da sie als korpereigene Botenstoffe und Wachs-
tumsfaktoren fungieren und darum von der Zelle erkannt werden. Diese Stoffe
stimulieren das Zytoskelett, zerstoren es jedoch nicht. Thrombin, Histamin und
LPA werden fiir Experimente in physiologischem Puffer (Phosphatpuffer (PBS),
150 mM Salzkonzentration) gelost; die verwendeten Konzentrationen sind bei
Thrombin (La Roche, Mannheim) 0,5 bis 1 u/ml', bei Histamin und LPA (beide
Sigma-Aldrich, Schnelldorf) jeweils 10 pM.

Latrunculin A und Nocodazol dagegen sind Gifte, die jeweils sehr spezifisch
einen Teil des Zytoskeletts angreifen und zerstoren (vgl. Abschn. 2.2). Zu diesem
Zweck miissen die Gifte jedoch direkt im Inneren der Zelle, im Zytoplasma, wirken
kénnen. Um dies zu ermoglichen, werden diese Stoffe in Puffer zusammen mit
0,1% DMSO gelost. DMSO hat die Eigenschaft, die Plasmamembran der Zelle,
die normalerweise einen sehr guten Schutz vor dufleren Einfliissen darstellt, zu
perforieren und so permeabel zu machen. Auch die Wirkung von DMSO allein
auf die Zellen wird als Kontrolle in einem Experiment getrennt betrachtet, um
den Einfluss von DMSO von den Einfliissen von Latrunculin A und Nocodazol zu
trennen.

Durch den Vergleich der Kugelauslenkungen vor und nach der Zugabe der
stimulierenden Substanzen ist es moglich, die ungestorte Zelle vom Beginn der
Messung mit der Reaktion der stimulierten Zelle zu vergleichen und so die Wir-
kung der Stoffe zu beschreiben.

9.2 Auflésung von Zytoskelettkomponenten
durch Latrunculin A und Nocodazol

Durch die Experimente mit Latrunculin A und Nocodazol sollte geklart werden,
welche Teile des Zytoskeletts fiir die charakteristischen Auslenkungen der Kugeln
verantwortlich sind. Wie im Abschnitt 2.2 beschrieben, zerstért Latrunculin A in
Zellen langfristig die Aktinfilamente, wihrend Nocodazol die Mikrotubuli auflost.
In Abbildung 9.1 sind beide Messungen gezeigt. Die Zugabe von Latrunculin A ist
in der Abbildung markiert, Nocodazol wurde direkt vor der Messung zugegeben.

Die Anderung der Messkurve kann in Abbildung 9.1A sehr gut verfolgt wer-
den: sie zeigt zunéchst eine sehr schnell auftretende, kleine Versteifung (diese

'Enzymmengen werden in Einheiten u (units) angegeben. Dabei ist 1 unit Thrombin defi-
niert als die Menge des Enzyms, die gebraucht wird, um 1 mg Fusionsproteine in 16 Stunden
bei 20° C zu spalten.
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A Zerstorung der Aktinfilamente durch 1M Latrunculin A. Die Zunahme der Aus-
lenkung im Verlauf der Messung ist deutlich zu erkennen. Bereits 2 Minute nach
der Zugabe des Stoffes vergrolert sich die Auslenkung merklich, nach 10 Minuten
ist sie auf das 10fache angewachsen.
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B Zerstorung der Mikrotubuli durch Nocodazol. Nocodazol wurde in einer Konzen-
tration von 10 uM eingesetzt und ca. 1 Minute vor Beginn der Messung in die
Probe gegeben. Im Verlauf von knapp 3 Minuten sind keine signifikanten Ande-
rungen in der Auslenkung zu erkennen.

Abbildung 9.1: Wirkung der Zytoskelett-zerstorenden Substanzen Latrunculin A und
Nocodazol auf die Kugelauslenkung. Beide Substanzen wurden in Puffer mit jeweils in

0,1% DMSO zugegeben.
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Abbildung 9.2: Stimulation der Zellen durch Thrombin. Kurz nach der Zugabe zieht
sich die Zelle zusammen und versteift sich. Nach wenigen Minuten ist keine Auslenkung
mehr messbar, die Versteifung 16st sich nach einiger Zeit wieder.

Versteifung wird durch DMSO ausgeltst, das mit dem Latrunculin A zugegeben
wird, vgl. Abschnitt 9.4). AnschlieBend wird die Auslenkung der Kugel immer
grofler, nach 2 Minuten ist sie bereits doppelt so grofl wie vor der Zugabe von
Latrunculin A, nach 6 Minuten ist die Auslenkung um einen Faktor 10 angewach-
sen. Die Zellen 16sen sich in weiteren Verlauf des Experiments von der Oberfléche
ab.

Anders stellt sich die Situation bei Nocodazol dar, bei dem keine starke
Verdnderung der Kugelauslenkung zu erkennen ist. Zwar verdndert sich auch hier
die Auslenkung geringfiigig, aber nicht so drastisch wie im Falle von Latrunculin
A. Die Zelle ist zu Beginn etwas steifer als am Ende der Messung.

9.3 Stimulation des Zytoskeletts durch Throm-
bin, Histamin und LPA

Von weiterem Interesse ist der Einfluss von Wirkstoffen, die das Zytoskelett nicht
zerstoren, jedoch groflere Umorganisationen vor allem des Aktin bewirken. Wie
bereits von Bausch et al. (2001) gezeigt, 16st Thrombin in Endothelzellen eine
schnell auftretende Versteifung der Zelle aus, die sich nach einigen Minuten wie-
der 16st. Diese Versteifung konnte im Rahmen dieser Arbeit reproduziert werden,
sie ist in Abbildung 9.2 dargestellt. Charakteristisch fiir diese Versteifung ist ihr
Auftreten innerhalb kurzer Zeit, typischer Weise zwischen 20 Sekunden und 1
Minute. Auch die Erholung der Zellen nach 5 bis 10 Minuten ist dort gut zu
erkennen, die beobachtet werden kann, sofern diese sich nicht durch den Einfluss
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Abbildung 9.3: Stimulation der Zellen durch Histamin. Durch die Zugabe von Hista-
min versteifen sich die Zellen #&hnlich wie es bei der Zugabe von Thrombin beobachtet
wird. Auch hier 16st sich die Versteifung nach einiger Zeit wieder.
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Abbildung 9.4: Stimulation der Zellen durch LPA. Hier ist im Rahmen der Mess-
genauigkeit keine signifikante Anderung der Kugelauslenkung durch die Wirkung des

Stoffes messbar.
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Abbildung 9.5: Die Wirkung von DMSO auf Endothelzellen. Im Gegensatz zu Throm-
bin und Histamin hat DMSO keine Zytoskelett-stimulierende Wirkung, es macht jedoch
die Zellmembran permeabel fiir Stoffe im Medium. Auch die Zugabe von DMSO ruft
eine schnelle Versteifung der Zellen hervor, dhnlich wie Thrombin und Histamin.

des Thrombins vom Substrat abgelost hatten. Einen &hnlichen Effekt wie Throm-
bin bewirkt die Zugabe von Histamin in die Probenkammer. In Abbildung 9.3
ist das Beispiel eines solchen Experiments gezeigt. Auch die Versteifung durch
Histamin tritt innerhalb kurzer Zeit (weniger als einer Minute) auf und ist re-
versibel. Im Gegensatz zu Thrombin und Histamin zeigt die Zugabe von LPA
kaum Einfluss auf die gemessenen Kugelauslenkungen, wie frither schon berichtet
wurde (Hellerer 1999). Ein Beispiel der Wirkung von LPA ist in Abbildung 9.4
gezeigt. Die Auslenkung der Kugel &ndert sich nur minimal.

9.4 Versteifung des Kortex durch DMSO

Den Losungen von Latrunculin A und Nocodazol war jeweils zwischen 1% und
0,1% DMSO beigemischt, um die Zellmembran fiir diese Stoffe permeabel zu
machen. Als Kontrolle zu diesen Messungen ist es deshalb notwendig, auch die
Wirkung von DMSO allein auf die Zellen zu testen. Wie in Abbildung 9.5 gezeigt,
tritt durch den Einfluss von 1% DMSO eine Versteifung der Endothelzellen auf.
Diese Versteifung ist schnell (im Beispiel weniger als 30 Sekunden) zu beobachten
und ist wenigstens teilweise reversibel: Nach einigen Minuten kann wieder eine
Kugelauslenkung beobachtet werden. Dieses Verhalten ist dhnlich der Wirkung
von Enzymen wie Thrombin und Histamin, jedoch handelt es sich bei DMSO
nicht um einen Botenstoff, sondern einzig um ein unpolares Molekiil, das die
Zellmembran durchléssig macht fiir Stoffe und Ionen, die im umgebenden Puffer
gelost sind.
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9.5 Diskussion

Mit Hilfe der Magnetischen Pinzette konnen nicht nur physikalische Fragen zur
viskoelastischen Natur von Zellen untersucht werden, sondern auch biologisch
relevante Experimente vorgenommen werden, z.B. durch Versuche mit Substan-
zen, die direkt in die molekular-biologische Natur des Zytoskeletts eingreifen.
So zeigen die Untersuchungen mit Latrunculin A, einem Stoff, der die Konzen-
tration an F-Aktin stark vermindert, dass die durch die Magnetische Pinzette
untersuchten Eigenschaften der Zellhiille tatséchlich durch das Aktinzytoskelett
dominiert werden. Dieses Ergebnis steht in hervorragender Ubereinstimmung mit
fritheren Experimenten unterschiedlichster Techniken: Bei Experimenten mit dem
Magnetic- Tweezers-Setup an Fibroblasten vermutete auch Bausch (2000), dass
die rapide Vergréerung der Kugelauslenkung durch die Zugabe von Cytochalasin
D auf die Zerstorung des Aktinkortex zuriickzufithren ist. Da Latrunculin A noch
spezifischer auf die Auflésung von F-Aktin wirkt wie Cytochalasin D, steht diese
Vermutung im Einklang mit dem hier beobachteten Effekt in Abbildung 9.1A.
An Fibroblasten wurden bei Untersuchungen mit dem AFM &hnliche Ergebnisse
durch Latrunculin A beobachtet (Rotsch und Radmacher 2000). Auch hier wur-
den die Zellen unter Anwendung von 0,1 uM Latrunculin A weicher, allerdings
verringert sich der Young-Modulus, der ein Maf fiir die Steifigkeit eines Korpers
ist, nur um etwa das 2,5fache, wéhrend in den hier vorgestellten Experimenten der
Ausschlag der Kugeln unter dem Einfluss von Latrunculin A um einen Faktor 10
grofler wird. Die Ursache dieses Unterschieds konnte sowohl in der unterschiedli-
chen Art der untersuchten Zellen liegen, als auch an der geringeren Konzentration
von Latrunculin A (im Beispiel in Abbildung 9.1A wurde eine Konzentration von
1 uM zugegeben).

Erstaunlich sind jedoch die unterschiedlichen Zeiten, in denen die Anderungen
in der Elastizitdt von Zellen beobachtet werden: wiahrend bei Endothelzellen die
erste Wirkung des Latrunculin A innerhalb von 2 Minuten sichtbar wird und nach
10 Minuten die 10fache Auslenkung erreicht ist, wird bei den Fibroblasten von ei-
nem Zeitraum von ungefidhr 40 Minuten berichtet (Rotsch und Radmacher 2000).
Bei der Untersuchung von Epithelzellen der Leber wurden Anderungen der vis-
koelastischen Eigenschaften des Zytoplasmas durch Latrunculin A innerhalb von
15 Minuten beobachtet (Yamada et al. 2000). Da Bausch (2000) bei Fibroblas-
ten ebenfalls eine sehr schnelle Reaktion (innerhalb von 5 Minuten) durch die
Auflosung des Aktin durch Cytochalasin D beobachtete, liegt dieses unterschied-
liche zeitliche Verhalten entweder an der Technik der Magnetischen Pinzette, die
die Verénderungen sensitiver detektiert, oder an den verschiedenen Arten von
Aktin, die durch die unterschiedlichen Techniken getestet werden: wéihrend die
Magnetische Pinzette Figenschaften des Aktinkortex wiedergibt, der als erstes
der Wirkung des von auflen eindringenden Latrunculin A ausgesetzt ist, stellen
AFM (Rotsch und Radmacher 2000) und Laser-Verfolgungs-Rheologie (Yamada
et al. 2000) die viskoelastischen Eigenschaften im Inneren der Zelle dar.
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Abbildung 9.6: Die Wirkung einer niedrigen Konzentration (0,01 xM) von Latrun-
culin A auf Endothelzellen. Zu erkennen ist zunéchst eine Vergréflerung der lokalen
Deformation durch den Einfluss des Latrunculin A, die Zelle wird also weicher. Jedoch
ist die Konzentration in diesem Beispiel so klein, dass das filamenttse Aktin nicht vollig
aufgelost wird und die Zelle reagieren kann. Nach ca. 10 min ist die urspriingliche
Auslenkung wieder erreicht.

Wie sensitiv der Magnetic- Tweezers-Aufbau arbeitet, zeigt ein weiteres Ex-
periment mit Latrunculin A: reduziert man die Konzentration des eingesetzten
Latrunculin A weiter auf 0,01 uM, kann sowohl das Aufweichen, als auch spéter
wieder eine Stabilisierung des Aktinkortex beobachtet werden. Dies ist in Abbil-
dung 9.6 gezeigt, in der die Auslenkung einer Kugel iiber einen Zeitraum von
mehr als 10 Minuten dargestellt ist. Diese niedrige Konzentration von Latrun-
culin A bewirkt also eine Auflésung des Aktinkortex, dem aber von der Zelle
entgegengesteuert werden kann.

Die Zerstorung der Mikrotubuli hatte kaum Einfluss auf die viskoelastischen
Eigenschaften der Zelle. Auch dieses wird durch die Arbeit an Fibroblasten
(Rotsch und Radmacher 2000) bestétigt. Nach 60 Minuten konnte dort kei-
ne Verdnderung des Young-Modulus beobachtet werden. Die Eigenschaften der
Zellen beziiglich duflerer mechanischer Untersuchungen werden also mafigeblich
durch das Aktinzytoskelett bestimmt. Vollig unabhéngig scheinen Mikrotubuli
und Aktinkortex aber nicht voneinander zu sein. So beobachteten Maniotis et al.
(1997) eine Kopplung von Aktinzytoskelett und Mikrotubuli bei Endothelzellen.
Auch bei Zellen der Gattung Dictyostelium discoideum wurde berichtet, dass die
Mikrotubuli an den Aktinkortex binden (Neujahr et al. 1998). Eine solche Kopp-
lung der Mikrotubuli an den Aktinkortex ist wohl auch dafiir verantwortlich, dass
bei Endothelzellen in einigen Féllen durch eine lang andauernde Auslenkung der
Magnetkugel eine Verschiebung des Zellkerns in Richtung der Auslenkung beob-
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Abbildung 9.7: Wihrend der lang andauernden Deformation (Trajektorie der Kugel
ist im Bild weil wiedergegeben und dauert 50 Sekunden) folgt der Zellkern der Aus-
lenkung der Kugel nach. Die Umrisse des Zellkerns sind zu verschiedenen Zeiten des
Pulses durch die Linien wiedergegeben.

achtet werden kann. Ein Beispiel eines solchen Nachlaufens des Zellkerns ist in
Abbildung 9.7 gezeigt.

Durch die Zugabe von LPA in die Probenkammer kann der die viskoelastischen
Eigenschaften bestimmende Teil der Zelle noch weiter eingeschrénkt werden. Wie
in Abschnitt 2.2 beschrieben, regt LPA das Aktinnetzwerk im Innern der Zelle zur
Bildung von Stressfasern an. In den Experimenten dieser Arbeit sind die Einfliisse
von LPA auf die Antwort der Magnetkugel relativ klein, vor allem verglichen mit
den deutlichen Verinderungen auf die Zugabe von Latrunculin A und Throm-
bin. Es liegt also die Vermutung nahe, dass mit dem Magnetic- Tweezers-Aufbau
vor allem das kortikale Aktin untersucht wird. Dies ist insofern interessant, als
mit dem AFM vor allem das intrazellulire Aktinnetzwerk bzw. Aktinstressfa-
sern untersucht werden, was die oben erwahnten unterschiedlichen Zeiten bei der
Wirkung von Latrunculin A zwischen Endothelzellen und den Fibroblasten bei
Rotsch und Radmacher (2000) erkldren kann.

Aufgrund des Vergleichs der Wirkungen, die Thrombin, Histamin und LPA in
den Experimenten auf den Kortex ausiiben, kann der Signalweg, der die Verstei-
fung des Aktinkortex bei Thrombin und Histamin auslost, mit grofer Sicherheit
auf die Ausschiittung von Ca?" zuriickgefiihrt werden. Zwar haben frithere Ar-
beiten (Hellerer 1999, Bausch 2000) bereits versucht, diesen Signalweg zu testen
und keinen Einfluss des Ca?" auf die Versteifung feststellen konnen. Jedoch spre-
chen die folgenden beiden Beobachtungen sehr stark fiir Ca? als Ursache der
Versteifung:
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Versteifung | wirkt iiber
Thrombin + Ca* /Rho
Histamin + Ca®
LPA — Rho

Tabelle 9.1: Vergleich der Wirkung einer Stimulation des Zytoskeletts und des bio-
chemischen Signalwegs, iiber den die Stimulation auf das Zytoskelett wirkt. Es liegt
die Vermutung nahe, dass die Versteifung durch die Aktivierung des Ca?"/Calmodulin-
Weges vermittelt wird.

1. Die verwendeten Enzyme (Thrombin, Histamin, LPA) wirken jeweils auf
unterschiedliche Art auf das Aktinnetzwerk der Endothelzellen (vgl. Ab-
schnitt 2.2 und Tabelle 9.1). Wéhrend Thrombin sowohl iiber das Rho-
Protein als auch durch die Ausschiittung von Ca?" das Aktomyosin-System
aktiviert (Wysolmerski und Lagunoff 1990, Aepfelbacher und Essler 2001),
wirkt LPA nur iiber das Rho-Protein (Moolenar et al. 1997) und Histamin
nur {iber Ca* (Rotrosen und Gallin 1986). Da sowohl Thrombin als auch
Histamin die Versteifung des Aktinkortex bewirken, liegt ein erstes Indiz
fiir einen Signalweg durch Ca?" vor.

2. Einen entscheidenden Nachweis fiir diese These liefert die Beobachtung der
Kortexversteifung ausgelost durch DMSO. DMSO hat im Gegensatz zu
Thrombin, Histamin und LPA keine stimulierende Wirkung auf das Zy-
toskelett. Die Wirkung von DMSO besteht in der Bildung kleiner Locher in
der zellularen Plasmamembran, um diese permeabel fiir im Medium geloste
Stoffe (z.B. Latrunculin A) zu machen. Nun zeigt auch der Einsatz von
DMSO eine versteifende Wirkung auf die Zellen, wie in Abbildung 9.5 zu
erkennen ist.

Auch diese Versteifung kann schliissig durch die Wirkung von Ca?" erklirt
werden: Die Zellen befinden sich wahrend der Experimente in einem Zell-
kulturmedium, das nach Angaben des Herstellers (PromoCell, Heidelberg)
eine Konzentration von [Ca®|= 1,6 mM enthélt. Im Inneren der Zelle liegt
der Kalziumspiegel dagegen bei Konzentrationen von 0,1 uM (Ca?" inaktiv)
bis 10 uM (Ca?" aktiviert) (Rotrosen und Gallin 1986), er ist also 2 bis 4
Groflenordnungen kleiner. Durch die Perforierung der Zellmembran durch
DMSO kénnen nun extrazellulire Ca?-Ionen in das Zytoplasma eindringen
und dort iiber den bekannten Ca?"/Calmodulin-Signalweg (Wysolmerski
und Lagunoff 1990) die Versteifung des Aktinkortex auslosen.

Obwohl nun also die Ursache der Versteifung auf die Wirkung von Ca?" zuriick-
zufithren ist, bleibt doch der genaue Mechanismus der Versteifung weiterhin frag-
lich. Interessant in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass die Versteifung
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C Histamin

Abbildung 9.8: Anfirbungen des Aktinzytoskeletts. Die Endothelzellen wurden fi-
xiert, ihre Plasmamembran permeabilisiert und das F-Aktin mit Alexa-Rhodamin an-
gefiarbt. Der weile Balken hat eine Lange von 10 pm.
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ghnlich schnell auftritt, wie sich Stressfasern durch eine Anfirbung des Aktinzy-
toskeletts mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin nachweisen lassen. Bilder solcher
Farbungen sind in Abbildung 9.8 zu sehen. Jedoch ist die Magnetische Pinzet-
te vor allem sensitiv fiir den Kortex der Zelle, nicht fiir das Aktinnetzwerk im
Inneren derselben.
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Kapitel 10

Ausblick auf weiterfithrende
Fragen

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit konnten einige Fragen zur Viskoelastizitét
von Endothelzellen nicht gekliart werden, bzw. haben sich neue Fragen ergeben.
Im folgenden sollen einige theoretische und experimentelle Aspekte angesprochen
werden, die sich an die bisherige Arbeit anschliefen kénnten.

10.1 Mikroskopischer Ansatz zur Modellierung
der Kugelauslenkung

Im Kapitel 6 wurden die Auslenkungen der Magnetkugeln durch mechanische
Schaltkreise modelliert, was einem makroskopischen Ansatz entspricht, der die
Kugelauslenkung phédnomenologisch beschreibt. Ein véllig anderer theoretischer
Ansatz zur Beschreibung der longitudinalen Deformation der Zellhiille wurde in
jingster Zeit von Boulbitch und Ter-Oganessian (Ter-Oganessian et al. 2003) vor-
geschlagen, der die Kugelauslenkung durch mikroskopische Annahmen beschreibt.
Obwohl diese Theorie noch nicht abgeschlossen vorliegt, soll die zugrunde liegende
Idee kurz skizziert werden.

Ausgangspunkt der Theorie ist die Idee, dass die Magnetkugel im (zweidi-
mensionalen) Aktinkortex fest mit einer Adhésionsscheibe verkniipft ist. Diese
Adhésionsscheibe mit dem Radius R befindet sich in einer Umgebung aus F-
Aktin der Konzentration c¢q, deren Bestandteile, die Aktinfilamente, durch ther-
mische Diffusion bewegt werden. Wird die Magnetkugel durch eine duflere Ma-
gnetkraft ausgelenkt, verschiebt sich die Adhésionsscheibe in dieser Umgebung
aus Aktinfilamenten. Durch die Bewegung der Scheibe in der zweidimensionalen
Schicht erhoht sich vor der Scheibe die Konzentration der Aktinfilamente, hinter
ihr wird sie erniedrigt. Wéhrend der Kugelbewegung konnen die Aktinfilamente
selbst allerdings auch diffundieren und so unabhéngig von der Kugel ihre Posi-
tion verdndern. Bezeichnet man die Diffusionskonstante der Aktinfilamente mit
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Abbildung 10.1: Skizze zur osmotischen Natur der Reibungskraft. Die Adhésions-
scheibe der Kugel mit Radius R wird um die Strecke z(t) bewegt und sammelt dabei
Molekiile (z.B. Aktin) vor sich auf. Diese kénnen wahrend dessen die Strecke /Dt
diffundieren (D Diffusionskonstante der Molekiile).

Dy, dann bestimmt sich die Strecke, die die Filamente innerhalb einer Zeit ¢
zuriicklegen konnen, zu d ~ /Dyt.

Wird die Adhésionsscheibe in der Zeit ¢ um die Strecke x(t) bewegt, so wird
durch diese Bewegung die Anzahl N(t) ~ 2R ¢, - 2(t) Filamente vor der Kugel
angesammelt, die innerhalb dieser Zeit die Strecke d diffundieren kénnen. Die
Filamente befinden sich also innerhalb einer Fléche A(t) ~ 2,/Dst (R + \/Dyt),
in der nun die Konzentration der Filamente c,(t) ~ N/A betrigt, falls gilt
x(t)/y/Dyst > 1. Die Fldche A ist in Abbildung 10.1 gestrichelt umrahmt.

eo(t) ~ YO _ 2(?) (10.1)

A~ VD (1 + D)
Durch diese erhohte Konzentration vor der Kugel wirkt auf die vordere Kugel-
oberflache ein osmotischer Druck IT = (¢, — ¢o)kpT, der eine osmotische Kraft
Fioon ~ 2R1I hervorruft.
Wenn die Bewegung der Adhésionsscheibe durch eine duflere, konstante Kraft
Foy hervorgerufen wird, so muss diese Kraft gerade entgegengesetzt gleich zur
osmotischen Kraft Fiq, sein. Es gilt dann also

z(t) ~ Fogm/t/Tp  ~ /2 (10.2)
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Abbildung 10.2: Doppeltlogarithmische Auftragung der Kugelauslenkung. Die Ska-
lierung der Auslenkung hat eine Steigung von 0,39.

wobei 7p = \/R?/D die Zeit ist, die fiir eine Diffusion um die Kugel benétigt
wird. Die Kugelauslenkung gehorcht einem Skalengesetz mit der Steigung 0,5.

Tatséchlich kann ein vergleichbares Verhalten bei der Kugelauslenkung be-
obachtet werden, wenn diese doppeltlogarithmisch aufgetragen wird. Ein solches
Beispiel ist in Abbildung 10.2 gezeigt. Das Skalengesetz betréigt hier 0,39 und
liegt somit durchaus in der Néhe der theoretischen Vorhersage. Analysiert man
verschiedene Kugelauslenkungen, so erhélt man im Mittel Exponenten zwischen
0,35 und 0,45. Die Abweichungen von der Theorie sind also gering, jedoch schei-
nen sie systematischer Natur zu sein, was eine Modifikation des Ansatzes notig
machen wiirde.

Problematisch sind auch einige Voraussetzungen des Modells. So besitzen
Aktinfilamente keine eindeutige Diffusionskonstante, vielmehr ist es {iblich, die
thermische Bewegung von F-Aktin durch Reptation zu beschreiben (Dichtl und
Sackmann 1999, Dichtl 2001). Diese sollte konzentrationsabhéngig sein, was eine
mogliche Erkldarung fiir die Abweichung des Exponenten sein konnte.

10.2 Weitere Untersuchungen am Zytoskelett
von Endothelzellen

Aufbauend auf den Experimenten dieser Arbeit bieten sich verschiedene Moglich-
keiten, die Dynamik des Zytoskeletts von Endothelzellen weiter zu untersu-
chen. Mit zwei Messmethoden, dem Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskop
(RIKM) und dem Raster-Kraft-Mikroskop (AFM), wurden bereits einige Vorex-
perimente durchgefiihrt, um prinzipiell zu klaren, ob Effekte mit diesen Techniken
zu beobachten sind.
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Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie an Endothelzellen

Eine optische Methode, mit der es sogar moglich sein sollte, die Bildung einzelner
Stressfasern in Endothelzellen zu beobachten, ist das RIKM. Durch Interferenz
des einfallenden, monochromatischen Lichtes ldsst sich sehr prézise die Hohenpo-
sition eines Objekts (z.B. Vesikel, Zelle) tiber einem Substrat (Deckglas) messen.
Mit dieser Technik, die an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben ist (Lorz 1999),
wurden bereits mehrfach Zellen untersucht (Schindl 1995, Simson 1998) und sie
ist auch bei Endothelzellen einsetzbar.

In Abbildung 10.3 sind zwei Beispiele von Experimenten mit Endothelzellen
im RIKM dargestellt. Im oberen Teil der Abbildung wird das Verhalten der Zellen
auf die Zugabe von 0,1 u/ml Thrombin gezeigt. Die zunéchst geschlossene Schicht
der Zellen reisst auf, es bleiben aber einzelne Fokalkontakte erhalten. Die Zellen
beginnen kurz nach der Zugabe des Thrombins wieder, die entstandene Liicke zu
schlieBen. Durch Bildung von Philopodien breiten sie sich wieder aus, nach 30
Minuten ist die urspriingliche geschlossene Schicht wieder hergestellt.

Die Zugabe von Catherin-Antikorper hat einen etwas anderen Effekt auf
die Zellen. Catherine sind Proteine, iiber die Kontakte zwischen zwei Zellen
hergestellt werden. Die Bindung kommt dabei durch eine Catherin-Catherin-
Wechselwirkung zustande. Diese Proteine besitzen eine dhnlich wichtige Funk-
tion wie die Integrine, mit denen Zellen auf Substrat verankert sind. Wird Anti-
Catherin in die Probe gegeben, so konkurriert die Antikérper-Catherin-Bindung
mit der Catherin-Catherin-Bindung zwischen Zellen, der Saum zwischen zwei
Zellen sollte Defekte entwickeln. Solche Defekte sind in Abbildung 10.3B in einer
RIKM-Aufnahme zu sehen (weifle Pfeile).

Raster-Kraft-Mikroskopie an Endothelzellen

Eine verbreitete Methode zur Messung mechanischer Eigenschaften von Zellen ist
das AFM. Beim AFM wird die Zelloberfléche mit einer Feder bekannter Steifigkeit
abgerastert. Durch die Auslenkung der Feder in Abhéngigkeit der Hohenpositi-
on kénnen sowohl die absolute Hohe der Zelle als auch die Steifigkeit der Zelle
gemessen werden. Da die Deformation der Zelle in diesem Fall keine Scherung son-
der eine Kompression darstellt, detektiert man mit dem AFM nicht unbedingt
den Aktinkortex, sondern die Steifigkeit des Zytoskeletts im darunterliegenden
Zytoplasma (engl. bulk cytoskeleton).

Experimente zur Wirkung von zytoskelettzerstérenden Substanzen wie Cy-
tochalasin D oder Nocodazol wurden an Fibroblasten mit dem AFM bereits
durchgefithrt (Rotsch und Radmacher 2000). Interessant wire eine systemati-
sche Untersuchung, ob die Versteifung der Endothelzellen durch die Wirkung von
Thrombin oder Histamin, wie sie im Kapitel 9 beschrieben ist, auch durch das
AFM gemessen werden kann. Erste Experimente zu dieser Fragestellung sind
nicht vollig eindeutig, zeigen aber vielversprechende Resultate, wie in Abbil-
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A Verdnderungen von Endothelzellen im RIKM durch Zugabe von Thrombin.
Die zunéchst geschlossene Schicht aus Zellen reisst bei der Zugabe von
Thrombin auf, innerhalb von 30 min schliefit sich die Zellschicht jedoch
wieder.

B Verénderungen von Endothelzellen im RIKM durch Zugabe von Anti-
Catherin. Catherin ist ein Protein, das Zell-Zell-Kontakte erméglicht. Anti-
Catherin 16st Kontakte zwischen zwei Zellen.

Abbildung 10.3: Das RIKM ermoglicht detaillierte Beobachtungen der Zellunterseite
und liefert sehr genaue Hoheninformationen iiber dem Substrat.
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Abbildung 10.4: Zeitliche Entwicklung des Young-Moduls unter dem Einfluss von
Thrombin gemessen mit dem AFM. Es wurde eine Linie auf der Zelle abgerastert,
die an der z-Koordinate aufgetragen ist. Die y-Koordinate zeigt die Hohe iiber dem
Substrat, nach hinten ist die zeitliche Entwicklung aufgetragen. Die Steifigkeit der Zelle
ist als Grauwert dargestellt, wobei die Zelle steifer wird, je dunkler die Graufirbung
ist. Die gesamte Messdauer war ungefihr 10 Minuten. Es zeigt sich, dass auch mit dem
AFM eine Versteifung der Zelle aufgrund der Zugabe von Thrombin zu beobachten ist.

dung 10.4 gezeigt. Die einzelnen Linien stellen die zeitliche Entwicklung einer
linearen Kontur auf der Zelle dar. Die Zugabe von Thrombin erhéht den Wert
des Young-Moduls (die Zelle wird steifer), was sich in einer Verdunkelung der
Grautone nach der Zugabe von Thrombin &uflert. Nach einigen Minuten nimmt
die Steifigkeit wieder ab, gegen Ende der Messung kehren die urspriinglichen hel-
len Grauwerte wieder zuriick. Allerdings ist die Versteifung deutlich spéater zu
beobachten, als bei den Experimenten mit der Magnetischen Pinzette (die ganze
Messung in der Abbildung dauert ungefahr 30 Minuten).

10.3 Mechanische Stimulation durch die Ma-
gnetische Pinzette

Wie beschrieben ist der Ansatzpunkt der Magnetischen Pinzette im Zytoskelett
der Aktinkortex, also jene relativ diinne Schicht, die direkt unter der Plasma-
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membran liegt. Diese Schicht ist nicht nur verantwortlich fiir die duflere Form
der Zelle, sie dient auch zur Signaliibertragung vor allem mechanischer Reize ins
Innere des Zytoplasmas.

In verschiedenen Arbeiten wurden bereits Reaktionen von Zellen auf mecha-
nische Reize beschrieben. So berichten Gu et al. (2001) von der mechanischen
Aktivierung und Deaktivierung von Ionen-Kanélen in der Plasmamembran durch
Einsaugen in eine Mikropipette. Verschiedene Ionenkanéle, die durch Dehnungen
aktiviert werden, sind auch in Herzmuskelzellen bekannt (Hu und Sachs 1997).
Durch Fluoreszenzmikroskopie mit einem Ca?"-abhiingigen Farbstoff konnten Glo-
gauer et al. (1997) zeigen, dass mechanische Reize bei Fibroblasten schon nach
kiirzester Zeit (< 1 sec) zu einem deutlichen Anstieg der intrazelluliren Ca*-
Konzentration fithren. Die mechanische Stimulation mit einem magnetischen Tor-
sionsrheometer ruft bei Endothelzellen von Rindern bereits biochemische Reak-
tionen (Meyer et al. 2000) hervor.

Da durch die Magnetische Pinzette ein Experimentalaufbau zu Verfiigung
steht, der sehr spezifisch und lokal Kréfte an der Zelloberfliche ausiiben kann,
ist hier ein guter Ansatzpunkt, das hochinteressante Feld der mechanischen Si-
gnaliibertragung zu untersuchen.
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Anhang A

Verzeichnis der verwendeten
Abkiirzungen

AFM
ATP
DMSO
ECM
F-Aktin
FN
G-Aktin
GDP
GTP
IATR
Inv
LPA
MLC

P,

PBS
Pixel
RIKM
UZ

Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscope)
Adenosin-Triphosphat

Dimethyl sulfoxid

extrazelluldre Matrix

filamentoses Aktin

Fibronektin

globulédres Aktin

Guanin-Diphosphat

Guanin-Triphosphat
Iodoacetamidotetramethylrhodamin

Invasin

Lysophosphatidséure (engl. lysophosphatidic acid)
Myosin-Light-Chain

Puls einer Dauer von n sec

Phosphatpuffer (engl. phosphat buffer saline)
Bildpunkt (engl. picture element)
Reflexions-Interferrenz-Kontrast-Mikroskop (engl. RICM )

Ultrazentrifuge
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Anhang B

Praparation des
Tetramethylrhodamin-Konjugats
von Aktin

Die Farbung von Aktin mit Tetramethylrhodamin erfolgt nach der von Michael
Bérmann leicht verédnderten Vorschrift von Simon et al. (1988). Die Angabe von
Puffer C zur Mikroinjektion stammt von McGrath et al. (1998).

Zur Féarbung wird lyophilisiertes Aktin verwendet, das noch nicht iiber Gel-
filtration gereinigt ist (,,Spudich & Watt — Aktin“), da die S-300-Séule erst nach
der Markierung durchgefiihrt wird. Generell muss Aktin immer auf Eis gelagert
sein, soweit nicht anders vermerkt. Die Dialyse findet im Kiihlraum statt (4°C)
statt.

1. 20mg (40mg) lyophilisiertes Aktin in 2ml (6ml) kaltem H,O l6sen und iiber
Nacht gegen 21 Puffer A dialysieren. Dazu Dialyseschlauch vor dem Ge-
brauch kochen und mit Wasser spiilen (um die Beschichtung des Schlauchs
zu 16sen). Schlauch zuknoten, Aktinlosung einfiillen, oben ebenfalls zukno-
ten und in den Puffer hangen (Riihrfisch nicht vergessen!). 3 mal mindestens
fiir eine Stunde in frischem Puffer A (einmal am besten iiber Nacht zum 2.
Tag).

2. 2h bei 100 000g und 4°C zentrifugieren. Dazu die Ultrazentrifuge (UZ)
vorkiihlen. Das verwendete Gegengewicht fiir die UZ muss auf 0,01 g mit
Wasser gegen die Probe aufgewogen werden, um die UZ nicht zu beschadi-
gen.

Evt. beim Uberstand eine Konzentrationsbestimmung machen, um festzu-
stellen, wieviel Aktin vorhanden ist.

Uberstand durch Zugabe von 100mM KCI und 2 mM MgCl, polymerisieren.
1h stehen lassen bei Raumtemperatur (RT) oder auf Eis iiber Nacht.
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3. Todoacetamidotetramethylrhodamin (IATR, 0,68mg/10mg Aktin) in 100pul
DMF l6sen (ergibt 5fachen molaren Uberschuss), anschlieBend tropfenweise
unter Rithren auf Eis zu Puffer B geben (gleiches Volumen wie die Aktin-
Losung).

Aktinlosung mit der ITAR-Losung vermischen, triturieren und 2h auf Eis
reagieren lassen.

Saule dquilibrieren.

Aktin depolymerisieren

(a) Zentrifugieren (100 000 g, 1,5h, 4°C)

(b) Uberstand abgieBen, 2-4ml Puffer A zugeben, im Potter homogenisie-
ren und iiber Nacht gegen 21 Puffer A dialysieren (Schlauch abkochen!,
Puffer dreimal wechseln).

(¢) Zentrifugieren (100 000 g, 2h, 4°C)
4. Uberstand gelfiltrieren. Sephacryl S-300, 1,5 X 100cm. Puffer vorher filtern!

5. Konzentrationsbestimmung an der UV/VIS

Zwei weitere Polymerisations-/Depolymerisationszyklen mit jeweils 48h
Dialyse folgen.

6. Vor Ende der letzten Dialyse Puffer A durch Injektionspuffer C ersetzen
Konzentrationsbestimmung an der UV /VIS.

Proteinbestimmung: Falling Ball etc.

Puffer A: 2mM Tris (HCI pH 8,0), 0,2mM CaCl,, 0,5mM ATP, 0,02% NaNj,
0,2mM DTT (nach pH!)

Puffer A: 100mM Borat, 100mM KCI, 2mM MgCly, pH 8.5

Puffer A: 1mM Hepes, 0,2mM MgCl,, 0,2mM ATP, pH 7.5
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Anhang C

Skizzen zur Magnetischen
Pinzette
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Abbildung C.1: Technische Zeichnung fiir die Probenkammer. Die Probenkammer ist
aus Aluminium gefertigt. Die Gréflenangaben sind in Millimetern.
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Abbildung C.2: Technische Zeichnung fiir den Kern der Magnetspule und den Rah-
men, der als Wickelfliche fiir den Kupferdraht dient. Der Kern ist aus Weicheisen, der

Rahmen aus PVC. Die Groflenangaben sind in Millimetern.
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