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23 Makromolekiile des Extrazellularen Raums

23.1 Gewebe als Verbundmaterial aus Zellen und

Makromolekiilen

Die ungeheuere Vielfalt extrazelluldrer Materialien ist ebenso faszinierend wie die der
intrazelluldren, aber noch viel weniger erforscht. Sie umfasst viele anorganische Materialien
(wie Zéhne und Knochen) sowie zahlreiche amorphe Substanzen, wie Haare, die in § 1
beschriebenen Fiile der Geckos und Insekten, Insektenfliigel und Spinnenféden. Es ist
erstaunlich, dass Physiker sich noch so wenig mit diesen biologischen Materialien befassen,
denn sie bieten eine sehr reiche Physik. Eine schon dltere aber umfassende Darstellung des
Gebiets findet man in der Monographie ,,Cell Biology of the Extracellular Matrix“[Hay].

Ein eindrucksvolles aber sehr komplexes Beispiel des Aufbaus biologischer Materie aus
makromolekularen Netzwerken ist das Bindegewebe, auch extrazelluldre Matrix (EM)
genannt. Abb. 23.1. zeigt die Grundstruktur der EM im Bereich des Endotheliums. Sie wird
von drei Gruppen riesiger Makromolekiilen gebildet: Kollagenfasern, Hyaluronsdure und
Proteoglykanen (Abb. 23.2.A). Hinzu kommt in einigen Fillen noch Elastin (s. § 27). Der
Ubergang zwischen dem Bindegewebe und der Monoschicht aus Ephitelzellen besteht aus
einer ca. 0.1um dicke Membran aus Kollagen IV, (Basalmembran genannt). Auf der
Oberfldache der Basalmembran docken die die Zelladhédsion vermittelnden makromolekularen

Liganden wie Fibronektin, Laminin und Kollagen IV an (s. § 13).
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Figure 23.1

a) Schematische Darstellung des durch Endothelium abgeschlossenen Gewebes mit
eingebetteten Zellen. Die einzelnen Bestandteile sind gekennzeichnet.

b)EM-Aufnahme von vier iiber ihre Kopfgruppen verbundenen Filamenten des Kollagen
IV (dem Grundbaustein der Basal-Membran). An den Enden der Arme sitzen flexible
Dominen welche die tetrameren Komplexe in vertikaler Richtung verbinden, so dass ein
diinner Teppich aus einem Gel entsteht. Die Kollagen IV Filamente bestehen wie die von
Kollagen I aus Dreifachhelizes. Diese sind aber durch flexible Segmente unterbrochen und die

Ketten sind daher semi-flexibel, im Gegensatz zu den steifen Fibrillen des Kollagen I. .

Die wichtigsten und allgegenwirtigen Makromolekiile sind: Hyaluronsdure, Kollagene
und Proteoglykane:
- Hyaluronséure ist ein hoch geladenes Polysaccharid, das aus einem einfach negativ
geladenen Di-Saccharid (s. Fig 23.2a) aufgebaut ist. Es kann aus bis zu 25 000 Dimeren
bestehen (entsprechernd 8.10° Da) und Konturlédngen von 1 mm besitzen. Aufgrund der

hohen negativen Ladung ist es extrem gut wasserloslich und quillt sehr stark in Wasser
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(zum Begriff des Quellens s. §24). Es bildet eine sehr weiche Matrix und ist daher eine Art
makromolekularer Weichmacher des Gewebes. Wie wir bei der Diskussion der Zell-
Adhaision sahen, kann es die Zell-Zell Wechselwirkung {iber gro3e Entfernungen

kontrollieren.

Kollagen ist (abgesehen von Kollagen IV) ein semi-steifes Filament hoher mechanischer
Stabilitdt. Die Familie umfal3it etwa etwa zwanzig Typen, von denen einige (wie Kollagen
[-1IT) supramolekularen Kabel mit Durchmessern von etwa 100 nm bilden. Diese
wiederum assoziieren zu dicken Biindeln welche das ganze Gewebe durchziehen. Die
Kabel entstehen durch Assoziation von (300 nm langen) Tripelhelizes aus oft identischen
Peptiden (s Fig.a und [Alberts] Ch. 19), die durch kovalente Bindungen verkniipft werden.
Die Tripelhelizes entstehen im Golgi Apparat, Sie tragen aber noch an beiden Enden
flexible Seitenketten, die erst auBerhalb der Zelle (durch spezifische Proteasen)
abgeschnitten werden. Erst dann findet die Assoziation statt. Ein anderer wichtiger
Vertreter der Kollagenfamilie ist das in Abb. 23.1b gezeigte viel flexiblere Kollagen IV.
Es assoziiert zu elastischen Netzwerken von rund 100 nm Maschenweite, welche die

Grundstruktur der, Basalmembran bilden

Die Proteoglykane bilden eine besonders komplexe Gruppe extrazellulédrer
Makromolekiile. Sie werden von speziellen Zellen, den Chondrozyten gebildet und
bilden einen wesentlichen Bestandteil des Knorpels, z.B. zwischen den Gelenken. Die
kammartigen makromolekularen Aggregate bestehen aus vier Molekiilsorten:
Hyaluronsiure, Chondroitinsulfat, Keratansulfat und einem Kernprotein. Die.
Hyaluronséure bildet den Kern an den iiber Vernetzer die langen Filamente des
Kernproteins reversibel angedockt sind. An letzere koppeln die lineare Ketten der hoch
negativ geladenen geladener Oligosaccharide mit hohem Anteil an SO3™- und COO
Gruppen an (wie Chondroitinsulfat). Wie Hyaluronsdure quellen auch diese Komplexe
extrem stark in Wasser und spielen aus diesem Grund eine zentrale Rolle als elastische
Puffer in den Gelenken. Der hohe Anteil an hoch geladenen Zuckern verleiht dem Knorpel
seine enorme Fihigkeit als mechanischer Puffer zwischen den Gelenken. Wie wir im § 25
sehen werden spielt dabei die hohe elektrische Ladung der Polymere eine zentrale Rolle.
Aufgrund des Autbaus aus Polypeptiden und Polysacchariden bestehen eine gewisse
physikalische Verwandtschaft zwischen den Proteoglykanen und den Peptidoglykanen,
welche die auch die Grundlage fiir die Zellwand der Bakterien (s.§2).
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Figure 23.2 Vier typische Makromolekiile der extrazelluldren Matrix.

a) Hyaluronséure besteht aus sehr flexiblen linearen Ketten die aus einfach neagtiv
geladenen Di-Saccharids aufgebaut sind. Man findet das Makromolekiil auch in
Bakterienwénden.

b) Kollagen Trippelhelix und EM-Bild eines etwa 100 nm dicken Biindels . Diese
entstehen durch parallele Assoziation der Tripelhelize. Durch gegenseitige laterale
Verschiebung der Komplexe zeigen die Biindel den regelméfBigen Aufbau aus 67 nm langen
Segmenten.

c¢) Aufbau der Proteoglycyane aus drei Grundbausteinen. Hyaluronséure bildet den Kern
an den (im Abstand von ca 100 nm) kammartige Polymere aus einer Polypeptidketten (dem
Kernprotein) mit negativ geladenen Oligosaccharidketten (aus Chondroitinsulfat und
Keratansulfat) angekoppelt sind. Man beachte die Verteilung der Oligosaccharide entlang der
Kernproteine und die Zunahme der Linge der Haare von innen nach auflen.(nach [Michal]).
Typische Molekulargewichte: .10°Da. Dimensionen: Linge bis 1,5 pm; Breite bis 1pm. Die
Struktur ist hoch variabel (s.[Alberts] Ch19]

23.2 Zellulose als Schutzhiille der Pflanzenzellen.

Pflanzenzellen werden durch ein mechanisch sehr robustes Verbundmaterial aus Zellulose
(eine lineare Kette aus Glukose) Pektin (ein stark negativ geladenes verzweigtes
Polysaccharid) und Glykanen (lineare Polysaccharide mit Seitenketten aus Oligozuckern wie
Hemizellulose) gebildet. Die Zellulose bildet Fibrillen (aus rund 50 Molekiilen) die durch
Hemizellulose miteinander vernetzt werden, Diese ist stark verzweigt und bildet zahlreiche
H-Briicken mit den Fibrillen aus. Dies ist ein wesentlicher Grund fiir die mechanische
Stabilitdt des Holzes. Ein weiterer Kontrollfaktor der mechanischen Eigenschaften ist das
fadenartige und negativ geladene Pektin, das die Anordnung aus den Fibrillen durchdringt.

Diese werden aufgrund der negativen Ladungen durch Salsbriicken (vorwiegend aus Ca’")
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vernetzt. Dieses Netzwerk sorgt fiir einen lockeren Aufbau des Materials, so dass Holz in
Wasser quellen kann. Die beiden koexistierenden Netzwerke erfiillen verschiedene
mechanische Aufgaben. Die Zellulosefraktion bestimmt vorwiegend die Stabilitit des Holzes
gegen Zug, wihrend das Pektin-Netzwerk dem Material seine Druckfestigkeit verleiht (siehe .

dazu auch § 27).

|
NHO/H&%/O bt RN
“Ho OH %OMO\
HOH,C OH
Cellulose
(8-1,4-Bindungen)
— Zellulose=
fibrillen

[CelluloseAufbau]

Figure 23.3

Verbundartiger Aufbau der Pflanzen-Zellwénde. Fibrillen aus (rund 50) langen Ketten der
Cellulose (eine Poly-Glukose) werden durch verzweigte Polysaccharidketten aus Glykanen
wie Hemizellulose (s. § 57?) verbunden ,wahrscheinlich vorwiegend iiber
Wasserstoffbriicken. Das Netzwerk aus den Stibchen wird von Filamenten aus dem stark
negativ geladenen Pektin (ein verzweigtes Polysaccharid) durchdrungen. Diese werden durch

Salzbriicken (vorwiegend aus Ca™") verbunden.
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23.3 Glaskorper des Auges als lebenswichtiges Beispiel einer Gel-

Sol Koexistenz

Der Glaskorper der Augen ist ein besonders schones Beispiel fiir ein Biogel und fiir die
Kontrolle von Struktur und Eigenschaften von Biomaterialien. (Abbildung 23.4 Er fiillt den
Raum zwischen Linse und Retina aus. Er muf} optisch transoparent sein. Dies ist erstaunlich,
da er nicht homogen aufgebaut ist, sondern aus koexistierendem Gel und Sol besteht.
Gegeniiber den Zell-Lagen der Linse und der Retina ist das Gel durch eine Basalmembran
abgetrennt, die am Rand der Linse offen, damit dort Hyaluronsdure austreten kann. Die
Basalmembran wird von Zellen der Retina versorgt (z.B. sog. Miiller-Zellen,s. Abb 9). Die
Hyaluronsédure des Glaskorpers wird von Abarten der Makrophagen, sog. Hyalozyten,

erzeugt. Diese sind in der Ndhe der Basalmembran in das Gel eingebettet.

Der Glaskdrpers (Abb. 23.21.c) ist ein typisches Verbundmaterial aus der sehr flexiblen

und stark geladenen Hyaluronsdure (MW=5 106 Da und steifen Fasern des Kollagen II. In der
Sprache der Technik handelt es sich um ein faserverstirktes Material Das erstaunliche ist die
enorm lange Lebensdauer des Glaskorpers (>80 Jahre). Dabei spielt die Balance zwischen
Gel- und Sol-Fraktion eine wichtige Rolle: Die Solfraktion bildet sich erst im 4. bis 5.
Lebensjahr. Zwischen 10 und etwa 40 Jahren betridgt sie 20% und bleibt weitgehend konstant.
Danach nimmt sie stindig zu. Ab ca. 70 Jahren steigt auch die Konzentration der
Hyaluronséure an, vor allem in der Sol-Fraktion. Dies konnte der Steuerung des osmotischen
Drucks dienen. Eine weitere altersbedingte Erscheinung ist eine gewisse Aggregation der
Kollagenfasern, die lokale (nematische) Doméanen bilden konnen. Dieses Beispiel zeigt, dass
Altern etwas mit Materialermiidung durch Phasentrennung zu tun hat. Es ist unklar, ob dies

die Ursache fiir Beschwerden ist oder die Folge von Stérungen des Metabolismus.
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[AugeGlaskoerper]

Figure 23.4

a) Verbundartiger Autbau des Glaskdrpers der Augen

b) Sol-Gel-Koexistenz und Mikrostruktur des Glaskorpers im Bereich der Retina. Das Gel
schliet an die Schicht der Sehzellen der Retina an; und zwar iiber eine Basalmembran (wie
sie fur Bindegewebe typisch ist). Diese wird von speziellen Zellen in der Retina versorgt.
Abarten der Makrophagen, sog. Hyalozyten, versorgen das Gel mit Hyaluronsdure. Es erfolgt
ein stdndiger Flufl der Molekiile zur Linse und in den Auflenraum (s. Pfeile).

c¢) Molekulare Architektur des Gels, das im wesentlichen aus sehr langen Filamenten von

Hyaluronsiure (MW = 5 106Da) und Fasern aus Kollagen II besteht. (Quelle: E. Balazs in
Biomedical Foundations of Ophtalmology, W.Tasman and E. Jaeger eds., Lippincolt, 1989)

23.4 Appendix. Das Zytoskelet als Stablisator Lateraler

Verbindungen zwischen Epithelzellen oder Endothelzellen.

Es gibt zwei Arten von Kontakten zwischen benachbarten Zellen. Die in §13 betrachteten
losen Verbindungen iiber Zell-Adhdsionsmolekiile und enge Verbindungen. Letztere
umfassen (i) beide Zellen durchdringende Poren, die dem Austausch von Molekiilen
zwischen Zellen dienen oder die linearen Anordnungen von Kopplungsproteinen, welche die
Zellen wie Schweifindhte verbinden. Sie sorgen dafiir, dass keine Stofftransport iiber die

Zellschichten stattfindet. Hier beschreiben wir kurz die wesentlichen Beispiele der zweiten
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Klasse von Verbindungen. Mehr dazu findet man in den Biichern der Zellbiologie (s.

[Alberts] Ch.19). Man unterscheidet fiinf Gruppen von engen Kontakten

1.

Dichte Verbindungen (engl. ,,tight junctions®). Diese bilden oft die netzartigen
Anordnungen dichter Kontakte zwischen den Zellen. Sie werden durch die
Membranproteine der Familie der Claudine gebildet und verhindern den Transport von
Ionen, Zuckermolekiilen aber auch Membranproteinen von einer Seite des Epitheliums zur
anderen. Sie sorgen so fiir den asymmetrischen Aufbau der Zellmembranen in der
apikalen und basalen Hilfte der Endothelzellen. So kann beispielsweise der niedrige pH
des Magens aufrecht erhalten werden.

Semipermeable laterale Verbindungen (engl. gap junction) die durch dicht gepackte
Anordnungen von Poren bildenden Proteinen (der Connexin-Familie) gebildet werden und
dem Austausch von Ionen und kleinen Molekiilen zwischen benachbarten Epithelzellen

dienen. Die Durchmesser der Poren liegen bei 1.5-2 nm.

. Knopfartige Verbindungen (Desmosomen genannt) zwischen Zellen, die zur

mechanischen Stabilisierung der Organhdute dienen. Sie werden durch die ZAM der
Cadherin-Familie gebildet und vermitteln die Bildung von ringartiger Anordnungen aus
vernetzten Aktinfilamenten, die mit Netzwerken aus dem IMF Desmin verwoben sind.
Knopfartige Haftstellen zwischen den Epithelzellen und dem Gewebe (z.B.
Basalmembranen), die auch Semi-Desmosomen genannt werden.

Giirtelartige Adhdsions-Kontakte (engl. adhesive junctions) zwischen den Zellen, die wie
Desmonen durch Cadherine vermittelt werden. Sie spielen eine zentrale Rolle fiir die
Bildung der Blut-Hirn-Schranke. Diese Endothel-Zellschicht bildet die Schranke zwischen
dem Gehirn und dem Blutplasma und muss den Materialfluss zwischen den beiden
R&umen auf wenige Molekiile beschranken. dadurch wird der Transfer von gefdhrlichen
Fremdstoffen (Krankheitserreger, Toxine) mit dem Blut unterbunden. Aus diesem Grund
ist es schwierig Arzneimittel tiber das Blut in das Gehirn zu bringen, z. B zur Behandlung

der Parkinson Krankheit.
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[StrukturEpithelZ]

Figure 23.5

(echem Abb 18.A)

a) Schematische Struktur der Epithelzellen mit giirtelartigen Anordnungen der
Aktinbiindel, dichten Verbindungen (tight junctions) und durch ZAM der Familie der
Cadherine vermittelte Adhésionsverbindungen.

b)Schematische Darstellung des Netzwerkes aus linienféormigen dichten

Adhésionsverbindungen zwischen Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke.
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Letzte Anderung (Shoh): 01.03.2009
Endversion 28.2.09

24 Physik flexibler Makromolekiile: Vom Einzelmolkiil zur

Losung.

24.1 Von Gauss’schen Kette zu wurmartigen Polymeren: oder von universellen

zu spezifischen Eigenschaften.

Im Laufe der Evolution der vielfiltigen Lebensformen hat die Natur eine Vielzahl von
Makromolekiilen mit auBBergewdhnlichen Eigenschaften eingefiihrt. Die Physik der Biomaterialien
ist daher eng mit der Polymerforschung verschrinkt und die Gebiete konnen viel voneinander
lernen. Biologische Makromolekiile (wie Aktin oder IMF) sind oft so groB, dass sie direkt
mikroskopisch beobachtet werden konnen. Dies er6ffnet einmalige Moglichkeiten,
phédnomenologische Eigenschaften, wie viskoelastische Module oder Diffusionsprozesse direkt mit
molekularen Bewegungen der Einzelmolekiile zu korrelieren. Die Palette natiirlicher Polymere
reicht von sehr flexiblen Ketten, (wie das Polysaccharid Hyaluronséure) {iber semi-flexible
Filamente (wie Aktin und IMF) bis zu semi-steifen Stibchen (wie Kollagen oder Mikrotubuli).
Man spricht oft von ,,lebende Polymeren®, da das Polymerisationsgleichgewicht und die
Konturldnge der Makromolekiile durch natiirliche Helferproteine kontrolliert werden kann Die
Natur stellt uns auch eine Fiille von Vernetzerproteinen mit unterschiedlichen molekularen
Strukturen und Bindungskonstanten zur kontrollierten Herstellung von Gelen zur Verfiigung. Da
man viele Helferproteine heutzutage mit gentechnischen Methoden noch vielféltig modifizieren
kann, er6ffnen sich auch vollig neue Perspektiven fiir eine biologie-inspirierte Polymerforschung.

In diesem Paragraphen geben wir eine kurze Einflihrung in die Physik der Polymere. Wir
werden zunichst die fundamentalen Unterschiede zwischen flexiblen und semi-flexiblen
Makromolekiilen diskutieren und uns dann den thermodynamischen Eigenschaften und
Entmischungsphinomemen in makromolekularen Losungen zuwenden, da diese fiir das Verhalten
biologischer Materie (wie im Fall der biologischen Membranen) eine besonders wichtige Rolle
spielen. Wie wir im vorigen Paragraphen tliber die Extrazelluldre Matrix am Beispiel der Wénde der
Pflanzenzellen oder des Glaskorpers der Augen sahen, kombiniert die Natur in der Regel flexible
und steife Filamente. Solche Verbundmaterialien nennt man in der Technik Faserverstirkte

Polymere. Sie spielen dort eine auBBerordentlich wichtige Rolle wenn es darum geht, leichte

(Version 15.05.09 (Shoh)) 729



Materialien hoher mechanischer Festigkeit herzustellen, wie in der Flugzeugindustrie. Die
physikalischen Eigenschaften solcher Systeme sind noch kaum erforscht. Die Natur macht auch
ausgiebig Gebrauch von Polyelektrolyten und wir werden uns daher kurz die Modifikation des
Verhaltens makromolekularer Losungen durch Einfiihrung elektrischer Ladungen ansehen.

Die Pioniere der Polymerphysik (und auch der Physik weicher Materie) sind Kuhn, Debye,
Kramers und Flory. Sie formulierten die grundlegenden Konzepte, die uns heute noch beschéftigen.
Es gab aber bis vor 30 Jahren noch heftige Debatten tliber die Struktur der makromolekularen
Losungen und Schmelzen, die vor allem um die Frage kreisten, ob die Makromolekiile in
Losungen oder Polymerschmelzen Schmelzen, als statistische Knéul vorliegen oder eher geordnete
(quasikristalline ) Anordnungen bilden. Erst die Entwicklung der modernen Streumethoden mit
Neutronen und Synchrotronstrahlung und die dynamische Lichtstreuung ermoglichte die Klarung
dieser Frage, die zugunsten des Kndulmodells ausfiel. Durch diese Experimente und die, vor allem
durch P. de Gennes in das Gebiet eingefiihrten, Konzepte der Skalentheorie wurde die
Polymerphysik in den letzte 30 Jahren bei den Physikern zu einem angesehenen und intensiv

bearbeiteten Gebiet der Statistischen Mechanik.

24.2 24.2. Von Gauss’schen Kette zu wurmartigen Polymeren:oder von

universellen zu spezifischen Eigenschaften .

Die klassische Polymerforschung hat sich fast ausschlieBlich mit ideal flexiblen
Makromolekiilen befasst, deren Konturldnge (L.) extrem groB3 gegen die Durchmesser (a) der
Monomer ist und so dem Idealfall einer statistischen Gau3-Kette sehr nahe kommen'. Dadurch
werden viele physikalische Eigenschaften (wie die Elastizitat, der osmotische Druck oder diffusive
Prozesse) praktisch unabhingig von der chemischen Struktur der Monomere und sind nur von der
Monomerenzahl (N=L./a) abhidngig. Das bedeutet: Ihr Verhalten ist im Wesentlichen durch die
Entropie bestimmt.

Nur wenige Biopolymeren kommen dem Ideal der Gauss-Kette nahe, wie die Hyaluronsiure,
wihrend fast alle anderen Vertreter semiflexibel oder steif sind. Die physikalischen Eigenschaften

werden daher auch entscheidend durch die Biegesteifigkeit der Filamente und damit die chemische

' Die Frage, was als Monomers anzusehen ist, ist oft schwierig zu beantworten. Im
Fall des Polyéthylens sind es die CH,-Gruppen und bei Hyaluronsiure die
Zuckerdimere. Héufig sind die Einheiten nicht genau definiert. In diesem Fall benutzt

man die Kuhn-Léange als Mal} der Monomerengrosse.
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Struktur der Polymere bestimmt. Dies ist wichtig, denn es ermdglicht der Natur die physikalischen
Eigenschaften der Netzwerke iiber die Materialeigenschaften der Polymere zu beeinflussen. Die
biologischen Fragestellungen haben inzwischen auch der Polymerforschung eine neue Richtung
gegeben.

Im Folgenden werden wir zunichst die wesentlichen Konzepte der klassischen Polymerphysik
zusammenfassen was die Einfilhrung der Physik der semiflexiblen Makromolekiile wesentlich
erleichtert. Details sollte der interessierte Leser in den nun zahlreich vorliegenden Biichern iiber
Polymerphysik [de Gennes], [Doi und Edwards] [Rubinstein], nachlesen.

Ideale Ketten (auch Gauss’sche Ketten genannt) zeichnen sich dadurch aus, daf3 die Segmente
der Kette nicht miteinander wechselwirken. Es gibt kein ausgeschlossenes Volumen und die
Filamente konnen sich daher beliebig durchdringen. Man macht also dieselben Annahmen wie bei
der Behandlung des idealen Gases. Benachbarte Bindungen zwischen den Monomeren bewegen
sich statistisch unabhéngig voneinander und kénnen frei iiber alle Winkel (von 0 bis 360 Grad)
rotieren. Eine Konsequenz dieser Idealisierung ist, (wie beim idealen Gas) dass die innere Energie
der Kette aus punktférmigen Monomeren nur von der Temperatur, aber nicht vom Volumen
abhingt. Aufgrund der Idealisierung nehmen wir an, das Makromolekiil bestehe aus einer linearen
Anordnung von N Punkten mit dem Bindungsabstand a (s. Abb 24.1) Viele synthetische
Makromolekiile, deren Monomere durch -Bindungen verkniipft sind (z.B. die CH,-Gruppen des
Polyithylens = PA), sind gute Beispiel fiir ideale Ketten. (s. [de Gennes 1977], [Doi and Edwards
1986].

b _{(s+As)

Figure 24.1

(ehem. Abb. 33.4) Zur Definition flexibler und semiflexibler Ketten und ihrer physikalischen
Charakterisierung.
a)Momentaufnahme einer flexiblen Polymerkette aus N punktformigen Monomeren

(Polymerisationsgrad N) mit dem Bindungsabstand a. Die Konturldange wird L.=Na. Jede

(Version 15.05.09 (Shoh)) 731



Konfiguration des Polymers wird durch den (momentanen) End-zu-End Vektor L charakterisiert.
Man beachte ,dal3 jedes scheinbar gerade Stiick der Kette der mittleren Ldnge g wieder aus einem
Irrflug der Monomere besteht

b) Definition der semiflexiblen oder wurmartigen Kette nach Karatky und Porod. Ihre Kontur
wird vollstindig durch die Konturlinge s, die lokale Kriimmung R(s) ', und die Tangentenvektoren

t bestimmt.

Man kann jede Konfiguration einer idealen Kette der Lange N als einen Irrflug eines
Monomeren von N Schritten auf einem Gitter der Gitterkonstante a darstellen (s. Abb 24.3 und [de
Gennes ]). Die mittlere GroBe der Polymere kann daher (wie bei der Brownschen Bewegung) durch
den quadratischen Mittelwert <L>> des End-zu-End Abstands charakterisiert werden (s. Aufgabe
24.1)

2
<[’>= {Zﬁl} =Na’

<L?> ist mit dem aus der Mechanik vertrauten Trigheitsradius (oder Gyrationsradius) R, der

Molekiile durch die Gleichung R,*=<L*>/6 verkniipft [Doi Edwards]. Da man R, direkt in Streu-

(24.1a)

Experimenten (z.B. Neutronen-Kleinwinkelstreuung) erhilt bestimmt lésst sich das Gesetz

quantitative nachpriifen.

Kleindruck:
Gleichung (24.1a) gilt auch noch fiir den realistischeren Fall, da3 die Rotation um die

Bindungen nicht vollig frei ist, d.h., daB3 benachbarte Segmente nicht alle Winkel mit gleicher
Wabhrscheinlichkeit annehmen konnen. Bei CH;-Ketten konnen die Segnente zwar frei um die
Bindungsachsen rotieren, aber die Bindungswinkel sind durch die kovalenten Bindungen
festgelegt. Man muf} der gehinderten Rotation durch VergroBerung der Segmentlange Rechnung

tragen. In diesem Fall gilt das beriihmte Gesetz von Kuhn

2 S . . 2 = ! 2
<L >C,-N-a N'2; (24.1b)

Mit C, = /15( /a* .Cyist ein geometrischer Faktor der von der Beweglichkeit der Segmente
abhingt. Das Gesetz basiert auf folgender Idee. Jede Gauss’sche Kette aus N Monomeren kann
durch eine dquivalente Kette aus N’ geraden Segmenten ersetzt werden. Die Konturldnge ist dann
L.=N’Ak, wobei Ak die Kuhn-Linge genannt wird. Der mittlere quadratische End-zu-End-Abstand
wird dann <L*> = Ax>N’. Man nennt solche halb idealisierte Polymere Kuhn’sche Ketten (in der

engl Literatur oft ,,freely joined chains®). Die Elastizitdt der Kette ist immer noch rein entropisch,

im Gegensatz zu den wurmartigen Ketten. Genauere Zusammenhénge zwischen der Kuhn-Lénge
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und der Rotationsfreiheit der C-C Bindungen findet man in allen Lehrbiichern iiber Polymere (z.B.
in [Doi and Edwards], Ch.2)

Um die Entropie (und damit die freie Energie) der idealen Kette nach dem Boltzmann-Prinzip
zu berechnen betrachten wir die Wahrscheinlichkeit P(L), dall der End-zu-End-Abstand zwischen L
und L+3L liegt. Wenn die Schritte der Segmente unabhéngig voneinander sind, besagt der zentrale
Grenzwertsatz, daf} die (isotrope) Verteilung P(L) der Abstinde L einer GauB3-Verteilung

gehorchen muB3 (s Doi und Edwards Ch 2) und man spricht daher von einer Gauf3-Kette

3 3/2 3 L2
PL)=] —2 ] expl-2-
(z) (27[<L2 >j p{ 2 <7 >}

wobei die Variianz der Verteilung gegeben ist durch 6”= <L*>/3= Na?/3. Man kann leicht

(24.2)

nachvollziehen, dass der Mittelwert des End-zu-End Abstandes den bekannten Wert <L*> =Na’
annimmt (s.Aufgabe).

Nach dem Boltzmann-Gesetz kann man dieser Verteilung eine Entropie S=kg In P(L) zuordnen,
die ein Mass fiir die Zahl moglicher Konformationendes Polymeren ist, die denselben End-zu-End-
Vektor L besitzen. Betrachten wir nun eine mechanische Deformation der Kette, bei der <L> in L
tibergeht. Da die Entropie im Gleichgewicht (fiir <L>) maximal und eine additive GroB3e ist folgt

dass die Entropien ab gemal
ASzikB L2—<2L2 >
2 <L°> (243

abnimmt. Die freie Energie AG = Go-kgT AS wird minimal. Eine Verldngerung des End-zu-End
Vektors auf L erfordert daher eine Kraft

f:§:32fBLTZ> . (24.3b)

Dies ist das beriihmte Kraftgesetz einer idealen Entropiefeder. Es ist identisch mit dem einer
Feder der Federkonstante
k=3 kpT/2<L*>, (24.4)

Das interessanteste Ergebnis ist, dass die Entropie Feder mit der Temperatur hérter wird,
wihrend eine Feder aus Stahl beim Erwédrmen bekanntlich weicher wiirde. Die zur Streckung
einzelner flexibler Polymere notwendigen Kréfte sind sehr klein. Legen wir z.B. an ein
Hyaluronsiure-Molekiil der Konturlidnge L ~10um (N=10% eine Kraft von 1fN an (die etwa der
Kraft aufgrund der thermischen Bewegung entspricht) so wird bei T=20°C 8L/L~1,0. Erst in
Losung (z.B in der Gelenkfliissigkeit) entfalten die Polymere grofle Krifte. Dies ist aber die Folge

des besonders groBen osmotischen Drucks polymerer Losungen und dessen Verstarkung durch

elektrische Ladungen.
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24.3 Das Flory-Modell des ausgeschlossenen Volumens (Self-Avoiding-Walk-
Modell (SAW-Modell))

Die wichtigste Korrektur des Modells idealer Kette ist die Einflihrung eines ausgeschlossenen
Volumens vex um jedes Monomere, von dem alle anderen Monomere ausgeschlossen werden. Flory
hat dieses Problem der mehr realistischen Ketten mit Eigenvolumen durch ein genial einfaches und
duBerst erfolgreiches Modell geldst, mit dem viele der erstaunlichen Eigenschaften
makromolekularer Losungen quantitativ erfasst werden konnen. Da man dabei viel lernen kann
wollen wir die wesentlichen Ideen nun skizzieren, die Flory zu dem Modell fiihrten. (Eine strenge
Theorie findet man in [Doi und Edwards], Ch. 2).

Die erste Idee war, dem ausgeschlossenen Volumen durch Einfithrung eines repulsiven Van der
Waals-Potentials Wy, zwischen zwei Monomeren m und n Rechnung zu tragen (wiederum analog
zum van der Waals-Gas). Unter der Annahme, dass sich die Monomere wie harte Kugeln verhalten
hat es die Form

Wmn=V kgT 0(Ry-Rp) (24.5)

v ist ein empirischer Parameter, der ein MaB fiir die Grofe des ausgeschlossenen Volumens vex
darstellt und 6(R,-Ry,) ist die Diracsche Delta-Funktion. Ist ¢, die lokale Konzentration der
Monomere, so ist offenbar die lokale Energiedichte von der Form

W=V kg T ¢’ (24.6a)

da cm2 die Wahrscheinlichkeit ist, zwei Monomere am selben Ort r zu finden. v hat die
Dimension m’.

Die zweite zentrale Idee ist anzunehmen, dass Korrelationen zwischen den Monomeren
vernachlissigt werden konnen. Daher kann man c,,,” durch die mittlere Konzentration der
Monomere <cm2> ersetzten. (Man spricht dann vom Modell des mittleren Kraftfeldes). Ist RF3 das
Volumen eines Polymeren so ist der gesamte Beitrag der Wechselwirkungsenergie zur inneren
Energie gegeben durch.

AU ,p=R¢> Win=v kpT N*/Rp’. (24.6b)

Die dritte Idee betrifft folgendes Problem: physikalisch bedeutet die Einfiihrung der AbstoBung
eine Aufbldhung der Kette, d. h. der End- zu- End Abstandes nimmt zu. Dies fiihrt offenbar zu
einer zusitzlichen entropischen Riickstellkraft da die Entropie gegeniiber dem Wert der idealen der
Kette abnimmt. Die dritte (und schwerwiegenste) Annahme ist nun, dass der entropische Teil der
Freien Energie durch die (entropische) elastische Energie der Gauss’schen Kette bestimmt ist. Man

vernachléssigt also den Beitrag der AbstoBung zur Entropie. Nach Gl. (24.4) gilt daher
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Dabei ist <L>>~Na’ Die mittlere GroBe der Kette ist durch das Gleichgewicht der entropischen
und der Abstoungskraft bestimmt, und damit durch das Minimum der gesamten freien Energie
Giot = G rep TGela) Mit dGoi/dL = 0 folgt fiir den mittleren Radius des Polymeren (im Folgenden
Flory-Radius genannt)

croba) N

Dabei haben wir Der Proportionalititsfaktor ist von der Grossenordnung 1 und wurde
weggelassen. Man beachte: v hat die Dimension [m’]. Dies ist das berithmte Potenzgesetz fiir die
Abhingigkeit des sog. Flory-Radius Rr vom Polymerisationsgrad N. Es wurde durch
Computersimulationen und Monte-Carlo-Rechnungen erstaunlich gut bestdtigt. Die
Simulationsrechnungen liefern auch die Vorfaktoren. Im Gegensatz zur Situiation bei idealen
Ketten hdngen diese jedoch von der Art des Gitters ab. Der Vorfaktor ist als fiir einen Irrflug auf
einem kubischen Gitter anders als auf einem hexagonalen. Er ist also nicht universell, sondern
héngt von der Struktur des Mediums ab.

Der Flory-Parameter des ausgeschlossenen Volumens v ist (dhnlich wie die
Virialkoeffizienten) eine empirisch zu bestimmende GroB3e, dessen grofl Bedeutung fiir die Praxis
erst bei der Behandlung von Polymerlosungen und der Einfiihrung von geladenen Monomeren klar

werden wird.

Da wir es in der Biologie oft mit quasi-zweidimensionalen Netzwerken zu tun haben, ist
folgende Bemerkung noch wichtig. Fiir beliebige Dimension d wird <Rp> oc N*@*2)_ Man beachte,
dass die Abweichung des Potenzgesetzes vom idealen Gesetz fiir GauB-Ketten: <L> oc N'* (das
unabhingig von der Dimension des Systems ist) mit abnehmender Dimension immer groBer wird.

Das Gesetz Rr = const a N" gibt einen universellen, nur von der Dimension abhidngigen
Zusammenhang zwischen Radius und Polymerisationsgrad. Die molekularen Details stecken im
Vorfaktor. Da dieser aber immer von der GroBenordnung eins ist, kann man ihn fiir viele
Fragestellungen vernachléssigen. Wir bezeichnen Darstellungen dieser Art als Potenzgesetze oder
Skalengesetze. Sie sind sehr hilfreich, wenn man abzuschétzen, mochte, wie stark sich
Verdnderungen der Makromolekiile (wie des Polymerisationsgrades, der elektrischen Ladung oder
des pH’s des Losungsmittels) auf deren physikalische Eigenschaften auswirken. Wir werden unten

mehrfach davon Gebrauch machen. Viele schone Beispiele findet man in dem Buch von P. de
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Gennes [Gennes], in dem die Schonheit der Polymerphysik sehr eindrucksvoll dargestellt wird.
Natiirlich sind Skalengesetze keine Ersatz fiir wirkliche Theorien, mit denen die Vorfaktoren und
dereren Abhdngigeit von den molekularen Details berechnet werden. Die meisten Arbeiten

benutzen dazu numerische Verfahren, wie MonteCarlo- oder Molekiildynamik-Rechnungen

24.4 Persistenzlinge als Maf} der Kettensteifigkeit semiflexibler Polymere

Zur Charakterisierung der Flexibiltit semiflexibler makromolekularer Ketten dient die
Persistenzlidnge L, (s. [Doi und Edwards], Ch. 8.8). Zu ihrer Einfiihrung betrachten wir eine
flexible Kette am Ort s. Aufgrund der Brown’schen Bewegung fluktuiert die Orientierung der
lokalen Tangente t(s) an die Kontur, was man als Rotationsdiffusion der lokalen Kettenstiicke im
Raum auffassen kann. Die Beziehung zwischen den Orientierungsfluktuationen an zwei
benachbarten Orten (s und s+As) auf der Kontur wird durch die Korrelationsfunktion K(As)= <t(s)
t(s+As)> bestimmt, wobei K(s) der thermodynamische Mittelwert iiber alle Skalarprodukte der
Tangenten am Ort s und s+As ist. Wie bei statistisch unabhéngigen Prozessen iiblich, hat die
Korrelationsfunktion eine einfache exponentielle Form

K =K,exp{-As/L,} (24.9)

L, ist offenbar ein Ma8 fiir die Reichweite liber welche die Orientierungen der Tangente
korreliert sind. Sie wird fiir steife Stabe L,>>L.. Man bezeichnet L, als Persistenzlinge. Sie
wurde von Kratky und Porod eingefiihrt; ebenso wie die Bezeichnung wurmartige Ketten fiir
semiflexible Polymere (engl. worm-like chains). Physikalisch ist die Reichweite der Korrelation
zwischen den Orientierungen der Tangenten durch die Biegesteifigkeit B der Kette bestimmt. In
Analogie zur Biegesteifigkeit von Membranen ist diese durch die Biegeenergie

Lc 2
o e
0 0 (24.10)

definiert, wobei R(s) der lokale Kriimmungsradius am Ort s ist und R, eine spontane
Kriimmung (die im Allgemeinen vernachldssigt wird). Man beachte auch, dass fiir eindimensionale
Objekte B die Dimension [B]= 1 Jm hat. Man hat also zwei Grof3en zur Charakterisierung der
Steifigkeit: Gliicklicherweise hdngen die beiden Definitionen der Flexibilitdt der wurmartigen
Ketten durch folgende universelle Beziehung zusammen.

B=L, k,T (24.11)

(zur Ableitung s. [Doi Edwards] Ch. 8), Im Gegensatz zur Gauss’schen Kette ist der mittlere

End-zu-End Abstand semiflexibler Ketten von der Biegesteifigkeit abhéngig:
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(24.12)

Zwei wichtige Spezialfille sind: erstens, der Fall flexibler Ketten (L./L,»1) fiir den
<L2>=2LCLp wird und zweitens, der Fall steifer Stébchen (L./L, «1) fiir den wie erwartet <L2>=LC2
wird. Fiir den Grenzfall flexibler Ketten entspricht die Ldnge L, der Kuhnlénge. Lehrreiche
Ableitungen der Gleichungen 24.9 bis 24.12 findet man in [Doi], Ch 8 oder [LandauLifshitz] Band
V,§127). Diese Gleichung spielt eine wichtige Rolle zur Abschitzung der Biegesteifigkeit von
Proteinfilamenten durch Messung der End-zu-End Abstinde der Filamente. Dies kann durch
statistische Analyse von EM- oder Mikrofluoreszenz-Aufnahmen oder von mittels AFM
aufgenommenen Bildern erfolgen. Diese Methode wird insbesondere erfolgreich zur Untersuchung

der Struktur der DNA Konformationen benutzt (s. Abb. 36.X in §36.

Kleindruck

Bei der Anwendung der G1.24.12 zur genauen Messung von L, mull man vorsichtig sein. Sie
setzt voraus, dass die Enden der Filamente unabhédngig voneinander diffundieren und ihre
Positionen eine Gauss-Verteilung aufweisen. Um genaue Werte von L, zu erhalten muss man die
Verteilung der Kettenenden auf der Basis der Elastizitdtstheorie semiflexibler Filamente numerisch

berechnen [Frey Wilhelm]

24.5 Charaskterisierung der Struktur makromolekularer Losungen .

Obwohl nur wenige der Biopolymere ideal flexibel sind wollen wir uns zunéchst die
wesentlichen physikalischen Eigenschaften nicht-vernetzter makromolekularen Losungen befassen
da sie die Voraussetzung fiir das Verstindnis vieler biologischer Prozesse, wie die
Selbstorganisation der DNA in Viren oder die Funktion der Proteoglykane im Gewebe bilden. Sie
besitzen viele tiberraschende und faszinierenden physikalische Eigenschaften. Im Gegensatz zu
Loésungen aus kleinen Molekiilen dndert sich die Physik schon bei sehr kleinen Konzentration
fundamental ([de Gennes 1979]). Erst langsam beginnt man zu verstehen, in welch vielfaltiger
Weise die Natur diese speziellen Eigenschaften in der Biologie ausnutzt. Da die Physik der
Materialien aus flexiblen Ketten ein lange Tradition hat, versteht man schon viele ihrer
Eigenschaften recht gut. Im Gegensatz dazu steckt die Erforschung der Netzwerke aus
semiflexiblen Makromolekiilen noch in den Kinderschuhen. Motiviert durch die biologischen
Fragestellungen riickten die Physik semi-flexibler Polymere und steifer Stdbchen in das Zentrum

des Interesses der Polymerforschung.
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Eine tiberraschende und wichtige Eigenschaft der Losungen aus flexiblen Polymere ist das
plotzliche Umschlagen der physikalischen Eigenschaften beim Uberschreiten gewisser
Konzentrationsgrenzen, das an Phasenumwandlungen erinnert. Aufgrund solcher Ubergiinge (engl.
cross-over) definiert man drei Konzentrationsbereiche: verdiinnt, halbverdiinnt und konzentriert>.
In der verdiinnten Losung (bei Konzentrationen cp<< cp*) verhalten sich die Kniul wie ein ideales
Gas unabhéngiger Partikel. Bei cp~ cp* beginnen sich die Ketten zu {liberlappen. Die Struktur und
die physikalischen Eigenschaften sind durch den Flory-Radius R bestimmt. Bei cp>> cp* sind
diese Eigenschaften unabhingig von der Grdsse der Polymere und nur durch die Maschenweite &
bestimmt. Zwischen den Maschen bilden die flexiblen Segmente Knéul (sog blobs), die sich wie
ideale Ketten verhalten. Sie bestimmen die elastischen Eigenschaften der halbverdiinnten Losung.
Eine dhnliche Klassifizierung der Zusténde gilt auch fiir Losungen semiflexibler Makromolekiile.
Allerdings findet der Ubergang verdiinnt—halbverdiinnt bei viel kleineren Volumbriichen des
Polymers statt, als bei Losungen flexibler Polymere. Daher sind die Bereiche zwischen den
Maschen nicht mit Monomeren ausgefiillt, sondern enthalten nur Losungsmittel. Die Filamente
zwischen den Verschlaufungen sind aufgrund der thermisch angeregten Biegefluktuationen wie
Membranen dynamisch aufgeraut und diese Rauhigkeit bestimmt die viskoelastischen Eigenschafte

der Netzwerke, wie wir in § 26 sehen werden.
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Figure 24.2

Charakterisierung der Losungen unterschiedlicher Konzentration von flexiblen bis semisteifer
Polymeren in guten Losungsmitteln (in Abwesenheit von Vernetzern). cp ist die Konzentration der
Polymere..

a) Links: Hoch verdiinnte Losung (cp < cp*) aus Kndueln mit vernachlissigbarer
Wechselwirkung. Mitte: Verdiinnte Losung (cp ~ cp*) mit beginnender Uberlappung benachbarter

Ketten (und damit der Beginn der Verschlaufung). Rechts: Hoch konzentrierte Losungen (oder

> Wir benutzen wahlweise folgende Mafe fiir die Konzentrationen: [c,]= Mol

Polymer /Itr, oder [¢,,]= Mol Monomer /ltr, so dass ¢,=c,/N ist.
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Polymerschmelze) mit starker Uberlappung der Ketten (c, » ¢, ). und definierter Maschenweite.
Erstaunlicherweise bilden die Ketten lokal ideale statistische Knaul (auch blobs genannt) die den
Raum zwischen den Maschen ausfiillen aber nicht nicht mit der Umgebung wechselwirken [de
Gennes].

b)Verschlauftes (verhedertes) Netzwerk semiflexibler Polymere und Definition der
Maschenweite als mittlerer Abstand der Ketten. Man beachte. dass die Ketten aufgrund thermisch
angeregter Biegefluktuationen dynamisch aufgeraut sind (ganz analog zur Situation bei

biologischen Membranen.

Aus zahlreichen Streuexperimenten und Diffusionsmessungen hat man gelernt, dass verdiinnte
Losungen Suspensionen unabhéngiger Knéuel sind, die sich wie harte Kugeln benehmen. Die
Diffusionskoeffizienten der Makromolekiile gehorchen der Stokes-Einstein-Beziehung
D=kpT/(6mmRF) und ihre Viskositit entspricht der beriihmten Einstein Beziehung fiir
Suspensionen: n=n(1+5/2¢), wobei ¢ der Volumenbruch (s. G1.24.13) der Polymerldsung ist.
Tatsichlich wurde aus der Ubereinstimmung gemessener Diffusionskoeffizienten und Zihigkeiten
mit obigen Voraussagen erstmals gezeigt, dal Makromolekiile sich wie sphérische Gebilde
benehmen [de Gennes]. Im halbverdiinnten Bereich beginnen die Ketten sich zu durchdringen und
bilden ein (dynamisches) Netzwerk, das sich bei schnellen Deformationen schon elastisch verhélt
wie wir unten sehen werden. Der Grofiteil des Raumes ist aber noch mit Losungsmittel gefiillt. Auf
der Skala der makromolekularen Dimension betrachtet (~10 nm) bilden die Makromolekiile ein
verheddertes Netzwerk, dessen Topologie durch die Maschenweite & bestimmt ist (s Abb 24.2b).
Diese Definition der Struktur der Netzwerke wird uns bei der Beschreibung der viskoelastischen

Eigenschaften verhedderer Systeme semiflexibler Makromolekiile sehr helfen.

Kleindruck:

24.5.1 Eine kurze Bemerkung zu nematisch fliissigkristallinen Zustinden

steifer Stibchen.

Bei der bisherigen Betrachtung konnten wir die Dicke der Polymere bei der Betrachtung des
ausgeschlossenen Volumens vernachlédssigen. Dies gilt fiir stibchenférmiger Molekiile (wie
Mikrotubuli) nicht mehr die ein Eigenvolumen von Lb? (L=Stidbchenlédnge und
b=Stdbchendurchmesser) besitzen. Dies wurde erstmals von Onsager erkannt. Mit zunehmender
Konzentration cp der Stibchen treten zwei Situationen auf: Bei cp*S 1/L° koénnen die Molekiile frei
rotieren und man hat die Situation einer verdiinnten Losung. Bei cp**sl/(bLz) wird die freie

Rotation der Stibchen durch sterische AbstoBung behindert. In Analogie zum Verhalten eines
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realen Gases wird die Entropie durch die sterische Abstossung der Stdbchen reduziert. Daher findet
eine Phasenumwandlung zweiter Ordnung von der isotropen Phase in einen Zustand statt, in dem
die Molekiile zwar frei beweglich, aber bevorzugt parallel orientiert sind. Man nennt den neuen
Zustand nematische Phase (s. § 10-11). Der Ubergang wurde erstmals von Onsager in einer sehr
beriihmten und lesenswerten Arbeit theoretisch begriindet.[Onsager 1949],[Doi]. Man hat in
einigen Fillen die Bildung nematischer Phasen in konzentrierten Losungen von kurzen Aktin-
Filamenten beobachtet. Bisher gibt es aber noch keine Hinweise auf eine biologische Funktion der
auBergewohnlichen elastischen Eigenschaften nematischer Phasen. Es ist jedoch moglich, dass die
Physik der Phasenumwandlung isotrop—nematisch bei der Bildung von Aktinbiindel durch
zweiwertige lonen in Losung eine wichtige Rolle spielt [BorukhovBruisma]. Eine ausfiihrliche
Darstellung der Physik der Losungen aus semisteifen Filamenten findet man in dem Buch von Doi

und Edwards [Doi, Edwards]

24.6 Thermodynamik makromolekularer Losungen und Polyelektrolyten.

Bei der folgenden Beschreibung der Thermodynamik makromolekularer Losungen wollen wir
uns auf die Eigenschaften konzentrieren, die fiir das Verhalten lebender Materie und die
biologische Funktion der Polymere wichtig sind. Die thermodynamischen Eigenschaften der
Losungen flexibler Makromolekiile lassen sich erstaunlich gut mit dem einfachen aber eleganten
Gittergasmodell von Flory und Huggins verstehen, eine Ubertragung der Theorie regulirer
Losungen (die wir bei den Membranen kennen lernten). Den Physikern ist die Theorie als
Gittergas- oder Bragg-Williams-Modell bekannt. In volliger Analogie zur Beschreibung einzelner
Makromolekiile geht man davon aus, da3 die Monomere der Makromolekiile und die Molekiile des
Losungsmittels statistisch unabhédngige Irrfliige auf einem Gitter machen kdnnen. Die nicht von
Monomeren besetzten Plidtze werden von Losungsmittelmolekiilen eingenommen. Das einfache
Modell setzt voraus, dass die molekulare Volumen beider Molekiile etwa gleich groB sind, da sonst
ein Monomeres mehr als einen Gitterplatz einnehmen wiirde. Der Durchmesser der Molekiile einer
sei a. Mit dieser Annahme ist der Bruchteil der durch Monomere bzw. Losungsmittel besetzten

Gitterplatze gegeben durch

MN N, N,
¢m = = ’ ¢ ) = —
MN+N, N, N,

(24.13)
Dabei ist M die Gesamtzahl der Polymere, N die Zahl der Monomere des Makromolekiils (auch
Polymerisationsgrad genannt) und No= MN +N; die Gesamtzahl der Gitterplétze.(. Da ¢, und @,
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gleichzeitig die Bruchteile der von Monomeren und Losungsmittel besetzten Volumina sind, nennt
man sie auch Volumenbriiche (in Analogie zur Definition der Molbriiche).

Betrachten wir nun die entropischen und energetischen Beitrdge zur freien Energie AGnix der
Mischung. Dabei interessieren nur die UberschuBbeitriige (die oft Exzessgrofen genannt werden),
die durch Mischung der Komponenten eingefiihrt werden (d.h. nicht die Gréen der reinen
Komponenten). Betrachten wir zunéchst die Freie Enthalpie (AGmix= AHpix -k TASnix) der
Losung. Wir nehmen an, dass die Makromolekiile in der Losung ideale statistische Knéul bilden.
und die Monomere daher unabhéngige Irrfliige ausfithren konnen. Daher ist die Mischungentropie
wie bei Mischungen kleiner Molekiile allein durch die den Beitrag die Vertauschbarkeit der von

den Monomeren und Losungsmittelmolekiilen besetzten Gitterpldtze bestimmt. Dies ist gegeben

durch
_ P A
ASmix—NO.kB.(—N lngom+¢)]1ngolj (31.13)

Eine detaillierte Ableitung dieser Beziehung findet man in dem Buch, von Hill ([Hill], Ch. 21).
Die fiir uns wichtigste Anderung gegeniiber der Mischungsentropie regulirer Losungen kleiner
Molekiile (die wir im §11 betrachteten) ist der Faktor 1/N im ersten Summanden, der folgende
Ursache hat. Vertauscht man die Gitterplédtze zweier Elemente (z.B. 1 und m), so miissen alle N
Monomere des Makromolekiils umverteilt werden, damit es der End-zu-End-Abstand wieder ins
thermodynamische Gleichgewicht kommt. Die Reduktion der Mischungsentropie um den Faktor
1/N fiihrt dazu, daB3 sich Polymerldsungen vollig anders verhalten als normale Legierungen, wie

wir gleich sehen werden.
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Figure 24.3

Zur Berechnung der Mischungsenthalpie AH,x einer makromolekularen Losung. Fall eines
kubischen Gitters mit der Koordinationszahl z=4 in 2D und z=6 in 3D. Das linke Bild zeigt die

moglichen Paarwechselwirkungen.

Auch bei der Berechnung der Mischungsenthalpie betrachtet man (in Analogie zum Van der
Waals-Gas) die Paarwechselwirkungsenergien zwischen zwei Losungsmittelmolekiilen (wy),

zwischen einem Paar 1, m (wy,) und zwischen zwei Monomeren (W, ). Es folgt

. 1
AH, =N,-z-J-0,0, mit szl,,l—E-(w,,+wmm) (24.14)

J ist eine Art Austauschterm, der angibt, um wieviel die Bindungsenergie zwischen
Losungsmittelmolekiilen und Monomeren stirker ist als die gemittelte Energie zwischen gleichen
Partnern. In der Regel sind die Van der Waalskréfte zwischen den Molekiilen attraktiv und wj; <0
is. Man gewinnt also Energie bei der Mischung, wenn die Paarwechselwirkung zwischen 1 und m
grofer ist als zwischen gleichen Partnern. Traditionsgemal gibt man J in Einheiten von kgT an und
fiihrt den sogenannten Flory -Parameter y ein. (in Analogie zum Bragg-Williams Modell der

Auscheidung in Metall-Legierungen).
_zJ

AT

(24.15.2)
AHpi =No 0 kgT 0,0, (04 151

Gut verstandliche Ableitung der freien Energie der Mischung findet man in den Lehrbiichern

von R. Becker [Becker], und T. Hill [Hill]..

Wie in der Van der Waals Theorie ist es sehr hilfreich die freie Energie der Mischung AGpix =
AH,-TAS,, alsVirialentwicklung nach ¢, darzustellen (da der Molebruch der Monomere sehr klein
ist). Aus 24.13 und 24.15b erhélt man folgende Entwicklung bis zum zweiten Virialkoeffizienten

der Polymerlosung Eine relativ einfache Rechnung liefert

(24.16)

Dabei werden lineare Terme in ¢, heraus gelassen, da diese nicht zur Physik der Mischung

aufgrund der Wechselwirkung zwischen Monomeren und dem Losungsmittel beitragen. beitragen.
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Mit dieser genédherten Beschreibung bekommt der zweite Term der Virial-Entwicklung eine
wichtige anschauliche Bedeutung. Der positive Term (p°/2) beriicksichtigt die effektive sterische
Abstofung zwischen den Monomere und der negative Summand die Van der Waals-Anziehung.

Mit dieser Kenntnis erhilt der in Gl (24.6) eingefiihrte Parameter einen physikaliuschen Sinn.
Durch Vergleich der gesamten Wechselwirkungsenergie der Monomere nach Gl 24.6b mit dem
zweiten Term auf der rechten Seite der Gleichung (24.16) folgt

v=1/2 a’(1-2y) (24.17)

Dies ist wieder ein praktisch sehr wichtiges Ergebnis denn der oben vollig formal eingefiihrte
Parameter v des Flory Modells selbstvermeidende Ketten kann mit Materialeigenschaften der
Losungen verkniipft werden. Nach Gl 24.6a ist das Volumen einer Flory-Kette proportional zu
v, was uns erlaubt den Grad des Quellens mit molekularen Wechselwirkungen zu verkniipfen.
Wir werden diese Beziehung weiter unten benutzen, um das Aufblidhen biologischer
Makromolekiile durch elektrostatische Krifte, oder die dadurch bedingten au3ergewohnlich groflen
osmotischen Krifte der Polymerlosungen abzuschitzen. Ohne diese wiirden unserer Gelenke

nicht arbeiten, unsere Augen wiirden austrocknen und die Spinne konnte keine Beute fangen.

Es gibt nun drei Spezialfille:

L. [Wim| > Y2(lWitWmm)| (bzw. 0<y<1/2): Die attraktive Wechselwirkung zwischen | und m
iiberwiegt, das Polymer 16st sich also gut. Man spricht daher von einem guten Losungsmittel.

2. |Wim| < Y2|Witwmm|, bzw. x> 2: Die Loslichkeit ist extrem gering (das Losungsmittel ist
schlecht), da sich gleiche Partner stirker anziehen als ungleiche.

3. [Wim| = Y| Wit Wmm|, ¥ = 0, AHnix = 0:Die freie Mischungsenergie ist allein durch die Entropie
bestimmt; die Mischung verhilt sich wie ein ideales Gas. Man spricht von einem 0-
Losungsmittel.

Im Folgenden diskutieren wir drei fiir das Verhalten von Biomaterialien wichtige
Konsequenzen der Gl. (24.16), die zeigen wie unterschiedlich das Verhalten von Polymerldsungen
gegeniiber Mischungen kleiner Molekiile ist. Die Beispiele zeigen, dass unser Uberleben sehr
wesentlich durch das Phasenverhalten der Polymermischungen bestimmt ist, wie schon das

Beispield der Sichelzellenandmie zeigte.

24.7 Phasentrennung in Polymerlosungen
Abbildung 24.4a zeigt die freie Mischungsenergie fiir zwei Félle: x>1/2 und x<1/2.. Wie

erwartet findet man fiir y<1/2 (Dominanz der attraktiven Wechselwirkung wy,,) eine nach oben
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offene Parabel; d.h. die Mischung ist homogen. Im Fall >1/2 hat AGix ein Doppelminimum und
die Losung zerfillt in eine extrem verdiinnte Losung (in der man die Makromolekiile oft kaum
nachweisen kann) und in eine hoch konzentrierte Lésung. Dies ist die Folge der sehr starken
Asymmetrie des Phasendiagramms aufgrund des Faktors 1/N in der Mischungsentropie. Das

hypothetische T-¢,-Phasendiagramm der Abb. 24.4b zeigt zwei andere wichtigen Eigenschaften:

1. Wie Legierungen aus Atomen, kleinen Molekiilen oder Lipiden ist das Phasendiagramm durch
zwel ausgezeichnete Kurven bestimmt: (i) die Binodale, welche den Koexistenzbereich der
zwel Phasen (@mqund @mg) festlegt, und (ii) die sog. Spinodale, die durch die Bedingung
&G mix/0m =0 definiert ist. Zwischen den beiden Kurven ist die Bedingung der

thermodynamischen Stabilitét (Oszix/ﬁcpmz >0) noch erfiillt, aber die Mischung ist metastabil
und zerfillt durch Diffusion entgegen den lokalen Konzentrationsgradienten da der effektive
Diffusionskoeffizient D¢s negativ wird (man spricht daher von Bergauf-Diffusion (s. Aufgabe
24 .x). Diese sog. spinodale Entmischung ist ein typischer nichtlinearer dynamischer Prozess.
Durch die starke Verlangsamung der Diffusionsprozese ermdglichen spinodale Entmischungen
die Ausbildung langlebiger Konzentrationsmuster, die in Polymermischungen besonders lange
leben, da D¢ sehr klein ist. Moglicherweise werden viele biologischen Materialien ,wie unser

Augapfel (§23), in solchen metastabilen Zustinden gehalten
2. Den Volumenbruch des kritischen Punktes erhdlt man aus der Bedingung

3Gy _ DG

o9, oo,

mix

Zweimaliges Differenzierender der Gleichung 24.16 liefert nach einer einfachen Rechnung
7. =1/2+N"*  und p,=N""? (24.17)

Wir lernen aus diesen Gleichungen etwas sehr wichtiges. Die Loslichkeit der flexiblen
Makromolekiile ist eine universelle Funktion der Zahl der Monomere und damit des
Molekulargewichts. Grofle Makromolekiile wie Hyaluronséure (N~25000) scheiden schon bei
unmessbar kleinen Konzenzrationen (¢,<107) aus und bilden bei (¢,<0,1 homogene Zustinde. 7.
charakterisiert die Qualitidt des Mediums fiir ein gegebenes Makromolekiil. Bei . = 72 findet ein
Umschlag von einem guten (> 2) zu einem schlechten Losungsmittel statt. Da in der Biologie

das Medium stets Wasser ist kann die Natur die Loslichkeit der Molekiile nur iiber die Polaritét
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oder den Ladungszustand der Polymere einstellen. Mit diesem Aspekt wollen wir uns als nichstes

befassen.

=)
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[PolymPhasenDia]

Figure 24.4

Hypothetisches Phasendiagramm der Polymerlosungen.

a) Darstellung der freien Mischungsenergie (nach Gl. (24.16) als Funktion des Volumenbruchs
der Monomeren. Man bemerke die starke Asymmetrie der Parabeln, deren Minima bei sehr kleinen
¢Om (typischerweise ~0,01) liegen (s. G1 24.17).

b) Hypothetisches Phasendiagramm einer Mischung mit x>0 wobei auf der Ordinate die
reduzierte Temperatur T,.q=kpT/y aufgetragen ist. Man erhélt die Phaendiagramme aus der freien
Energie nach der in §12A) gezeigten Methode der Doppeltangenten-Konstruktion. Oberhalb des

kritischen Punktes (@mc, %) ist die Losung stabil, wihrend unterhalb Zerfall in eine sehr verdiinnte

und eine hoch konzentrierte Losung auftritt.

24.8 Besonderheiten makromolekularer Losungen und Anwendungen in Natur

und Technik.

24.8.1 Der osmotische Druck und der Dampfdruck
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Losungen von Makromolekiilen verhalten sich schon bei sehr kleinen Konzentrationen nicht-
ideal und Natur und Menschen machen von dieser Eigenschaft oft Gebrauch. Ein wichtiges
Beispiel ist der osmotische Druck IT halbverdiinnter Losungen, der erstaunlicherweise oft durch
den zweiten Virialkoeffizienten bestimmt ist. Man erhilt IT in {iblicher Weise aus der freien
Energie der Mischung nach [Hill]:

H :_(a_G] _ i . 8A(}mix — Al’ll
ov,

N, v, ON, v,

(24.18)

Es ist hilfreich IT als Virialentwicklung darzustellen:

\

kT (9 4 1 (1. 2). g3,

H=s N

% (24.19)

Bei sehr verdiinnter Losung ist 9= N N,/N; =cp, d. h. gleich der Konzentration der Polymere
(s. Gl 24.12). Nach dem Raoult’schen Gesetz besagt dies, dass sich die Losung wie eine
Suspension harter Kugeln verhilt. Das Gesetz wurde vielfach bewiesen, vor allem durch Messung
der Gyrationsradien mit Rontgen- und Neutronenbeugung. Durch Anwendung dieses Geasetzes
hat man erstmals gezeigt, dass Makromolekiile tatséchlich quasisphérische Knéul bilden und man
benutuzt es heute noch zur Messung der Molekulargewichte von Makromolekiilen und Proteinen.
Bei halbverdiinnten Losungen ist der osmotische Druck erstaunlicherweise durch den zweiten
Virialkoeffizienten bestimmt, da der ersten Term der Entwicklung wegen des Faktors 1/N (d.h. der
stark reduzierten Mischungsentropie) sehr klein ist [de Gennes]. Wie erwéhnt nutzt unser Korper
diese GesetzmaBigkeit zur Erzeugung eines sehr hohen osmotischen Drucks in der
Gelenkfliissigkeit.

Eine zweites wichtiges Beispiel ist der Dampfdruck iiber makromolekularen Lésungen Der
Dampfdruck des Wassers pj iiber einer wiésserigen Losung ist proportional zum osmotischen

Druck. Ist p;” der Dampfdruck iiber reinem Wasser (Molvolumen vi), so gilt fiir die

makromolekularen Losungen
(24.20)

Auch der Dampfdruck wird durch Makromolekiile aufgrund des zweiten Virialkoeffizienten
extrem stark reduziert. Der Unterschied zwischen Makromolekiilen und kleinen Molekiilen (fiir die
das Raoult-Gesetz gilt) ist beeindruckend. Der relative Dampfdruck p;/p;° eines geldsten Polymers
mit ¥=0 und Polarisationsgrad N=1000 wird bei einem Molenbruch der Monomere von x,= 0,02

auf 30% reduziert wihrend kleine Molekiile [mit N=1) lediglich eine Reduktion um ca 2 %
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schaffen (s. auch [Hill], Ch21). Der Effekt wird durch elektrische Ladungen noch wesentlich

verstirkt, wie wir unten sehen werden.

Die enorme Reduktion des Dampfdrucks hat viele wichtige Konsequenzen. Diinne Schichten
aus geladenen Polysacchariden (wie Hyaluronsiure) quellen schon bei relativen Luftfeuchten von
50 % um einen Faktor 1,3. Dies spielt eine wichtige Rolle fiir die Bildung ultradiinner Wasserfilme
auf der Hornhaut der Augen. dessen Fehlen uns erhebliche Schmerzen bereitet. Die Hornhaut
(Cornea) der Augen bildet eine stark gekriimmte Auswdlbung tliber der Linse. Sie besteht aus (mit
vielen Nervenleitern durchzogenem) Gewebe, das zur Versorgung mit einer Schicht aus
Epithelzellen bedeckt ist. Diese wird ihrerseits von einer diinnen Schicht einer wisserigen Losung
von Glykoproteinen bedeckt, die das Austrocknen verhindert. Sie muss aber stidndig (iiber Driisen)
erneuert werden. Das Entweichen von Wasser wird zusétzlich durch einen Film aus Amphiphilen
verhindert.

Die Spinnen benutzen das Prinzip, um ihre Fangfaden auch tagsiiber feucht zu halten [Vollrath].

Ein anderes faszinierendes Beispiel sind die Fangfdden der Spinnweben [Vollhardt]. Sie
bestehen, wie das gesamte Netz aus Seidenfaden. Die Féden stellt die Spinne mit speziellen Driisen
(??) her. Sie umgibt diese mit einer diinnen Schicht einer gallertartigen Masse aus Polymeren
(wahrscheinlich Glykoproteinen und Polysacchariden). Diese quellen durch Aufnahme einer
groBen Menge von Wasser, und zwar so stark, dass ein diinner Fliissigkeitsmantel entsteht. Dieser
zerfillt in eine perlschnurartige Anordnung aus tropfenférmigen und zylinderformigen Bereichen.
Der Grund ist wahrscheinlich aufgrund einer Rayleigh Instabilitdt Der Faden bildet in den
verdickten Bereichen ein Knéul, die wie eine Entropiefeder wirken. Dadurch kann der Faden um
das 300 fache gedehnt werden wenn die Beute auftriftt.

Das Problem fiir die Spinne besteht nun darin, den Faden immer feucht zu halten. Dies erreicht
sie mit dem Polymerfilm, der den Dampfdruck so stark erniedrigt, dass er auch im Sommer iiber
Stunden feucht bleiben kann, wie folgende Abschédtzung zeigt. Bei durchaus realistischen Werten
des Polymerisationsgrades von N ~ 1000 (und einem guten Losungsmittel, y=0) wird die

Luftfeuchte bei einem Volumenbruch vong, = 0,4 ca 50 %. Dies entspricht etwa der Luftfeuchte

in einem Kleefeld oder Roggenfeld im Sommer.

24.9 Modifikation der Skalengesetze und Eigenschaften durch Aufladung der

Makromolekiile. Die Ladungskondensation.
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24.9.1 Vorbemerkung:

Viele intrazelluldren Makromolekiile sind stark negativ elektrisch geladen was ihre hohe
Léslichkeit und Quellfdhigkeit garantiert. Die linearen Ladungsdichten A (Elementarladung pro
nm) liegen bei A~ 6e nm™' fiir DNA und A~2e nm™' bei Chondroitinsulfat, den Haaren der
Proteoglykane. Es ist intuitiv klar, dafl geladene Polymere gegeniiber neutralen durch die
elektrostatische AbstoBBung gestreckt und damit (durch Zunahme der Persistenzlidnge) steifer
werden. Durch die AbstoBung zwischen den geladenen Monomeren werden die Ketten aufgebliht
und der osmotische Druck nimmt zu. Die Situation wire aufgrund der groBen Reichweite
elektrostatischer Krifte hoffnungslos kompliziert, wenn nicht mehrere Umsténde zu Hilfe kimen.
Praktisch alle biologischen Makromolekiile sind negativ geladen wahrend positive Molekiile wie
Histone, Amine oder lonen die lokale Wechselwirkung kontrollieren. Wie wir im §*37) sehen
werden sind hoch geladene Makromolekiile in Elektrolyten instabil, was zur Kondensation von
Gegenionen (nach ihrem Entdecker auch Manning-Kondensation genannt [Manning, 1969]) auf
der Oberfldche des Polymers fiihrt. Die Kondensation erfolgt schon bei extrem kleinen
Salzkonzentrationen (in der Gréssenordnung von nM) und unter normalen physiologischen

Salzkonzentrationen (> 100mM) ist die Bedingung der Ladungskondensation sicher erfiillt.

©

\
—4-
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Figure 24.5 (ehem. 24.6)

Zur Charakterisierung geladener flexibler Makromolekiile. Die Zahl der Kuhn-Segmente pro
Kette sei wieder N, die Konturldnge L.. Die Ladung pro Segment sei e (Elementarladung) und die
lineare Ladungsdichte A= N e/L.. Die Teilchendichte der Gegenionen der Sorte i ist n; . Man
beachte Folgendes: Erstens, unter physiologischen Bedingungen ist der Abstand der Ladungen
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aufgrund der Ladungskondensation gleich der Bijerrum Lange Ig (= 0,7nm). Zweitens, nur die
positiven Uberschussladungen der Gegenionenwolke werden gezeigt, wobei k™' die Debye

Abschirmlédnge ist.

Im Folgenden werden wir die Effekte der Ladung auf die Persistenzlidnge, den Flory Radius und
den osmotischen Druck diskutieren, wobei wir zwischen flexiblen und semi-flexiblen Polymeren
unterscheiden miissen. Fiir die flexiblen Ketten konnen wir bei der Berechnung des Einflusses der
Ladungen auf den Flory y-Parameter auf die Debye Hiickel (DB) zuriickgreifen, wiahren wir fiir
semiflexible Ketten die Theorie auf eindimensionale Objekte erweitern miissen. Deren Verhalten
ist durch zwei Langen bestimmt: die uns vertraute Debye Abschirmlinge k™' und die Bijerrum-

Lénge 1g, die wie folgt definiert sind:

z’el ¢ 2

K= Zﬁ ZBZM;W (24.21 )
1g hat eine anschauliche Bedeutung. Zwei Ladungen im Abstand g haben die Coulomb-Energie

kg T. Unter Standardbedingungen (25°C und €=80) wird 13=0,78 nm. Ist der Abstand zwischen den

Ladungen kleiner (wie im Fall der DNA) so findet Ladungskondensation statt bis die

Ladungsdichte die Bedingung A*= e(/1p erfiillt. Eine kurze Begriindung fiir die Kondensation der

Ladung bringen wir in §36
Wir betrachten nun zwei wichtige Sonderfille:

1. Istk'>>L,. so wird die Kette durch elektrostatische AbstoBung zwischen den Monomeren
gestreckt bis zum Grenzfall starrer Stdbe.

2. Falls lB<<K'1<<LC ist, wird die Persistenzldnge L, (oder Kuhn-Lénge) um einen
elektrostatischen Beitrag verlangert auf Ly*=Lp + L, .Von Odijk [Odijk 1978] wurde das
Kuhn-Kratky-Porod-Modell erweitert und L, . iiber die Debye-Hiickel-Nédherung berechnet.

Hier soll nur das Ergebnis (mit der Definition der Abb. 24.6) angegeben werden.

l, 1

el — 2 2
P 4 L,

(24.22)

Dax o \/ci ist, hingt L, linear von der Salzkonzentration ¢ ab. Welchen Effekt konnen wir

nun fiir physiologische Situationen erwarten. In der Zelle (¢i~400mM) ist k'~ 1 nm. Fiir DNA (mit
einer Ladungsdichte von =6e/nm) und der Persistenzlinge L,~ 50 nm wird kL, ~10, d.h. der Effekt

der Ladung ist sehr klein. Wesentlich dramatischere Effekte hat die elektrostatische

Wechselwirkung auf die Virialkoeffizienten, wie im Folgenden gezeigt werden soll.
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24.10 Der elektro-osmotische Zusatzdruck von geladenen Polymeren.

Es ist intuitiv klar, daB3 die elektrostatische AbstoBung zwischen den Segmenten zu einer
zusitzlichen Wasseraufnahme durch das Polymer fiihrt. Die Ursache ist letztlich eine Folge der
Bedingung der Elektroneutralitit. Diese fiihrt dazu, da3 die Konzentration der frei beweglichen
Gegenionen innerhalb der Polymer-Kndul grofBer ist als aulerhalb. Den osmotischen Zusatzdruck
erhédlt man am einfachsten durch Berechnung des Beitrags der elektrostatischen Wechselwirkung
zum zweiten Virialkoeffizienten, wobei fiir das Paarpotential benachbarter geladener Segmente der
Ausdruck der Debey-Hiickel Theorie eingesetzt wird. Dies ist fiir interessierte Leser ein lehrreiches
Beispiel der Anwendung des Konzepts des Van der Waals Gases zur Beschreibung der
Thermodynamik kolliodaler Losungen.

Wie im Appendix 24. A gezeigt wird, ist der elektrostatische Beitrag zum Virialkoeffizienten in

erster Ndherung gegeben durch

2

z
= m (24.22
2el 3 2
2a E nz,
i

B
Bei der Berechnung des Beitrags dieses Virialkoeffizienten zum osmotischen Drucks miissen
wir nun noch beachten, dass wir nur den Beitrag der geladenen Segmente zur Virialentwicklung
beriicksichtgen diirfen, da wir im Appendix den Beitrag der sterischen AbstoBung eliminiert haben.
Daher miissen wir den Volumbruch der Monmere ¢, mit dem Bruchteil a geladener Segmente
multiplizieren. Wir ersetzetn also ¢, durch o, . Einsetzen in die allgemeine Gleichung fiir den

osmotischen Druck ergibt

2
LT PP (24.23

!
a2z
i

Ein analoger Ausdruck wurde in [Hill] abgeleitet. Wir haben den Virialkoeffizienten durch

Berticksichtigung der elektrostatischen Abstossung zwischen den Segmenten abgeleitet. Da wir
dabei die Debye Theorie benutzt haben konnen wir den Zusatzdruck auch als Folge der Einstellung
des Zustandes der Elektroneutralitit interpretieren.

Die wichtigste Konsequenz der elektrostatischen Wechselwirkung ist die Verbesserung der
Qualitit des Losungsmittels Wasser, denn der Flory-Parameter wird um den elektrostatischen
Beitrag y ¢ reduziert geméif

a’z,’

—— (24.34)
22”,-21-2 a’

Hegg =X~
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wobei n; die Teilchendichte der Gegenionen ist. Die Effekte konnen sehr grof3 sein, wie
folgende Betrachtung zeigt. Nach Gl (24.17) wichst das Volumen eines Molekiils gemass (1-

3/5
)

2y)”". Daher dndert sich das Volumen eines Makromolekiils bei der Aufladung relativ zum

neutralen Zustand (Vo) um

1—24 3/5
v, =y | L (31.35)
1-24,

Betrachten wir ein Polymer mit einem Wert y(=0,25 im neutralen Zustand und nehmen an, dass
die Monomere und Wassermolekiile das gleiche Molvolumen von a°~3 107° m’ besitzen. Fiir ein
Polymer der Ladungsdichte 1e pro Monome.(wie Hyaluronsdure) und einer lonenkonzentration von
100 mM wird ¢ = 13. und damit V,=10 V. Die elektrostatischen Effekte konnen also sehr grof3

sein. Insbesondere kann der Volumenbedarf der Polymere iiber den Dissoziationsgrad a. iiber weite

Bereiche variiert werden.

24.11 Appendix A. Elektrostatischer Beitrag zum Virialkoeffizienten geladener
Makromolekiile

Wir betrachten die Monomere wieder als Kugeln mit dem Eigenvolumen a3. Das
Wechselwirkungspotential zweier Monomere mit der Ladung ezy, im Abstand r>a ist dann durch

das in $ xxx abgeleitete Paarpotential

_ Zn e expi-xr}

(24 A.1)

mm

- 4ree, r
bestimmt, wéhrend fiir r < a Wy,= o ist.
Der Beitrag der elektrostatischen AbstoBung zum Virialkoeffizienten ist dann bekanntlich
durch das folgende Integral gegeben [Landaulifshitz)
B, = 2—’f ) {1 - exp{— M}rzdr (24.A.2)
k,T

2a
a B

Man beachte, dass dieser Ausdruck nur die elektrostatische Kopplung berticksichtugt, wéhrend
die sterische Abstossung durch das Eigenvolumen durch das Intergral zwischen 0 und 2a bestimmt
ist. Um das Integral zu 16sen, mul3 die Exponentialfunktion entwickelt werden. Beriicksichtigt man

nur Terme bis zur Ordnung (Wmm/k ;T), so folgt nach einer nicht allzu schwierigen Rechnung
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2a E nz

Zur Vereinfachung wurde ein Term der GroBenordnung z,,” vernachléssigt, da er einem

Virialkoefizient hoherer Ordnung entsprechen wiirde.

24.12 Appendix B: Haufig benutzte Bezeichnungen des §24.
In der Polymerphysik gibt es eine gewisse Tradition der Bezeichnungen der physikalischen
Parameter, Wir benutzen in diesem Paragraphen folgend Abkiirzungen, die von denen in den

anderen Paragraphen manchmal abweichen konnen.

Cp Teilchendichte der Polymere (Ketten/m3)

Cm Teilchendichte der Segmente (Segmente/m?3)
Pm Massendichte der Polymere (Masse/m3)

N Monomere pro Kette (Polymerisationsgrad)

M Zahl der Polymere in einer Losung

N> Nj Zahl der Monomere bzw. Losungsmittelmolekiile in einer Losung

Om» P Volumenbriiche der Polymere bzw. des Losungsmittels
L. Konturlidnge flexibler oder steifer Makromolekiile
L, Persistenzlénge

L End-zu-End Vektor des Polymers

Rg Flory-Radius
N¢ Zahl der Segmente zwischen zwei Knoten eines Netzwerks
M, Zahl der Ketten zwischen den Netzpunkten
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Letzte Anderung (Shoh): 01.03.2009
Endversion 28.2.09

25 Molekulare Dynamik und Elastizitat semiflexibler

Filamente

25.1 Einleitung

In den folgenden Paragraphen befassen wir uns mit den dynamischen und elastischen
Eigenschaften verschlaufter und verknoteter Netzwerke (Gele) semiflexibler Filamente. Da
Zellen und Gewebe aus dieser Klasse von Makromolekiilen aufgebaut sind, ist dies ein hoch
interessantes und intensiv studiertes Gebiet der Physik biologischer Materie und von groflem
praktischen Interesse. Daher ist in wenigen Jahren eine sehr umfangreiche Literatur
entstanden und wir beschrdanken uns auf die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeiten. Wir
werden uns dabei vorwiegend auf die Physik der Aktinnetzwerke konzentrieren da diese am
intensivsten untersucht wurden und eine so zentrale Rolle fiir die Funktion der Zelle spielen.
Wir sind insbesondere daran interessiert herauszufinden, ob und (gegebenenfalls) welchen
Gebrauch die Zellen von der Vielfalt und den auergewdhnlichen elastischen Eigenschaften
der Aktin-Netzwerke und -Gele machen.

Der Tradition der Biologischen Physik folgend werden wir versuchen die Fragestellung
durch Vergleich der Eigenschaften von in vitro Modellen und natiirlicher Systeme anzugehen.
Wir beschrdnken uns auf die Zusammenstellung der wichtigsten theoretischen Grundlagen,
die hédufig aus Skalengesetzen bestehen und noch kontrovers diskutiert werden. Wir beginnen
mit der Dynamik und Elastizitdt von Einzelfilamenten und deren Diskussion auf der Basis des
Rohrenmodells von Edwards. Dieses Konzept wurde urspriinglich zur quantitativen
Beschreibung der Dynamik flexibler Makromolekiile eingefiihrt und erwies sich spéter ebenso
erfolgreich zur Behandlung semiflexibler Filamente. In den nichsten zwei Paragraphen geben
wir eine kurze Einfiihrung in die Dynamik wurmartiger Ketten und deren Untersuchung
mittels mikrooptischer und mikomechanischer Methoden. Wir zeigen dann am Beispiel
homogener Aktinnetzwerke, wie man durch solchen Experimenten Beziehungen zwischen
makroskopischen mechanichen Eigenschaften der Zelle und molekiildynamischen Prozessen
herstellen kann. Wir betrachten dann die biologisch realistischere Situation heterogener

Netzwerke (Heterogele) und beschlieBen das Gebiet mit einer Diskussion der
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Microviskoelastizitdt der Zellen und deren Kontrolle durch zellulire Spannungssensoren und

intrazelluldre Signalsysteme.

25.2 Einzelfilamentdynamik und Elastizitit semiflexibler

Filamente.

Das elastische Verhalten von Netzwerken und Gelen aus semiflexiblen oder steifen
Makromolekiilen ist wesentlich komplexer als das aus ideal flexiblen Ketten. Relativ einfach
ist die Situation nur fiir verschlaufte oder leicht vernetzte und daher homogene Gele. Ihr
Verhalten ldsst sich mit dem Rohrenmodell von Edwards und de Gennes gut beschreiben, das
auf folgender schonen Idee basiert. Man nimmt an, dass die Wechselwirkung eines heraus
gegriffenen Testfilaments mit seiner Umgebung durch einen rohrenartiger Kifig ersetzen
kann. Die thermisch angeregten Biegefluktuationen des Filaments werden durch die Wénde
der Rohre eingeschriankt. Diese Anregungen treiben, zusammen mit den fluktuierenden
Kriften der Umgebung auch die Selbstdiffusion des Filaments entlang der R6hrenachse, d.h.
die Filamente schléngeln sich durch Polymere wie Schlangen durch das Gras und man
bezeichnet die Selbstdiffusion der Ketten oft als Reptation.

Um die Dynamik einzelner Makromolekiile zu analysieren markiert man diese mit
fluoreszierenden Farbstoffen oder mit Goldpartikeln und beobachtet deren Brownsche
Bewegung mittels Mikrofluoreszenz oder Ultramikroskopie [Dichtl NJP]. Der Vorteil der

letzten Methoden ist, dass sie auch in Zellen eingesetzt werden kdnnen.

a) b) 04
SN\ . |\
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— 10 ym § - N
S S
TeStﬁ'ament Krdfl‘;'SOnde 94 \’ )
\ ~ & ) 180
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[AktinBewFlures]

Figure 25.1

(a) Beobachtung der Bewegung von Aktinfilaments durch Markierung mit
Fluoreszenzsonden (oben) oder mit Goldpartikeln von ®~10 nm(unten). b) Beobachtung der
anisotropen Bewegung der kolloidalen Sonde im Ultramikroskop. Durch Analyse der
optischen Transferfunktion der Sonden mittels dynamischer Bildverarbeitung kann deren
Position in der Bildebene mit 10 nm lateraler und 10 msec zeilicher Aufldsung verfolgt
werden. Die dicke der wurstartigen Bewegung ist ein MaB fiir den Durchmesser der
Reptationsrohre. ¢) Momentanbild eines Filaments und der Reptationsrohre, sowie Definition
der Verhedderungsldnge A.. Quellen: Bild a : Doktorarbeit Josef Kaes TUM 199X); Bild c):
:M. Dichtl and E.Sackmann New J. Physics 1, 18.1-18.11 (1999))

Abb. 25.1b zeigt eine Langzeitbeobachtung eines Reporterfilaments. Durch Analyse der
anisotropen Brownschen Bewegung der Sonde kann man die mittleren
Verschiebungsquadrate der Filamente senkrecht und parallel zur R6hrenachse [Dichtl]
messen. Diese liefern wichtige Information {iber die Dynamik der Filamente und die Struktur
der Netzwerke oder ermdglicht genaue Messungen der Biegesteifigkeit des F-Aktins wie wir
nun zeigen werden.

1. Die Messung in paralleler Richtung liefert den Selbstdiffusionskoeffizient

entlang der Rohre nach der Beziehung
A(@) =<[£() - £0) ] >=2D¢

Die Messung der Abb25.1b liefert fiir ein Filament mit L;=10 pm einen Wert von D,= 10’
ms?(s. Aufgabe 25.1)

2. Das Verschiebungsquadrat in senkrechter Richtung zerfillt in zwei

Zeitbereiche. Fir Zeiten t<t. wird

Ay =<|n@) =) >=2D 7"
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Solches Verhalten (oft sub-diffusiv genannt) ist typisch fiir Diffusionsprozesses in
viskoelastischen Medien (s. § 26) und Zellen. Mit dem dem in §26 eingefiihrten
verallgemeinerten Einstein-Gesetz, D~kgT/((t), folgt daraus, dass die Viskositit zeitabhingig
ist und einem Potenzgesetz 1(t) ~ t " gehorcht. Bei t>>1. sittigt das Verschiebungsquadrat,
aber dessen Wert An’ fluktuiert zeitlich und zeigt eine gaussartige Verteilung. Aus der
Verteilung der Satttigungswerte erhilt man die Maschenweite des Netzwerks als Funktion der
Aktinkonzentration, das Wechselwirkungspontential zwischen Wand und Filament, sowie die

Biegesteifigkeit der Filamente (in Analogie zu Vorgehen bei Membranen §12.X).

25.3 Messung der Biegesteifigkeit der Rauhigkeit und der

Verhederungslinge semiflexiblerFilamente.

Wie wir in der Membranphysik gelernt haben, konnen wir aus der Fluktuation in Richtung
der Normalen viele andere wichtige Dinge lernen. Da wir das Problem thermischer
Fluktuationen semiflexibler Systeme im §12 ausfiihrlich behandelten, stellen wir hier nur
einige wichtige Konsequenzen der undulatorischen Anregungen der Aktinfilamente

zusammen.

1. Wie im Fall der Membranen kann man durch Fourieranalyse der Biegefluktuationen die
Biegesteifigkeit der Filamente messen. Wir betrachten dazu die mit einer momentanen
Deformation verbundene elastische Energie der wurmartigen Kette der Lange L. Im
Grenzfall kleiner Amplituden (klein gegen den Filamentdurchmesser a) gilt fiir eine freies
Filament.

L Ou(x,t) ulx,t) ) )
Ge,a—EBﬂdxdy{ P (25.1)

2
X Ox

Wobei u(x,t) =(uyx (t),uy(t)) die Amplituden der Auslenkung des Filaments in die zwei
Normalenrichtungen sind. Durch Fourierzerlegung der Anregungen: u(x,t)= Z ugx (t)
exp{igxx} mit /L < qx < m/a) und der Anwendung des Aquipartitionsprinzips (nach
demselben Schema wie im Fall der Membranen in §12 ) erhélt man das folgende Ergebnis:

, kT
q _Bq4

L'u (25.2)
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Wie im Fall der Membranen ermdglicht die Analyse moglichst vieler
Mikrofluoreszenzaufnahmen prézise Messungen der Biegesteifigkeit B einzelner Filamente

([Tsambert ] oder auch von Aktin-Biindeln [Lieleg].

Eine andere niitzliche und praktisch wichtige Grofe ist das mittlere Amplitudenquadrat
(oft wie bei Membranen Rauhigkeitsfaktor genannt) das man durch Integration der

Amplituden tiber alle Wellenvektoren q erhilt

3
<u2>zk19—TL3=i (25.3)
B L

P
Wir sehen, dass das Amplitudenquadrat mit der dritten Potenz der Konturlédnge zunimmt
(d.h. schneller als im Fall der Membranen). Fiir L ~ 10um L,~15pm wird <u®>~67 um” und

<u> =8 pm.

Betrachten wir nun die Konsequenz der eingeschriankten Bewegung etwas genauer. Da die
Maschenweiten & < 1um sind werden alle Fluktuationen unterdriickt deren Rauhigkeit <u®>
grofer als & ist. Mit dieser Bedingung folgt aus Gl (25.3), dass die Wellenlinge der
langwelligsten Anregung die nicht unterdriickt wird von der GroB3enordnung [Morse 2003]"

Ae~E"L," (25.4)

ist. In Analogie zur Definition der (in §12 eingefiihrten) Persistenzldnge der Membranen
konnen wir das in der Rohre eingesperrte Filament aus Stiicken der Lénge A.
zusammengesetzt denken, die unabhéngig voneinander fluktuieren [Odijk, Isambert Maggs].
A, istneben L und L, die dritte Lédngenskala welche die Bewegungsfreiheit der Filamente in
Netzwerken (und damit die viskoelastischen Module) bestimmt. Sie ist immer (um den
Faktor(Lp/il/ %) groBer als die Maschenweite (A, ~2pm fiir £~1pm). Wir nenne sie
Verhedderungslange (engl entanglement length).

Tabelle 25.1
Zusammenstellung einiger Biegemodule (B) semiflexibler Biopolymere als

Persistenzldngen (B=kgTL,).

Filament Behandlung L, [nm]

' Eine genaue Rechnung liefert A, ~ £ Lpl/ > Deren Ableitung bedarf einer lingeren

Betrachtung, die wir uns hier ersparen da die Abweichungen klein sind.[Isembert Maggs].
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Aktin ATP-Mg 17

Aktin ADP 9
Aktin Tropomyosin/Troponoin 11
Mikrotubuli ~ in vivtro 10°
IMF in vitro 6-8

25.4 Die anisotrope Federkonstante semiflexibler Filamente.

Um die Federkonstante semiflexibler Filament zu bestimmen betrachten wir das Verhalten
des dynamisch rauhen Filaments unter einer dufleren Kraft, T, parallel zur Léngsachse. In

Analogie zur Situation bei Membranen ist die elastische Energie bestimmt durch
L 2 2 2
AG,, = [ds Blou)  zfou (25.5a)
* |2\ 0Os 2\ Os

Wie bei der Berechnung der entropischen Spannung von Membranen (§12) oder bei der
Ableitung der GI (25.2) kénnen wir die Reduktion der dynamische Rauhigkeit durch die
Spannung bestimmen, indem wir die thermischen Anregungen als Fourierreihe darstellen und
den Gleichverteilungssatzes anwenden. Man erhélt fiir die Amplituden der Fouriermoden:

> k,T

<u, >=——F—"—"—"
q Bq4+z_q2

(25.5Db)

Aus dieser Gleichung konnen wir nun die Federkonstante bestimmen, indem wir die
Differenz zwischen der Konturlinge L. dem End-zu-End-Abstandes <L> als Funktion von t
berechnen. Wenn 7 in Richtung der mittleren Achse (x) des Filaments gerichtet ist, entspricht
<L> der Projektion des Filaments auf die x-Achse und die Kraftkonstante des Filaments ist

gegeben durch OL =L —<L>=kt

Es ist klar, dass <L> aufgrund der thermischen Anregung kleiner ist als L.. Als néchstes
beachten wir dass folgender Zusammenhang zwischen der Konturlinge des Filaments und der

lokalen Auslenkung u(x,y) gilt.
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L L.
j j dx(1+1/2Vu?)
0 0
und daher 8L= 1/2 Jdx Vu? .wird. Wie iiblich, ersetzen wir die Summe durch das Integral:
L
Y@ >=[f(a)dg...
p V4

und erhalten.

k, Tqma* dg L /B VB VB
L —L= arctg —— — arct
‘ '[ q> +7/B L gLC\/_ ga\/_

g min

Fiir Aktin (B~10"° Jm und a ~10nm) und Krifte im pN-Bereich wird das Argument des
zweiten Terms sehr groB3 und arctg =n/2. Das Argument des ersten Terms wird ebenfalls
grofer als eins und der interessierte Leser kann leicht nachvollziehen, da3 die Dehnungs-

Spannungskurve folgende Form erhélt [MacKintosh] [Fixman] [Marko Siggi]

k, TL4

oL ~3 (25.4b)

Dies ist ein sehr wichtiges Ergebnis denn es zeigt den fundamentalen Unterschied
zwischen flexiblen und semiflexiblen Filamenten. Wir sehen, daf3 die Federkonstante
quadratisch mit der Biegesteifigkeit zunimmt und, ganz im Gegensatz zur Entropiefeder, mit
der Temperatur abnimmt. Dieses Verhalten erinnert daher an das eines flexiblen Stabes [E.
Frey] und ist die Folge der endlichen Biegesteifigkeit der Filamente. Aus diesem Grund hingt
die Deformation der Filamente sehr empfindlich von der Richtung der dueren Kraft zur
Filamentachse ab. Ist diese senkrecht zur Langsachse so wird die Deformation eines einseitig
eingespannten Filaments durch eine am freien Ende senkrecht zur Filamentachse wirkende

Kraft t; gegeben durch ( s [Landau Lifshitz]Vol VIL§ 20.)
15
5u(L)——Bz' (25.6)

Eine Interpolationsformel zwischen den beiden extremen Situationen findet man in [Frey
et al].

Eine wichtige Konsequenz des semisteifen Verhaltens der Biopolymere ist die
mechanische Instabilitdt der Filamente (engl. buckling) gegen parallel zur Achse wirkenden
Kompressionskréften, die sog. Euler-Instabilitét. Diese setzt oberhalb eines kritischen
Wertes, der sog. Knickkraft (engl. buckling force) ein, die wieder von den geometrischen
Bedingungen abhidngt Wir haben die Theorie von Euler im §25 schon benutzt, um
abzuschédtzen, wie gro3 die Maschenweite des Aktin- Netzwerks der Pseudopodien sein darf,

um Pseudopodien der Zellen mit nN-Kréften voranzutreiben.
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25.5 Relaxationszeiten der thermischen Anregungen

Zur Behandlung der dynamischen mechanischen Eigenschaften der Filamente, die
Einflihrung in die Viskoelastizitit makromolekularer Netzwerke von zentraler Bedeutung
ist, benotigen wir die Differentialgleichung, welche die Bewegung der Filamente in Richtug
senkrecht zur Filamentachse beschreibt. Die mechanische Riickstellkraft gegen Auslenkungen
aus der Ruhelage (der erste Term auf der rechten Seite der G1.25.7) ist ganz analog wie bei
Membranen (§12) durch die zweite Ableitung der globalen Kriimmungsenergie gegeben. Die
Bewegungsgleichung lautet daher (s. [[sambert und Maggs]

ou 0t
X __p
d ot os*

+o,(t) (25.7 )

wobei C der Reibungskoeffizient des Filaments ist. Dabei reprasentiert @s(t) die in § Rudi
X 77 eingefiihrte thermische Kraft, deren Amplitude durch ihre Korrelationsfunktion <f(t)f(t-
t’)> = 2kgT n bestimmt ist (siche auch [LL] Band V.I §119). Die Mechanische Riickstellkraft
erhilt man durch Variation des Funktionals der globalen Biegeenergie der Gl (25.1). Fiir uns
ist nur die Relaxationszeit t4 der thermisch angeregten Eigenschwingungen (Moden)
interessant, da wir diese im §26 bendtigen. Diese erhélt der interessierte Leser leicht durch
Fourierzerlegung der thermischen Anregungen und Losung der Gl 25.8 fiir @4(t)=0. Fiir die
Wellenldnge A= 2n/q wird

& ¢
YTk TL o Bg
B pq q

(25.8)

€ ist der Reibungskoeffizient eines Filaments den wir bei der Behandlung der Flagellen
einfiihrten. Die Gleichung zeigt uns, dass langwellige Moden sehr viel langlebiger sind als
kurzwellige. Dieses Ergebnis ist von zentraler Bedeutung, denn es wird uns helfen die
phidnomenologischen viskoelastischen Eigenschaften des Zytoskeletts auf molekulare

Bewegungsprozesse zuriickzufiihren.
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Letzte Anderung (Shoh): 04.03.2009
Endversion 29.2.09

26 Viskoelastitzitit homogener Netzwerken und Gele.

26.1 26.1 Einleitung: Das Prinzip der Viskoelastizitat und was

wir daraus lernen konnen.

Unter viskoelastischem Verhalten eines Materials versteht man die Uberlagerung der
durch das Hook’sche Gesetz bestimmten elastischen Deformation (die im Idealfall
unendlich schnell erfolgt) und einem verzogerten viskosen FlieBen nach Anlegen einer
duBeren Kraft. Das einfachste Modell eines viskoelastischen Korpers ist eine parallele
Anordnung aus einer Feder (der Federkonstante k) und einem Stossdampfer (mit dem
Reibungskoeftizient ), die uns das Fahren im Auto angenehmer macht. Eine Anordnung
solcher Element zeigt Abb. 26.1a. Der Zeitverlauf der Deformation wird durch folgende

einfache Differentialgleichung bestimmt

g%wx = FH(7) (26.1a)

H(t) ist die Heaviside-Funktion mit den Werten H=0 fiir t<0 und H=1 fiir t=>0. Man
erhilt diese Gleichung einfach indem man beachtet, dass die duBere Kraft (in x-Richtung)
durch die Reibungskraft und die Federkraft kompensiert wird. Man kann auch durch
Probieren oder Losung der Differentialgleichung (s. Aufgabe 26.1) nachvollziehen, dass die

Deformation folgender Gleichung gehorcht.
x(t) = %(1 —exp{—t/7}) mit 7= % (26.1b)

Man bezeichnet t als Ansprechzeit. Die Deformation der parallelen Anordnung der

Element steigt langsam mit der Zeit an und erreicht erst bei % — oo den (durch das

Hook’sche Gesetz bestimmten) Séttigungswert: x(0) = f/ F . Ist das Verhalten unabhéngig

von der Amplitude der Kraft, so spricht man von linearer Viskoelatizitit. Falls unser

Beobachtungsinstrument die Deformation viel langsamer registriert als die
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Anfangsgeschwindigkeit der Auslenkung und wir auch nicht unendlich lange beobachten
konnen, wiirde uns der der Korper als ideal elastische erscheinen.

Tatsdchlich sind alle Materialien viskoelastisch. Wenn wir lange genug warten, beginnt
jeder Korper unter der Wirkung dufBerer Kréfte (z.B. der eigenen Schwere) zu flieen, d.h.
der elastische Modul realer Materialien ist keine Konstante sondern eine Funktion der Zeit.
Ein Festkorper braucht dazu eine unbeobachtbar lange Zeit, wihrend bei Wasser die
FlieBzeit bei ~107% sec m liegt. Man nennt die Zeit tp, die ein Kérper zum FlieBen braucht
manchmal auch Deborah-Zahl, in Anlehnung an das Wort Deborahs im 5-ten Buch der
Richter im Alten Testament: ‘Und die Berge flossen vor Gott’ (dem dltesten bekannte Zitat
iiber die Viskoelastizitét). Im Zeitalter der globalen Erwdrmung duflert sich die
Viskoelastizitit der Erde am Heben der Tédler nach dem Abschmelzen der Gletscher. Sehr
alte Kirchenfenster sind unten etwas dicker als oben, da das Glas im Lauf der Jahrhunderte
nach unten geflossen ist. Man nennt die Lehre vom diesem dynamischen mechanischen
Verhalten der Materie auch Rheologie, ein durch Kombination der griechischen Worte fiir
flieBen (rhei ) und Lehre ( logos ) gebildeter Ausdruck.

Das Paradigma eines viskoelastischen Systems ist der Glaszustand, wie der Entdecker
der Viskoelastizitit, James Maxwell, erstmals erkannte. Seither lernen wir, dass Gléser
unterkiihlte Fliissigkeiten sind. Da Maxwell es liebte, die Physik des elektromagnetischen
Feldes durch mechanische Modelle zu untermauern, gelangen ihm viele wichtigen
Entdeckungen auf dem Gebiet der Kontinuumsmechanik. Maxwell erkannte, dass das
viskoelastische Verhalten der Gldser auf interne Relaxationsprozesse durch Brechen
interner Bindungen zuriickzufiihren ist.

Auf molekularer Ebene konnen wir uns das Hooke’sche Verhalten durch die
eingeschriankte Bewegung der Molekiile im harmonische Potential vorstellen, wihrend das
FlieBen auf Uberginge zwischen Minima des Wechselwirkungspotentials beruht, die durch
Aktivierungsbarrieren getrennte sind.

Seit Maxwells Entdeckung ist die Rheologie eine zentrale Methode zur Untersuchung
der Struktur und Dynamik molekularer Umordnungsprozesse in komplexer kondensierter
Materie geworden. Da biologische Materialien stindig in Bewegung sein miissen (denken
wir nur an den Transport der Blutzellen durch enge Kapillaren, an die Deformation des
Gewebes der FuB3sohlen oder der Knorpel unserer Gelenke beim Gehen), ist die
Biorheologie ein besonders wichtiges Gebiet. Studenten der Physiker lernen wihrend ihres
Studiums kaum etwas {liber Viskoelastizitdt . Ein Grund ist die enorme Schwierigkeit und

der Umfang des Gebiets, denn es erfordert die Kombination von Kontinuumsmechanik und
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statistischer Physik. Der Klassiker der praktischen Rheologie von Ferry [Ferry] hat rund
600 Seiten. Eine kurze aber stimulierende Einfiithrung in das Gebiet der Rheologie gibt das
Buch von Barnes et al. [Barnes]. Die Biorheologie ist auch sehr verstindlich in dem Buch
von Y.C Fung [Fung] beschrieben. Im Folgenden sollen die wichtigsten Grundlagen der
Rheologie, soweit sie fiir die Biologie wichtig erscheinen, dargestellt werden, wobei
Gleichungen nicht abgeleitet sondern, soweit moglich, nur plausibel gemacht werden
sollen. Als weitere Basis dient dabei das Buch von Doi und Edwards [Doi-Edwards], in
dem die Theorie viskoelastischen Eigenschaften der Polymere in einer auch fiir den

Experimentalphysiker zugidnglichen Weise darstellt wird..

26.1.1 Kontinuumsmechanische Konzepte und Methoden der

Rheometrie

Zur Einfithrung des Konzepts der linearen Viskoelastizitdt und der Messmethoden
betrachten wir die Situation der Scherung eines Kubus um ein Winkel d® (siche Abb. 26.1)

. Anstatt des Hookschen Gesetzes der instantanen mechanischen Antwort gilt, dass die
zeitliche Anderung der Spannung do/dt proportional zur Deformationsgeschwindigkeit
(dO/dt) ist

do do
9 _ 6 26.2
a0 (262)

G(t) ist ein zeitabhingiger elastischer Modul und heifit der Relaxationsmodul. Wie wir
aus ,,§ ,,Rudi’s Kramerstheorie* wissen, folgen alle Entbindungsprozesse der Kraft mit
einer gewissen Verzogerung, die wir Ansprechzeit oder Relaxationszeit nennen. Da die
Anderung der internen Spannung o(t) der Variation der Scherung (d®/dt) verzogert folgt,
héngt die zeitabhingige Spannung c(t) von der Vorgeschichte der Deformation O(t) ab.
Nach dem Prinzip der linearen Antwort ist 6(t) durch Konvolution des viskoelastischen

Moduls G(t) mit ®(t) bestimmt.

do() .,
dt'

(26.3a)

o(t)= jG(t )
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In Analogie dazu ist die Deformation O(t) als Antwort auf eine zeitliche Anderung der

Scherspanung ¢ gegeben durch
t '

o = [ —f)%z} "
0

Man nennt J(t-t') den Retardationsmodulus.

Die Namen fiir G(t) und J(t) charakterisieren den Messprozess:

In dem durch Gl (26.3a) charakterisierten Fall misst man die Relaxation der internen
Spannungen (die ein Beobachter im Korper spiiren wiirde). do(t)/dt ist ein MaB fiir die
zeitliche Abnahme der internen Spannungen aufgrund des Kraftinduzierte Brechens
interner Bindungen in Glésern oder der Entfaltung von Verschlaufungen in
Polymernetzwerken.

- Im zweiten Fall (Gl 26.3b) wiirde ein interner Beobachter feststellen, dass das Fliessen
der angelegten Kraft mit einer zeitlichen Verzogerung folgt. Die charakteristischen

rheologischen Relaxations- und die Verzdgerungszeiten sind gleich.

Anl ,gl

o, HO)

! y

T 8

;

T3 .8

E

Figure 26.1

Definition der Scherdeformation und mechanischer Aquivalenz-Modelle der
Viskoelastizitit.

a) Definition der Scheredeformation eines Korpers. ® ist die Scherdeformation (engl.
shear deformation). Der Pfeil ®(H(t) reprasentiert eine sprunghafte Deformation und der

Pfeil oy, H(t) eine stufenartige Scherspannung (engl. shearing stress).
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b) Maxwell Modell zur Interpretation der Relaxation interner Spannungen eines
Materials nach einem Deformationssprung. ¢) Voigt-Kelvin Modell zur Repriasentation der
Kriechexperimente, bei dem die durch einen Kraftsprung induzierten Deformation des

Korpers als Funktion der Zeit beobachtet wird.

Es wird oft dartiber diskutiert, welche der beiden Methoden besser ist. Fiir die
Untersuchung biologischer Materialien (z.B. an Zellen) ist die Messung der
Retardationsfunktion einfacher, wie wir bei der Diskussion der Mikrorheologie sehen
werden'. Andererseits ist fiir die Diskussion der das viskoelastische Verhalten
bestimmenden molekularen Prozesse das Konzept des Relaxationsmodulus anschaulicher.
Gliicklicherweise sind aber die beiden Module durch das folgende Integral miteinander

verkniipft (s. [Ferry]).

IJ(t—t')G(t')dt'zt (26.3)
0

26.1.2 Grundlagen der Relaxationsexperimente

Es ist fiir das Verstdndnis der mechanischen Relaxation hilfreich (Maxwell folgend) sich
das Beispiel der Scherdeformation des verschlauften Netzwerkes oder eines Glases mit
einer Deborah-Zahl tp etwas genauer anzusehen (s.Abb.26.1a). Bei schnellen
Deformationen (6®/dt >>®¢/tp) verhilt sich das Material wie ein Festkorper und das
Hook’sche Gesetz (6, =G(0) ®) gilt. Wird © jedoch so langsam geédndert wird, dass das
Glas flieBen kann, so gilt das Newtonsche Reibungsgesetz c,= 1 d®/dt. Dabei ist i die
Viskositdt des Materials un hat die Dimension [n] =1 Pa s.. Wir kdnnen beide
Verhaltensweisen in eine allgemeine Gleichung zusammenfassen, wenn wir fiir die
Deborahzahl tp=CG(0) schreiben

do do
t = +o0._ =n—0 26.6
Pdr == (20.6)

" Bei der Messung des Relaxationsmoduls muss man die Kraft messen, die notwendig ist, um die durch eine
duBerer Storung induzierte Deformation zu kompensieren. Wir werden bei der Diskussion der Funktion der
inneren Haarzellen des Horsinns (in § 34) sehen, dass die beiden Methoden vollig verschiedene Ergebnisse

liefern konnen.
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Wir sehen, dass die Gleichung zwischen den beiden Verhaltensweisen interpoliert Bei
schnellen Deformationen ist das mittlere Glied vernachldssigbar und man erhélt das
Hookesche Gesetz wihrend im Grenzfall unendlich langsamer Deformation (tp/dt—0) das

Newtonsche Gesetz gilt. (siehe auch [Landau-Lifshitz ], Vol VII § 36).

Ein wichtiges Hilfsmittel fiir die Interpretation experimenteller Daten auf der Basis von
molekularen Prozessen sind mechanische Modelle (die auch auf Maxwell zurlickgehen).
Dazu muss man die zwei Grenzfille der sprunghaften Anderung der Deformation oder der
Kraft separat betrachten.

- Im Fall der Relaxation der inneren Spannung o(t) nach einem Deformationssprung do/dt
besagt Gl (26.6), dass die Scherung dO zwei interne Krifte induziert: eine zeitlich
konstante Hookesche Spnnung (G,x) und einen zeitlich variablen Beitrag (do,/dt) die in
einer Zeit 1 relaxiert. Erstere entspricht der Deformation einer Feder und letztere der
eines Dampfungsgliedes. Diese Situation kann durch ein einfaches mechanisches Modell
(dem sog Maxwellmodell) aus einem Dampfungsglied und einer Feder in
Reihenschaltung repriasentiert werden (s. Abb. 26.1a). Wenn wir nun (in einem
Gedankenexperiment) die Deformierung abschalten, relaxiert die innere Spannung

gemil: o =o,exp{—t/t,} mittp=n/G(0). Aus diesem Grund hat der Relaxationsmodul

die Form

G(t) = G(0)exp(—t/t,) (26.72)

- Wir kénnen Gl 26.6 auch auf das Kraftsprungexperiment anwenden, bei der die
Deformation gemessen wird. Dies entspricht genau der durch Gl 26.1 beschriebenen
Situation. Daher die Deformation die Form

Oy

G(0)

o(t) = (1—exp{-t/z}) (26. 7b)

hat. Man nennt das mechanische System der parallelen Anordnung aus einem

elastischen und einem viskosen Element in der Technik oft Voigt-Element’.

? Die mechanischen Modelle und deren Kombinationen sind sehr hilfreich, um Einblick in spezifische
Relaxationsprozesse zu gewinnen. Sie sind Denkmodelle die unser Vorstellungsvermdgen unterstiitzen,
obwohl man in manchen Féllen den mechanischen Elementen auch molekulare Prozesse zuordnen kann. Diese

Hilfsfunktion kommt auch dadurch zum Ausdruck, dass man jede Funktion G(t) oder J(t) durch sehr viele
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In realen Systemen werden die Relaxationsprozesse durch eine sehr grof3e Zahl von
Einzelereignissen bestimmt, wie wir am Beispiel des Aktinnetzwerkes sehen werden. Die
mechanischen Antwortfunktionen G(t) und J(t) auf stufenartige Erregungen bestehen

daher aus Summen {tiber viele Einzelelemente und haben (nach Gl 26.7) die allgemeine

Formen.
G(?) =Zgio exp{-t/7,)} 26.8a
J(0) = ju(1—exp{-t/z,}) (26.8b )

26.1.3 Grundlagend der Impedanzspektroskopie
Der zweite Weg zur Messung der viskoelastischen Module basiert auf der periodischen

Storung des Korpers, beispielsweise durch periodische Scherung mit konstanter Amplitude.
Wir betrachten wieder den Fall der homogenen Scherung (Abb. 27.1a). Zur Vereinfachung
der mathematischen Behandlung benutzen wir die komplexe Schreibweise. und schreiben
die periodische Scherung in der Form ®=0, exp{imt}. Wir setzen diesen Ansatz in die
Grundgleichung 26.6 ein und erhalten nach einer einfachen Rechnung die Komplexe
Spannung

o iao®

I+ior

(26.9)

Spaltet man g in Real und Imaginérteil auf so erhdlt man die viskoelastische Impedanz

G*(0)=G'(0)+iG"(@)= g, {[ ', }{ Lo, }} (26. 10a)

1+’ 1, 1+’ 1,

Man bezeichnet die komplexe Antwortfunktion G*() als Viskoelastische Impedanz,

den Realteil G'(w) als Speichermodul (engl. storage modulus) und den
Imaginérteil G"(w) als Verlustmodul (engl. loss modulus). Die Griinde fiir diese Namen

werden wir die wir gleich sehen.

verschiedene Anordnungen aus Federn und Dampfungsglieder reproduzieren kann, ein Umstand auf den

erstmals Poincaré hinwies [Ferry].
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Wie anfangs erwéhnt (Gl 26.3) erfolgt die viskoelastisch Antwort der Korper auf eine
Stérung nicht spontan, sondern mit einer gewissen Verzogerung. Daher sind Erregung und
Antwort um einen Winkel ¢ phasenverschoben. Dies ist durch folgende einfache Beziehung

gegeben.

Man bezeichnet tge daher auch als Verlustwinkel. Dieser variiert

zwischentgp =0 (¢ =0) fiir Festkorper und tgp = oo (¢ = x/2) fiir Fliissigkeiten und

man benutzt ihn oft als MaB fiir den Fliissigkeitscharaker eines Materials .

In GI (26.6) haben wir die Viskositét n als konstant betrachtet. Man kann jedoch auch
eine frequenzabhingige Viskositét n*( einfithren. Es besteht dann folgende wichtige
Beziehung zwischen dem Realteil von n*, der die Frequenzabhéngigkeit der Viskositét

wiedergibt, und dem Verlustmodul

n(w)=G"(w)/o  (26.12)

Wir geben dieses Ergebnis ohne Ableitung an, da wir es weiter unten bendtigen. Der
interessierte Leser kann es jedoch nachvollziehen, wenn er die Grundgleichung GI1(26.6) im
Grenzfall sehr langsamer Prozesse betrachtet und sie fiir den Fall periodischer Anregungen

0=0 exp {iwt} 10st.

Die physikalische Bedeutung der beiden Module G’(®) und G’’(®w) der komplexen
Impedanz wird klar, wenn wir den Energieumsatz pro Periode betrachten. Fiir kleine
Deformationen sind der mit einer Deformation verkniipfte elastische Energieumsatz Wy,
und die durch Reibung dissipierte Energien W 4;sip gegeben durch

.OW,=0 00 = G’®) © 3@ und W45, =1 00 dt (26. 13)

Wie man leicht durch Integration nachvollziehen kann, sind die wéihrend einer Periode

. T=2n/® im Korper gespeicherte oder in diesem dissipierte mittlere Energien:

Wea = % GO0 Waip=%G0”  26.14
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Daraus folgt: die Phasenverschiebung ¢ ist ein MaB fiir das Verhéltnis der wiahrend

einer Periode dissipierten zur gespeicherten Energie
tg9=G""/ G’= W gisp/Weta (26. 15)

Am Ende sind noch zwei Bemerkungen angebracht:

1. Wie schon erwihnt, erstrecken sich die Relaxationszeiten iiber viele Grofenordnungen
der Zeit, wobei die kiirzeste Zeiten (t~107'% s.) durch die Rotationsfrequenzen der
Molekiile bestimmt wird. In realen Experimenten erfasst man in der Regel ein
Zeitfenster von etwa sechs Frequenzdekaden, und man muss mehrere Methoden
anwenden, um den ganzen Zeitbereich zu iiberstreichen. Die Situation ist &hnlich wie
bei dielektrischen Relaxationsprozessen die ja auch den Frequenzbereich von
Radiowellen bis Lichtwellen umfasst. Gliicklicherweise kann man in vielen Féllen aus
einer Antwortfunktion spezifische Relaxationsprozesse herausfiltern (wie wir am
Beispiel der Abb 26.2 ?? sehen werden). Zahlreiche trickreiche Methoden zur Analyse
und Interpretation der Impedanzspektren findet man in der Monographie von Ferry
[Ferry].

2. Reale Systeme wie Glaser und Gele sind durch mehrere kontinuierliche Spektren von
Relaxationszeiten bestimmt und man muss die Summen in G1.26.8 streng genommen
durch Integration iiber diese Relaxationsspektren ersetzen. In dem Buch von Ferry
findet man auch Information dariiber, wie man solche Spektren reproduzieren kann,
wenn sie nicht iiber den ganzen Frequenzbereich gemessen werden kdnnen. n
Radiowellen bis Lichtwellen umfasst. In biologischen Systemen sind Messungen meist
nur iiber 3-4 Dekaden der Zeit oder Frequenz moglich. Unter gilinstigen Umstédnden (wie
im Fall der in vitro Aktinnetzwerke) wird die viskoelastische Relaxation durch wenige
Prozesse mit stark unterschiedlichen Relaxationszeiten bestimmt. Dann (und nur dann)
lasst sich aus den viskoelastischen Messungen quantitative Information iiber spezifische

molekulare Relaxationsprozesse gewinnen.

26.2 Konzepte und Methoden der Nano-Rheometrie.
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Aufgrund der sehr gro3en Bedeutung der Rheometrie in der reinen und angewandten
Materialforschung wurden seit Maxwell zahlreiche Methoden zur Messung viskoelastischer
Impedanzspektren entwickelt. Zum Studium langsamer Prozesse benutzt man vorwiegend
Torsionsrtheometer [Ferry]. Die Untersuchung schneller molekularer Bewegungsprozesse
erfordert einen groferen Aufwand. Dazu eignen sich besonders die Methode der
dynamische Lichtstreuung [Doi Edwards] und der quasielastischen Neutronen-Beugung
sowie akustische Methoden. Alle diese Methoden erfordern oft groBe Mengen des zu
untersuchenden Materials. Aulerdem miissen diese in eine einfache Form (z. B. die eines
Stabes) gebracht werden, damit die Zusammenhinge zwischen Spannung und Deformation
theoretisch berechnet werden konnen. Nur so kann man Absolutwerte der viskoelastischen
Module bestimmen. Man nennt diese Beziehungen zwischen Deformation und Spannung
oft auch konstitutive Gleichungen (constitutive equations).

Diese klassischen Methoden versagen wenn es darum geht, lokale mechanische
Prozesse in Zellen oder Gewebe zu studieren oder Absolutwerte viskoelastischer Module zu
messen. Solche Messungen eréffnen neue Moglichkeiten, um mutations- oder
krankheitsbedingte Veridnderungen der Zellen quantitativ zu charakterisieren. Dazu wurde
die Mikrorheometrie mit kolloidalen Sonden (Nanopartikel) entwickelt. Man bettet die
Sonden in die Materialien ein, oder koppelt sie spezifisch an einzelne Organellen der
Netzwerke oder der Zellen (wie Membranen oder Mikrotubuli) an wie wir unten sehen
werden. Messungen der viskoelastischen Impedanz kdnnen dann auf aktive oder passive
Weise erfolgen. Wir beschreiben letztere Methode etwas genauer weil sie uns auf eine
neues Prinzip diffusiver Prozess in komplexen Materialien vermittelt
- In der aktiven Nano- oder Mikro-Rheometrie mit magnetischen Pinzetten benutzt man

super-paramagnetische Kolloide®. Man lenkt die Partikel im inhomogenen Magnetfeld
impulsartig oder periodisch aus und registriert im ersten Fall die Kriechfunktion J(t) und
im zweiten die frequenzabhéngigen Module G’(®) und G’’(®) (s. z.B. [Ziemann]). Ein
Vorteil der Impulsmethode liegt in der Mdglichkeit, das Deformationsfeld als Funktion
des Ortes zu messen, indem man gleichzeitig nicht-magnetische kolloidale Sonden in das
System einbettet und deren induzierten Deformation u(x,y,z) bestimmt. Diese Strategie
hat folgenden grof3en Vorteil wenn es um die Untersuchung von komplex aufgebauten

Objekten (wie Zellen) geht. Da die Form der Objekte (d.h. der Zelle) vorgegeben ist, ist

3 Dabei handelt es sich um polymere Mikrokapseln in die magnetische Mikrokristalle mit Dimensionen der
Weiss’schen Bezirke eingebettet werden, und zwar so, daB sie frei rotieren konnen. Die Elementarmagneten

richten sich sehr schnell im inhomogenen Feld aus und erzeugen so sehr grofle magnetische Momente.
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es sehr viel schwieriger Absolutwerte der viskoelastischen Module aus den gemessenen
Deformations-Kraft Diagrammen zu bestimmen. Eine Moglichkeit ist die Berechnung der
Spannungs-Dehnungs-Beziehungen durch die numerische Methode der finiten Elemente.
Die durch Punktkréfte induzierten Deformationsfelder lassen sich hdufig auch analytisch
berechnen und man kann dann durch Vergleich berechneter und gemessener Daten die

Module bestimmen.

- Die passive Mikrorheometrie [Weitz ,Crocker] basiert auf der Messung der mittleren
Verschiebungsquadrate der kolloidaler Sonden und der Anwendung der
verallgemeinerten Einstein Beziehung zwischen dem zeitabhéingigen
Reibungskoeffizienten (t) und dem ebenfalls von der Zeit abhidngigen

Diffusionskoeffizienten:
D(t) =k T/L(t). (26.16)

Die klassische Theorie der Brown’schen Bewegung geht davon aus, dass die Stofle
zwischen den Molekiile auf allen Zeitskalen unabhiangig voneinander sind. Es ist intuitiv
einsichtig, dass die durch molekulare StoBe getriebenen diffusiven Spriinge der Molekiile in
viskoelastischen Korpern nicht mehr bis zu atomaren Dimensionen unabhéngig
voneinander sind, sondern aufgrund des mechanischen Gedéchtnisses von der
Vorgeschichte abhdngen. Man kann sich das wie folgt vorstellen: Erleidet eine Mess-Sonde
nach einem ersten Stoss einen zweiten, ehe sie das thermodynamische Gleichgewicht
erreicht hat, so sind die Prozesse nicht mehr unabhéngig voneinander. Dadurch wird der
Reibungskoeffizienten zeitabhingig. Das mittlere Verschiebungsquadrat ist dann gegeben

durch

<Jx(t) = x(0)" >= 2Dt = (2 kpT/L(0)) ¢ (26.17)

Dies ist ein sehr wichtiges Ergebnis, denn es bildet die Grundlage der in der Biologie oft
beobachteten Abweichung diffusiver Bewegungen vom idealen Verhalten der Einsstein
Theorie.

Um die Beziehung zur Rheologie herzustellen benutzen wir Gl. (26. 12). Fiir sphérische

Teilchen mit Radius a ist die zeitabhingige Viskositét n(t)=C(t)/6ma. Da im Frequenzraum
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die Beziehung n(®m)=G’’®)/o gilt erhélt man G"® durch Fouriertransformation von n(t)4.
Um den Realteil G’(®) zu bestimmen mufl man die Kramers-Kronig Relation anwenden.
Dies erfordert allerdings Messungen iiber einen sehr grolen Frequenzbereich.

Die kraftfreie Mikrorheometrie liefert nur lokale Werte der Impedanz G*(w). Diese
stimmen nicht notwendigerweise mit den mit der konventionellen Torsions Rheometrie
gemessenen Spektren liberein. da die Sonden nur die Fluktuationen seiner ndchsten
Umgebung erfassen. Diese Probleme kann man elegant durch Messung der

Korrelationsfunktion zwischen zwei kolloidalen Sonden umgehen [Crocker et al].

26.3 Vikoelastische Impedanz verschlaufter und schwach

verknoteter Netzwerke des Aktins.

Wir betrachten dieses Beispiel aus mehreren Griinden etwas ausfiihrlicher. Erstens zeigt
es, dall quantitative rheologische Messungen detaillierte Information tiber mikroskopische
und molekulare Prozesse liefern konnen, die fiir das Verstindnis der biologischen Funktion
der Biopolymere wichtig sind. Es ist auBerdem eines der wenigen Beispiele, in denen es
gelingt, phinomenologische viskoelastische Module mit der Dynamik einzelner
Makromolekiile zu verkniipfen. SchlieBlich, bilden diese Experimente die Basis zur
Untersuchung der dynamischen elastischen Eigenschaften komplexerer Gelzustdnden, wie

des Aktinkortexes in Zellen.

*Der interessierte Leser findet eine rigorose Ableitung dieser Beziehung in H.
Scher and M-.Lax (Stochastic Transport in disordere Solids Phys Rev B 7,
4490 (1973) und eine etwas einfachere Begriindung in der Arbeit von Caspi et
al [caspi])
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Figure 26.2

Frequenzspektrum des Relaxationsmoduls G(t) eines verhedderten und schwach
verknoteten (A..>>Ae) Netzwerks aus F-Aktin mit Zuordnung der dominanten molekularen
Bewegungsprozesse zu den drei Bereichen des Spektrums. Maschenweite £~ 1pum;
L.~20pm. Man beachte: Das Minimum des Verlustmoduls und der Abfall von Gy ’bei
o < ; verschwinden schnell wenn die Filamente durch Vernetzer sukzessive verknotet
werden auch wenn sich der Plateaumodul Gy’ kaum andert.

Die oberer Reihe zeigt eine Darstellung der molekularen Prozesse in den drei Bereichen
der Kriechfunktion: Reptation , affine Deformation des Netzwerks durch Biegedeformation
der Reptationsrohren und der durch die entropische Spannung der Einzelfilamente
bestimmte Hochfrequenz-Bereich (s. Text). Man beachte, dass der Bereich des Fliessens
nach Vernetzung mit a-Actinin verschwindet. (Quelle: Unver6ffentlichte Daten eines

Autors, E.S.)

Abb 26.2 zeigt das Frequenzspektrum der viskoelastischen Impedanz eines verhedderten
Netzwerkes des Aktins liber 6 Dekaden der Frequenz. Man beobachtet drei Bereiche. Bei
hohen Frequenzen steigen G’(®) und G’’(®) mit zunehmender Frequenz nach dem
Potenzgesetz ' * an. Bei o< . (t >7.) geht der Speichermodul G’() in ein Plateau iiber,
wihrend G”’(®) ein Minimum besitzt. Unterhalb einer zweiten Grenzfrequenz o, geht G’
gegen null, wihrend G’ (und damit die zeitabhéngige Viskositit n des Netzwerkes) einem

Maximum zustrebt. Hier beginnt das verhedderte Netzwerk wie eine Fliissigkeit zu flieBen
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und man nennt ihn terminalen Bereich. Er verschwindet nach leichter Vernetzung mit .-

Aktinin.

Eine detailliert ausgearbeiteter umfassende Theorien der viskoelastischen Impedanz
verschlaufter und leicht vernetzter Netzwerke semiflexibler Filamente auf der Basis des
Rohrenmodells (Referenzen siehe [Morse 1998]) und der Vergleich mit den
Untersuchungen der molekularen Dynamik der Einzelfilamente (s. Abb 25.17?) erlaubt uns,
jedem der Bereiche einen definierten molekularen Prozess zuordnen, die wir im folgenden
zusammenfassen. Die gesamte im Netzwerk gespeicherte Energie (nach einer Deformation)
wird wesentlich durch drei Faktoren bestimmt: erstens, die entropische Spannung aufgrund
der Streckung der Filamente, zweitens, die affine Deformation des Netzwerks (d.h.
insbesondere der Deformation der Repationsréhren) und drittens, ein entropische Beitrag
aufgrund der Einschrinkung der Rotationsfreiheit der freien Kettenenden. Der erste Beitrag
zum komplexen Modul ist zwei Groenordnungen gréBer als der zweite und der dritte ist
meist vernachlédssigbar[Morse I].

— Betrachten wir zuerst das Gebiet hoher Frequenzow>w.. In diesem relaxieren die durch

die Deformation gestreckten Filamente mit den in § 25 (Gl. (25.8) berechneten

Relaxationszeiten T oc g~*. Nach G1 25.2 tragen die kurzwelligen Anregungen der
Biegefluktuation aulerdem viel stirke zur entropischen Spannung bei als die
langwelligen. Man erwartet daher, dass der Speichermodul mit abnehmender Frequenz.
Von D. Morse wurde folgendes Gesetz abgeleitet [Morse I].

3/4

L 3

G (v<w,)= p]ZBT [éskaw J (26.18)
B

P

dabei ist s der Reibungskoeffizient und p die Dichte der Makromolekiile, angegeben
als gesamte Konturlinge pro m’ >

Wie Abb. 26.2 zeigt ist die Ubereinstimmung zwischen der Theorie und dem
Experiment sehr gut. Aus Gl 26.18) folgt auch, dass der Relaxationsmodulus G(t) mit der
Zeit nach dem Potenzgesetz t>* abnimmt.

- Der Plateaubereich beginnt bei der Frequenz . = 2nte'1, wobei 1. die Relaxationszeit

der langwelligste Anregung mit der durch die Verhedderungslédnge bestimmten

*Man kann p auch als Funktion der Monomerenkonzentration c, [M/Itr]

ausdriicken: p=c,Na/1000 (mit a =2,8 nm).
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Wellenldnge A. ist. Die Filamente stehen nun nur noch aufgrund der Biegdeformation
der Rohren unter Spannung. Daher ist der Speichermodul durch die Scherdeformation des
Netzwerkes bestimmt. Dieses verhilt sich elastisch wie Gummi. Man nennt daher Gy’
den Plateau-Modul. Er entspricht dem Schermodul eines semiflexiblen

Gumminetzwerkes. Die detaillierte Rechnung von D. Morse liefert

1/5
G, = 2T _o4 KITE (26.19)
Lp 514/5 § L

P

Das quasi-elastische Verhalten kommt auch dadurch zum Ausdruck, dass die
Dissipation G"(®) minimal wird. Dies ist ein wichtiges Ergebnis, das experimentell
verifiziert wurde [Hinner ]. Es erlaubt uns die Maschenweite der Aktinnetzwerke aus
Messungen des Plateaumoduls zu bestimmen Wir werden spéter sehen, wie man Gl (26.19)
anwende kann, um die Maschenweite der Aktinnetzwerke in Zellen abzuschitzen.

- Kommen wir nun zum Bereich des Fliessens. Um die Spannung aufgrund der
Deformation des Netzwerkes abzubauen, miissen sich alle Filamente aus ihren R6hren
durch Reptation befreien. Die Relaxationszeit 1, ist durch die Zeit bestimmt, die ein
Filament der Konturldnge L. braucht, um ich aus der Reptationsriohre (durch
Selbstdiffusion) zu entweichen. Bei t>1 verhilt sich das Netzwerk verhalt sich wie eine
Fliissigkeit. Kennt man die mittlere Konturldnge L. der Filamente, so erhdlt man aus der
Grenzfrequenz (auch terminale Frequenz genannt) v, direkt den Koeffizienten der
Reptationsdiffusion (Dyep) geméil

t,=D, /2L (26.20)

rept

Man beachte, dass D,,,, mit dem in Abb 26.1 gemessenen Selbstdiffuionskeffizienten der

Filament entlang der R6hre identisch ist.

Man kann die Ergebnisse der rheologischen Messungen mit denen der Experimente an
Einzelfilamenten vergleichen (s. Abb. 25.1, §25) und hilfreiche Beziehungen zwischen
phinomenologischen Eigenschaften und molekularen Bewegungsprozessen herstellen. Dies
zeigen zwei Beispiele:

- Das Potenzgesetz der Gl 26.18 stimmt mit dem aus Abb 25.1 gewonnenen Ergebnis der
sub-diffusiven Bewegung der Filamente in der Reptationsréhre (<An*>cc t ) iiberein.

Damit verstehen wir auch die in Abb. 25.1 beobachtete Abweichung vom Einstein-
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Gesetz der Brownschen Bewegung. Die von einem diffundierenden Filament erzeugte
thermische Kraft deformiert seine Reptationsrohre , Da das Netzwerk aber viskoelastisch
ist bremst es das Filament aus. Wir sehen an diesem Beispiel, dass die Gesetze der
Diffusion in komplexen Matrerialien vollig anders sind, als wir es von normalen
Fliissigkeiten gewohnt sind.

- Wie oben erwihnt (s. Gl 26.20), miissen die aus der terminalen Frequenz v, und der

Abb. 25.1 bestimmten Diffusionskoeffizienten Uibereinstimmen. Der aus Abb 25.1
erhaltenen Wert D,=10"° m’s™ und der Wert D, = % v,L’ von 5 10°m” s stimmen

in der Tat gut {iberein, denn in beiden Féllen war das Filament etwa 10 um lang.

26.4 Synopsis

Die in diesem Paragraphen beschriebenen theoretischen Grundlagen und praktische
Analyse rheologicher Experimente zeigen, dass die Viskoelastizitét ein schwieriges Gebiet
ist, das auf den nicht mit dem Gebiet vertrauten Leser frustrierend wirken kann. Auf der
anderen Seite gibt es kaum eine andere Methode, mit der man so detaillierte Einsichten in
Beziehungen zwischen molekularen Bewegungsprozessen und phdnomenologischen
Eigenschaften komplexer weicher Materialien gewinnen kann. Deren Kenntnis ist aber
notwendig, um Einblick in die Kontrolle zelluldrer Bewegungsprozesse durch die Struktur
des Zytoskeletts zu gewinnen. Erst die kombinierte Anwendung makroskopischer und

mikroskopischer Methoden macht dies mdglich.
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27 Physik und Funktion der Gele: Zustinde zwischen
Festkorper und Fliissigkeit

27.1 Einleitung

Unter Gelen versteht man dicht Maschenwerke aus chemisch oder physikalisch vernetzten
Makromolekiilen die mechanische Eigenschaften von Festkorpern haben, obwohl der
Grossteil des Volumens aus Losungsmittel besteht [Tanaka]. Sie bilden einen besonderen
Zustand der Materie zwischen Festkorper und Fliissigkeit und unterscheiden sich in
zweifacher Weise von den bisher betrachteten verhedderten Netzwerken:

Erstens, verhalten sie sich in der Regel auch bei kleinen Deformationsgeschwindigkeiten
elastisch, Bei biologischen Gelen (wie im Zytoskelett) kann sehr langsames Kriechen durch
kraftinduzierte Entkopplung der Verbindungen zwischen Vernetzern und Aktin auftreten.
Dies gilt insbesondere dann, wenn man sich in der Néhe des chemischen Gleichgewichts der
Komplexbildung zwischen Aktin-Vernetzern befindet, (wie wir noch sehen werden).

Zweitens ist die Aufnahme von Losungsmitteln beschrédnkt, da sich das Netzwerk nur
soweit ausdehnen kann bis der osmotische Druck gleich der elastischen Energiedichte
(aufgrund der Dehnung des Netzwerkes) wird.

Gele spielen in unserem tiglichen Leben eine wichtige Rolle, angefangen von technischen
Produkten (wie Agarose fiir die Chromatographie oder Gummi) iiber Nahrungsmittel (z.B.
Gotterspeise) bis zu Kosmetika (Haarspray). Sie bestimmen jedoch auch die mechanische
Stabilitdt von Bindegewebe der Haut oder der groBen Adern (s. Abb 27.1).

Wir werden uns zunéchst einige Beispiele von Gelen ansehen, um die zentralen
Kontrollparameter einzufiihren und dann den besonders wichtigen Prozess der Gelbildung
durch Perkolation am Beispiel des Systems Aktin/a-Actinin diskutieren. Im zweiten Teil
stellen wir die durch die Vielfalt der Vernetzermolekiile vermittelten Gelzustinde des Aktins
vor, wobei wir hier und im nédchsten Paragraphen die Frage angehen, ob universelle Prinzipien

der Physik der Gele fiir die Selbstorganisation und biologische Funktion des Zytoskeletts eine
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Rolle spielen. In diesem Zusammenhang diskutieren wir die Moglichkeit, mechanische
Zellmodelle durch Rekonstitution des Zytoskeletts in mikroskopischen Rdumen (wie
Riesenvesikel) aufzubauen.

Aus Platzgriinden verzichten wir auf die Diskussion der auBerordentlich interessanten
Eigenschaften polyelektrolytischer Gele. Dem Leser der sich genauer mit den
thermodynamischen und mechanischen Eigenschaften dieser Klasse von Materialien befassen
mochte (oder mull), empfehlen wir vor allem das Buch von T. Hill [Hill], in dem man eine
sehr klare und solide Darstellung dieses Themas findet. Hier wird auch eine interessante
Anwendung solcher Gele zum Bau isotherm arbeitender Maschinen von Aharon Katchalsky
diskutiert, die auf der Hysteresis von durch pH-Anderunegn induzierten Sol-Gel-Ubergiingen

beruht.

100 pm

[Biogele]

Figure 27.1

Beispiele von Biogelen

(a) Gelierung durch lokale Selbstassoziation vorgeformter Makromolekiile. Beispiel
Agarose-Gele fiir die Gelchromatographie, die durch Assoziation a-helikaler Segmente des
Polyzuckers vernetztwird werden.

b)Schematische Darstellung und EM-Aufnahme (mittels Rastermikroskopie) des Gels aus

Flastin. das ein wesentliches elastisches Element der Haut darstellt .
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27.2 Die Elastizitit homogener Gele gleicht der Gummielastizitit

idealer Netzwerke

Die Elastizitiat homogener Gele (und Gummi) wird durch mehrere (in Abbildung 26.3
gezeigte ) GroBen bestimmt: (i) die mittlere Maschenweite &, (ii) die gesamte Zahl der
Verbindungen M, (der Konturldnge L.) zwischen zwei Knoten, die jeweils aus N,
Monomeren bestehen; (iii) die Dichte v, (Zahl /m®) der Verbindungen zwischen den Knoten
(mit v.=M./V) und (iv) die Konzentration freier Enden (engl. dangling bonds). M. spielt also
dieselbe Rolle wie die Zahl der Polymere in einer Polymerldsung. In idealen Netzwerken (aus
Gaussketten) ist die Wechselwirkung zwischen den Segmenten und Knoten vernachlissigbar
und Deformation ist alleine mit einer Abnahme der Entropie der Einzelketten verkniipft. Die

Gele verhalten sich elastisch wie Festkorper

[GelTopologie]

Figure 27.2

Charaktersisierung der Topologie eines Gels. Die Segmente zwischen den Knoten konnen
aus Gaussche Ketten, wie im Fall des Gummis, oder aus semiflexiblen Aktinfilamenten
bestehen. Die Struktur des homogenen Netzwerkes wird durch die Maschenweite  und die
Konturldange L. des Segments zwischen den Knotenpunkten bestimmt. Der Zusammenhang
zwischen L. und & héngt von der Art des Makromolekiils ab. Dieses kann daher durch die

Kuhnlidnge Ak oder die Persistenzlénge L, bestimmt sein.

(Version 15.05.09 (Shoh)) 779



Fiir kleine Deformationen kann die freie elastische Energie elastischer ideale Netzwerke
berechnet werden. Wir geben hier nur das Ergebnis an. Der interessierte Leser findet eine sehr
ausfiihrliche Ableitung in der Monographie von T. Hill [Hill ]. Die Theorie liefert die
folgende, erstaunlich einfache Beziehung fiir den Schermodul G,’([G,’=1 J/m’]

' c k,T
Go =gM.kul =g kal =8 23

Dabei ist ¢ die Monomerendichte (Monomere /m°) und g ein von der Topologie des

(27.1)

Netzwerks abhingiger geometrischer Faktor der GroBBenordnung 1. Die erste Bezichung
besagt einfach, dass sich ein Quader aus Gummi (mit dem Volumen V) wie eine Anordnung
von M. Filamenten mit der Federkonstante einer idealen Gauss’schen Kette (k~ kg T/az)
verhilt. Die dritte Beziehung auf der rechten Seite besagt, dass Gy im Wesentlichen die
gesamte elastische Energiedichte einer Einheitszelle des Netzwerkes mit dem Volumen §3 ist.
Dieses Gesetz ist fiir viele Gumminetzwerke erstaunlich gut erfiillt, auch wenn die Zahl von
Monomeren zwischen den Netzpunkten in der Praxis oft nur N, ~ 50...100 betrédgt; wie bei
Gummi.

Betrachten wir als Beispiel die Schersteifigkeit des zweidimensionalen Spektrin-Aktin-
Zytoskeletts der Erythrozyten. Nach §9, Abb 9.2) besteht das Netzwerk aus M, ~ 5 10°
Verbindungen aus Spektrin-Tetrameren. Die Hiille der Zelle hat eine mittlere Flache von A =
141pm?*. Daraus folgt ein (2D) Schermodul von p ~ 1.4:10° Nm™. Der Wert ist nur um einen
Faktor 2 groBer als der gemessene Wert (u= 6-10° N/m).

27.3 Die Gummi-Elastizitit verknoteter semiflexibler Netzwerke

Das viskoelastische Verhalten verknoteten Netzwerke des Aktins ist durch die in §24
eingefiihrten Langen: L, (oder B), £ und A. bestimmt. Als neuer Kontrollparameter kommt
der mittlere Abstand A.. zwischen den Vernetzern ins Spiel, der der Zahl der Verbindungen
M. entspricht. Diesen erhélt man aus der oben eingefiihrten Dichte, v, der Knoten : Ac.= v
' Wie oben erwihnt kann diese unter physiologischen Bedingungen (T=37°C) wesentlich
von der gesamten Dichte vorhandener Vernetzer abweichen, da deren Aktivitit, wie in §18
gezeigt wurde, biochemisch kontrolliert wird. Wir haben es in der Biologie mit lebenden

Netzwerken zu tun.
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Wir betrachten nun den Zusammenhang zwischen dem (durch die Messung der Abb 26.2
definierten) Plateau-Modul und den obigen Parametern. Dieser ist sehr wichtig, um
Zusammenhdnge zwischen der Struktur und Topologie des Zytoskeletts und der elastischen
Eigenschaften der Zelle zu verstehen. Da eine umfangreiche Darstellung der oft noch
kontrovers diskutierten theoretischen Grundlagen den Rahmen des Buches sprengen wiirde,
begniigen wir uns mit der Darstellung der wesentlichen Ergebnisse, die auch experimentell
bestitigt wurden. Wir haben fiir homogene Netzwerke drei Fille des Zusammenhangs
zwischen Plateaumodul und Maschenweite zu unterscheiden.

1. Das verschlaufte oder schwach verknotete Netzwerk (e=A../E>>1). Der Plateau Modul
wird durch die affine Deformation (z.B eine reine Scherung) des gesamten Netzwerkes
bestimmt. Fiir die Abhidngigkeit des Plateaumoduls von der Maschenweite wurde das
empirische Gesetz G0~§14/ > gefunden. . Es wurde auf der Basis der Skalentheorie bestitigt
[Hinner] und der Vorfaktor wurde mit dem Rohrenmodell auch berechnet [D.
Morse2003].

’ 1/5
p

p
Dieses Gesetz gilt auch noch fiir schwach vernetzte Systeme, falls der Abstand der

(27.2)

Vernetzer A grosser ist als die Verhedderungsldnge A., da dann diese Grof3e den
Elastizitdtsmodul bestimmt. Wir sehen dass G’ ’nur wenig vom Verhalten Go’oc~§'3 idealer

Netzwerke abweicht und somit wesentlich durch die Entropie bestimmt wird.

2. Die Situation dndert sich dramatisch wenn A.. erheblich kleiner als die Maschenweite
.oderA. wird. Die Deformierbarkeit ist durch die Streckung der dynamisch rauen Segmente

zwischen den Verknotungen bestimmt. Der Schermodul ist gleich der im vorigen
Paragraphen (Gl 25.4a) abgeleitete Kraftkonstanten (der Dimension N) fiir semiflexible
Filamente, multipliziert mit der Flichendichte der Ketten. Letztere ist gleich dem Quadrat
der reziproken Maschenweite(£?) [MacKintosh]. Da bei affinen Deformationen keine
Biegungen auftreten, muss die in §25.4 abgeleitete Kraftkonstante) der Streckung
semiflexibler Filamente eingesetzt werden. Damit folgt, in Analogie zur Ableitung der Gl
27.1, fir den Plateau-Modul:

B 1 kT(LY"
G,'= — - (—1’) (27.3)
kyT E°A, &<
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Der Schermodul ist also gegeniiber dem Fall idealer Gummi-Netzwerke um den Faktor
(Lp/é)w > vergroBert. Diese Versteifung ist einfach eine Folge der groBeren Steifigkeit der

semiflexiblen Makromolekiile.

27.4 Kontrolle der Filamentsteifigkeit durch Biindelbildung :

Bei hohen Vernetzerdichten A . << £ wird die Situation sehr kompliziert, da die
Netzwerke in der Regel heterogen werden. Wie bei der starken Vernetzung flexibler Polymere
erwartet man in der Regel Phasentrennung in Bereiche aus dem dicht gepacktem Netzwerk
(der Gel-Phase) und einer Losung freier Filamente (der Sol-Phase). Ein biologisches
Beispiel eines solchen Zustandes ist der in §23 beschriebene Augapfel. Da die dicht
gepackten Dominen oft liber Vernetzer oder diinne Biindel von Filamenten verbunden sind
entsteht ein liber makroskopische Dimensionen verknotetes Gebilde. Solche schaumartigen
Zustinde nennt man hiufig Heterogele. Dieser Fall wird etwas ausfiihrlicher im néchsten
Paragraphen dikutiert.

Das Verhalten hiangt in sehr komplexer Weise von der spezifischen Struktur der
Vernetzer, dem chemischen Gleichgewicht der Aktin-Vernetzer-Bindung sowie der
Aktinkonzentration (und damit dem freien Volumen) ab. Manche Vernetzer, wie das
verzweigte Filamin oder die kurzen Stabchen Fimbrin oder Fascin bilden heterogene Gele aus
schwach venetztem (oder verhedderten) F-Aktin und Aktin-Biindeln [Tharmann]. Diese
Zustinde besitzen gewisse Ahnlichkeiten mit den Spannungsfasern in Zellen (s. § 28). Man
beobachtet zwei Gruppen solcher Biindelbildner. Messungen der Biegesteifigkeit mittels
Fourieranalyse der Biegefluktuationen zeigen, dass die Biindel je nach der Art desVernetzers
linear oder quadratisch von der Zahl n der Filamente abhéingen konnen. Zur ersten Klasse
zahlt Fimbrin, das bevorzugt an der Bildung von Microvilli beteiligt ist. Zur zweiten zdhlen
Fascin (der Filipodien bildende Vernetzer) und Filamin (der Spannungsfasern bildende
Vernetzer). Das Verhalten hiangt von der Kopplungstirke zwischen den Filamenten ab. Sind
diese frei tangential verschiebbar so wird B,=n B, da die Filament wéhrend der Biegung
gegeneinander gleiten konnen. Im Fall der starken Kopplung verhalten sich die Filamente wie
starre Stibe und daher wird B,=n’ B.

Der wichtigste Schluss ,den wir aus den bisherigen Experimenten an Modellen des
Zytoskeletts ziehen konnen ist, dass den Zellen eine Vielfalt von Mdoglichkeiten zur
Verfiigung steht, ihre mechanischen Eigenschaften an die biologischen Bedingungen

anzupassen. Die bisherigen in vitro Experimente wurden in makroskopischen Volumina
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durchgefiihrt. In den abgeschlossenen mikroskopischen Raumen der Zellen, die mit

Organellen voll gepackt sind, konnen die Prozesse der Vernetzung ganz anders ablaufen.

27.5 Gelbildung als Perkolationsprozess.

Gele entstehen auf verschiedene Weise. Erstens, durch Co-Polymerisation von
Monomeren mit zwei (oder mehr) funktionellen Gruppen. Beispiele sind Gummi und
Polyacrylamid. Zweitens durch Aggregation von Clustern aus sehr grossen Makromolekiilen
oder Nanopartikel, die in biologischer Materie eine zentrale Rolle spielt. Die Aggregation
kann entweder durch kovalente Bindungen oder durch schwache Wechselwirkung, wie dem
hydrophoben Effekt oder durch elektrostatischen Kréften, vermittelt werden. Ein Beispiel fiir
die Verkniipfung durch den hydrophoben Effekt ist das Polysaccharid Agarose, das durch
Assoziation von helikalen Segmenten geliert (s. Abb 27.1a). Ein wichtiges Beispiel eines
durch kovalente Bindung entstehenden Biogels ist das Elastin-Netzwerk des Bindgewebes. Es
besteht durch Vernetzung von Tropoelastin, ein 16sliches Polypeptid aus rund 800
Aminosdure. Dieses wird in der Zelle synthetisiert und ist reich an hydrophobem Glycin und
Alanin und dem chemisch aktiven Lysin. Letzteres sorgt fiir die kovalente Vernetzung des
Tropoelastins. Die molekulare Organistaion des oft faserigen Elastins ist noch unklar, denn
fiir die Stabilitdt des Gels spielen auch Mikrofibrillen aus Glykoproteinen eine wichtige Rolle.
Ein anderes wichtiges Beispiel, eines Biogels, die Basalmembran aus Kollagen IV, haben wir

schon in §23 kennen gelernt.

Der Prozess der Gelbildung ist noch wenig verstanden, da es nur wenige Systeme gibt an
denen der ProzeR direkt beobachtet werden kann:

Technisch wichtige Beispiele sind die Vulkanisierung von Gummi, oder die Bildung von
Polyacrylamidgelen fiir die Gel-Elektrophorese. Gummi entsteht durch Verkniipfung der
Makromolekiile des Kautschuks durch Schwefelbriicken (Vulkanisierung). Polyacrylamid
dagegen wird durch eine Kettenraktion hergestellt, bei der die Monomere zu verzweigten
Netzwerken polymerisieren. Man kann sich die Gele als riesige Makromolekiile vorstellen, in
denen die monomeren Bausteine durch ein, den ganzen Korper durchdringendes Netzwerk
von Bindungen verkniipft sind. Die Bildung solcher Netzwerke wird héufig durch den Prozess

der Perkolation beschrieben [de Gennes],[Stauffer]. der auf zwei Weisen erfolgen kann:
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1. Erstens, durch Wachstum baumartig verzweigter Maschenwerke (die den Physikern als
Bethe Gitter bekannt sind), die wihrend der Polymerisation in Losung erfolgt (siehe [de
Gennes] Ch 5).

2. Zweitens, durch chemische Verbindung der natiirlichen Verhedderungspunkten eines
schon bestehenden verschlauften Netzwerkes.

Ein wichtiges biologisches Beispiel fiir den ersten Prozess ist die Bildung der Aktin-
Netzwerke in Pseudopodien durch Arp2/3 Proteine (§ 18). Beispiele fiir den zweiten Prozess
sind die Bildung der Basalmembran durch Verknotung der Enden der Kollagen IV Molekiile
(s. §23) oder die Vernetzung von Aktinfilamenten durch a-Actinin das wir unten besprechen
werden. In diesen Féllen bestehen die Monomer aus den Makromolekiilen.

In beiden Perkolationsprozessen bilden sich in statistisch verteilten Zentren spontan
Cluster aus vernetzten Filamenten. Diese wachsen mit der Zeit, bis sie sich beriihren und
verschmelzen, so da3 das oben erwihnte makroskopisches Molekiil entsteht.

Die charakteristischen Grof3en dieses Prozesses sind: (i) der Bruchteil p der gekniipften

Bindungen (mit 0 < p <1); (i1) der Bruchteil S(p) der freien (oder sehr kleine Aggregate
bildenden) Monomere (die Solfraktion); und (iii) die Gelfraktion G(p)=1-S(p). Hinzu

kommt die Funktionalitit der Vernetzung (z), d.h. die maximale Zahl von Verbindungen, die
ein Vernetzermolekiil vermitteln kann, und die fiir die Struktur der entstehenden Gele wichtig

ist.

Es gibt zwei Theorien der Perkolation, die zu unterschiedlichen Potenzgesetzen fiir die
Gelfraktion S(p) oder fiir die Zunahme der elastischen Konstanten (z.B. der Scherung) E(p)
mit dem Vernetzungsgrad p fiihren: die mittlere Feldtheorie und die Perkolationstheorie,
welche lokale Fluktuationen in Betracht zieht (s. [de Gennes]). Die Perkolationsmodelle
wurden in mehreren Lehrbiichern ausfiihrlich beschrieben (s. de Gennes 1979, Stauffer
Ch.V;). Wir wollen uns hier nur drei fiir uns wichtige Vorhersagen genauer ansehen:

1. Die mittlere GroBe der vernetzten Doménen wéchst mit dem Bruchteil der Bindungen und
erstreckt sich bei Erreichen eines kritischen Wertes p tiber den ganzen Raum. Diese sog.
Perkolationsschwelle hingt von der Funktionalitét z der Verbindungen gemal p.=1/(1-z)
ab. Auch bei Erreichen der Schwelle p, bleibt noch ein erheblicher Teil der Monomere frei
oder ist nur in kleinen Doménen gebunden.

2. Die Solfraktion S(p) nimmt kontinuierlich mit p ab und die Gelfraktion wichst

entsprechend bei Anndherung an die Schwelle p—>p. gemil

G(p)=1-S(p)=z-(p-p.)' (245
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Nach der klassischen Theorie der Perkolation ist B=0.39 [de Gennes]

3. Die fiir uns wichtigsten Gesetze betreffen den Elastizitdtsmodul E(p) und die Viskositét

N(p). Der Young Modul E nimmt bei Werten p>p. abrupt nach dem Potenzgesetz
E=(p-p,) (27.6)

zu, wobei nach dem klassischen Gesetz t 1.8 und nach dem strengen Perkolationstheorie
t=3.8 gvorhergesagt wird. Fiir die Viskositit gilt das Potenzgesetz
n=({p.-p)" (247)

mit s=0.75.

Es sind noch zwei praktisch wichtige Ergebnisse zu beachten. Der Elastizitdtsmodul
nimmt wegen dem kleinen Exponenten viel langsamer mit (p-p.) zu als G(p). Der Grund sind
die freien Enden der Ketten. Diese tragen zwar zum Gelationsgrad G(p), nicht aber zur
Elastizitdt bei. Das zweite wichtige Ergebnis ist das unterschiedliche Verhalten der beiden
mechanischen GroB3en E und n. Wéhrend der Elastizitdtsmodul erst bei p>p. scharf
anzusteigen beginnt, hat die Viskositit bei p<p. ein Maximum und fillt oberhalb der
Schwelle wieder ab.

Dies liegt an dem Wachstum der perkolierten Cluster bei Anndherung an die Schwelle p.
und der Reduktion der Sol-Fraktion. Nach der Einstein Theorie der Diffusion in
Suspensionen nimmt die Z&higkeit mit dem Volumenbruch ¢p der Partikel (dem von den

Teilchen eingenommenen Volumen zum Gesamtvolumen) wie folgt zu[Landau Lifshitz VI]:

n= 770(1 +§¢] : (27.8)

Wenn die Cluster zu verschmelzen beginnen und das Gel Festkorpereigenschaften (d.h.

bei Anndherung an den Perkolationpunkt annimmt, wird die Viskositit wieder kleiner.

27.6 Perkolationsiiberging des AktinNetzwerks :

In § 18 hatten wir die Vielfalt der Vernetzer des Aktinnetzwerke kennengelernt und
festgestellt: jeder Vernetzer induziert bevorzugt (aber nicht ausschlieBlich) einen dieser
Zustinde. Dies ermdglicht den Zellen eine Vielzahl von Gelzustdnden einzustellen, um die
vielféltigen Aufgaben des Aktinkortexes zu erfiillen. Die Aktivitdt der Aktinbindungsproteine

kann tiber verschiedene Pfade der intrazelluldren Signalkaskade kontrolliert werden, wie wir
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in § XXX am Beispiel des Myosin Il sehen werden. Daher kdnnen mehrere Vernetzer
sequentiell oder parallel aktiviert oder inhibiert werden. Auf diese Weise kann die Situation
in Zellen sehr komplex werden. Dies ist einer der Griinde weshalb systematische
Untersuchungen der Struktur und Rheologie von in vitro Modellen der Aktingele notwendig
sind, wenn wir die Kontrolle der zelluldren Prozesse durch das Zytoskelett verstehen wollen.

Eine der faszinierendsten und wichtigsten Eigenschaften der Gele ist ihre Fahigkeit, durch
Bildung von heterogenen Zustdnden pordse Materialien mit erstaunlich hoher mechanischer
Festigkeit zu bilden. Sie bestehen dann aus vernetzten Doménen hoher Dichte, die durch
Filamente so miteinander verbunden sind, dass ein perkoliertes Netzwerk entsteht. Ein
besonders schones Beispiel ist das technisch wichtige Polyacrylamid (der Baustein von
Plexiglas) in Mischungen aus Aceton und Wasser. Das Volumen des Gels kann sich durch
Erhohung des Wassergehalts um nur 1% um mehr als das 100-fache vergro3ern. Der Grund
ist die Erhohung der elektrischen Ladung des Gels durch Hydrolyse. Wie wir aus § 24
wissen, fithrt dies zum Quellen des Gels, da der Flory Parameter wesentlich vergrofert wird.
Die Zustandsénderung des Gels hat die typichen Eigenschaften eines Van der Waals

Ubergangs|[Tanaka]

Wir haben schon mehrfach gesehen, dass das Aktin-Zytoskelett in Zellen nicht homogen
ist. Ein prominentes Beispiel ist die Bildung von einem oder mehreren Filipodien, die sich an
beliebig verteilten Stellen auf der Oberfldche der Zelle bilden kdnnen. Die Aktinbiindel der
Auswiichse sind in dem verzweigten Netzwerk des Aktinkortexes verwurzelt. Es handelt sich
also um ein Beispiel der Koexistenz von Biindeln und einem verzweigten Gel. Es entsteht
dadurch, dass Arp 2/3 und Fascin nacheinander aktiviert werden. In der Biologie hat man es
also mit einer neuen Vielfalt von Sol<>Gel-Ubergingen zu tun,.

Man kann die Bildung heterogener Aktin-Gele in Modellsystem beobachten und
systematisch untersuchen. Ein Beispiel fiir ein solches Heterogel ist das System Aktin/o-
Actinin. Auch Myosin II kann aktive Heterogele bilden, wobei ein System verbundener
Biindel aus Aktin-und Myosin- Mikrofilamenten entstehen kann(s. Abb 27.4). Dies hat
gewisse Ahnlichkeit mit den Mikromuskeln, welche sich im Innern der glatten Muskelzellen
ausbilden, allerdings mit dem Unterschied, dass diese auch an der Plasmamembran verankert
sind. Wir betrachten im folgenden Abschnitt die reversible Bildung von Heterogelen des

Aktins durch a-Aktinin etwas genauer..
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[AktinGelZust]

Figure 27.3

(ehem Fig 24.4)

Zur Vielfalt der Gelzustdnde der Aktinnetzwerke. Mit zunehmender Vernetzerdichte (oder
abnehmendem Abstandsverhiltnis e=A../€) geht das kubische Netzwerk in der Mitte in eine
Vielzahl von Gelzustinden iiber. Dereen Mikroarchitektur hingt von der Struktur der
Vernetzer und der Kinetik des chemischen Gleichgewichts Vernetzer<>Aktin ab.

Rechts: EM Aufnahme (Negativfarbung) eines rein verhedderten und eines mit
monomerem (und aktiven) Myosin II vernetzten Systems. Die mit einem Aktinnetzwerk
koexistierenden Biindel entstehen durch Co-Polymerisation von G-Aktin und monomerem

Myosin II, das durch Inkubation in Anwesenheit von xyz mM ATP entsteht .

Da die Bindungenergie des Komplexes Aktin-o Aktinin mit AH= 2 kJ/M von der
Grossenordnung kg T ist, kann man verschlaufte Aktinnetzwerke durch Variation der
Temperatur in reversibler Weise sukzessive verknoten. Dadurch lassen sich durch
Aktivierung von Vernetzern induzierte Zustandsédnderungen in Zelle simulieren [ Tempel].
Abb 27.5 zeigt eine Messung des Plateaumoduls als Funktion der reziproken Temperatur.
Man beobachtet das fiir Perkolationsiibergénge typische Verhalten [de Gennes]: G, wichst
unterhalb der Temperatur T<T; (dem sog Gelpunkt) abrupt um zwei Grélenordnungen an.
Analysiert man das Verhalten durch Betrachtung des Assoziations-Dissoziatisonas -
Gleichgewichts quantitativ so kann man den Exponenten t des Perkolationsgesetzes: G~(p-
pc)' bestimmen: Der Wert t~1,8 stimmt mit der Vorhersage des Perkolationstheorie (G1 34.10)
gut liberein Eine ausfiihrliche Ableitung des iiber das chemische Gleichgewicht vermittelten

Sol—Gel-Ubergangs findet man in [Tempel]. Die interessanteste Eigenschaft der perkolierten
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Heterogele ist die Kombination der erstaunlich groBen mechanischen Steifigkeit, und des
hohen Grads an Porositédt (wobei Porositit das Verhdlnis des Hohlraumvolumens zum
Gesamtvolumen des Gels ist). Moglicherweise besteht der Aktinkortex ruhender Zellen aus
einem derart perkolierten Netzwerk. Die hoch konzentrierten Doménen kdnnten dabei an
Zellrezeptoren (wie ZAM) binden und die Zellen mechanisch stabilisieren, wéhrend die

Hohlrdume Durchlésse fiir den Vesikeltranport fiir die Endo-und Exozytose bilden.

A A+o <> C
10 .

0.1

G Pa]

0.0

Figure 27.4

(ehem Fig 24.5)

Perkolationsiibergang eines Aktinnetzwerkes durch zunehmende Verknotung mit
o—Actinin. Die Dichte der Verknotungen wird durch Verschiebung des chemischen
Gleichgewichts zugunsten der Assoziation durch Temperaturerniedrigung induziert. Die
Punkte zeigen den Verlauf des Schermoduls wéhrend der Perkolation, die am
Perkolationspunkt (durch Pfeil markiert) einsetz. Die durchgezogene Linie zeigt die
theoretisch berechnete Kurve (nach M. Tempel et al. Phys. Rev. E. 54, 1802-1810 (1996)) Die
gestrichelte Kurve zeigt den Temperaturverlauf des Schermoduls fiir ein verschlauftes

Aktinnetzwerk. e.

27.7 Nichtlineare mechanisches Verhalten und Grenzen der

Stabilitat der Aktingele.
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Eine biologisch wichtige Frage betrifft die Stabilitét der Netzwerke bei hohen Scherraten.
Einblick in das Stabilititsverhalten liefern Messungen der Scherspannung ¢ als Funktion der
maximalen Scherdeformation 0, bei konstanter Scherrate (typischerweise do/dt =0.02 sec™).
Abb 27.6 zeigt das Ergebnis eines homogenen Aktinnetzwerkes, das mit HMM Fragmenten
des Myosin II im Rigorzustand verknotet wurde[ Tharmann]. Bis zu einer Scherdeformation
von 10 % beobachtet man lineares Verhalten (coc 0). Bei grofleren Deformationen verhértet
sich das Netzwerk und wird bei 6~75% und einer maximalen Scherspannung =10 Pa
instabil.

Die hydrodynamischen Scherspannungen in den Blutgefdfen liegen zwischen 1 und 2 Pa
[Fung], d.h. erheblich unterhalb dieser nichtlinearen Schwelle. In den oft als Sensor fiir
mechanische Spannungen fungierenden Fibroblasten dagegen treten Spannungen von einigen
100 Pa auf und dort kann die durch Scherung induzierte Hartung eine Rolle spielen und

moglicherweise auch die oberhalb G, einsetzende Instabilitét.

10 A_de/dt=0.02 sec” G
? C .\: 1 guM °§ max
© i
1,0
0,1
m 0o >
Shearing 6[%)]
[SpannDehnAktin]
Figure 27.5

(chem Abb. 24.6)

Spannungs-DehnungsDiagramm eines Netzwerkes aus Aktin das mit HMM Ké&pfen des
Myosins II im Rigor-Zustand (s.§ Muskel) vernetzt wurde. Das Moleverhiltnis Aktin-zu-
HMMYV war Rca=1/25. Die Scherraten betrug d6/dt=0.02 sec” Modifiziert nach (Mit
freiundlicher Genehmigung A.Bausch)
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27.8 Selbstorganisation von Zytoskeletts in Riesenvesikel.-Auf
dem Weg zu mechanischen Zellmodellen (Position des Absatzes

noch unklar)

Ein erstrebenswertes Fernziel der Physik der Zelle ist der Aufbau realistischer
mechanischer Modelle durch Einbau intrazelluldrer Funktionssystemen (wie dem Aktin-
Zytoskelett mit assoziierten Helferproteinen) in weiche elastische Schalen, beispielsweise aus
Lipid/Protein-Membranen. Ein hoffnungsvoller Ansatz ist die Rekonstitution von diinnen
Schalen aus Aktinnetzwerken in Riesenvesikel, die grosse Ahnlichkeit mit natiirlichen
Aktinkorteces aufweisen ( s Abb 27.7). Diese bilden sich spontan wenn man in Riesenvesikel
eingschlossenes G-Aktin durch EinschleuBen von Mg -Ionen iiber Ionenkanile
polymerisiert. Falls der Radius der Schalen kleiner ist als die Konturlédnge (R<L.) bilden die
Filamente eine ca 1um dicke Schicht an der inneren Oberfliche der Schale aus [Limozin ].
Dies ist die Folge der unterschiedlichen Abhéngigkeit der Biegesteifigkeit der beiden
elastischen Schalen vom Radius. Wir haben im § 11 gelernt, dass die gesamte Biegeenergie
der Vesikel unabhédngig on Radius ist. Im Gegensatz dazu ist diese fiir eine Schale aus
verhedderten Filamenten proportional zu R, Die Bildung der Aktinkortexes wird daher
energetisch glinstiger. Man kann den Effekt durch Zugabe positiv geladner Lipide in die
Membran noch verstiarken, da dann die Aktinfilamente an die Innenseite der Membran
andocken. In Gegenwart des Vernetzer a-Actinin entstehen Schalen aus verknoteten Biindeln.

(s. Abb 27.7 und [Limozin].

[AktinRiesenVesikel]

Figure 27.6

(echem Abb 27.7)
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a)Spontane Bildung eines Aktin/a-Actinin Netzwerks an der Innenseite eines
Riesenvesikels. Diese entstehen spontan durch Import von Mg -Ionen iiber membranstindige
Ionenkanéle in mit G-Aktin gefiillte Riesenvesikel..

b) (Besseres Bild) Spontane Bildung von sternformigen Anordnungen des MT in
Gegenwart von gentechnisch verkuppelten Kinesin-Motoren (nach Nedelec et. al. Nature 389,

305-308, 1997).

Auch Mikrotubuli lassen sich in Vesikel einbauen [Elbaum]. In Gegenwart von Clustern
aus Motoren der Kinesin-Familie mit zwei (oder mehr) Motordoménen bilden sich in
mikroskopischen Rdumen spontan sternartige Netzwerke der Mikrotubili (MT). In diesem
Fall entsteht das Netzwerk durch gegenseitige Verschiebung der Filamente. Im Gleichgewicht
sammeln sich im Zentrum des Sterns Cluster der Motoren an, dhnlich den Zentrosomen der

Zellen [Nedelec].

27.9 Stabilisierung der Pflanzen und Baume durch Fasersysteme.

Ehe wir dieses Kapitel iiber Gele abschlieBen, wollen wir noch ein anderes wichtiges
Beispiel der Kontrolle der mechanischen Stabilitét biologischer Systeme durch Adaption
verbundartig aufgebauter Hetero-Gele und Biindelbildung ansprechen. Wir hatten in §23 die
Struktur der Zellulose vorgestellt, um zu zeigen welch wunderbare Materialien die Natur im
Laufe der Evolution hervorgebracht hat. Wir sahen, dass der verbundartige Aufbau der
Zellulose, aus den durch flexible Polymere verklebten, Fasern dem Holz eine besondere
Kombination von Festigkeit gegen Zug und Druck verleiht. Wir zeigen nun, dass die Pflanzen
noch eine weitere subtile Moglichkeit besitzen, die Festigkeit des Holzes an die Gestalt der
Pflanze und an duBere Krifte anzupassen.

Baume miissen ihre elastischen Eigenschaften so einstellen, dass sie nicht unter ihrem
Eigengewicht kollabieren und gleichzeitig dem Winddruck standhalten kénnen. Nach dem

Eulerschen Kriterium der mechanischen Stabilitit ist die Knickkraft eines Stammes (mit dem

Biegemodul B):
7’B ,
L= (27.8)
4r’

wobei wir annehmen, dass die Schwerkraft im Zentrum des Stammes angreift. Der
Biegemodul ist gleich dem Produkt aus dem Young Modul E und dem Trigheitsmoment

[=nR*/4 (siche [Landau Lifshitz ],Vol VII §19). Nach dieser Gleichung sind kurze breite
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Stamme also giinstig. Dies kann jedoch bei Sturm aus folgendem Grund von Nachteil sein.
Die Auslenkung der Krone 8L in Windrichtung ist fiir kleine Biegungen gegeben durch
_FL

oL~
3B

(27.9),

wenn wir den Winddruck durch eine horizontale Kraft F ersetzen. Da die Auslenkung mit
zunehmender Biegesteifigkeit B=EI ansteigt, kann der Baum dem Winddruck nicht durch
Biegung ausweichen. Dadurch entstehen am unteren Ende des Stammes grosse Drehmomente
und die Gefahr der Entwurzelung ist gro3. Kleine Steifigkeiten wiren daher giinstiger.

Die Pflanzen haben daher den Trick mit der Orientierung der Zellulosefibrillen entwickelt.
Diese winden sich helikal um die langen, Rohren bildenden Zelle und sind gegen deren
Lingsachse um einen Winkel © geneigt (s.Abb 27.8b). Die in Abb 27.8a dargestellten
Messungen der Elastizitdt und des Bruchverhaltens zeigen, dass der Youngmodul mit
zunehmendem Winkel ® abnimmt. Die Fibrillen verleihen den Zellen die Eigenschaft von
Spiralfedern, die umso hirter werden je kleiner der Anstellwinkel p ist. Mist man die Knick-
Kraft, bei der Bruch stattfindet, so zeigt sich, dass diese. mit dem Neigungswinkel zunimmt.
Dieses gegenldufige Verhalten ermdglicht dem Baumen die Stabilitdt durch Variation des
Neigungwinkels zu adaptieren. Auch die Aste passen ihre mechanische Stabilitit an die
Belastung an. Die Neigungswinkel p (und damit die Bruchfestigkeit) sind an der Unterseite

der Aste und in der Nihe des Stammes groBer als an der Oberseite. [Fratzl et al ].

Eine interessante aber noch vollig offene Frage ist, wie die Pflanzen die Krifte messen
und die Information auf der Ebene der Zellen weitergeleitet wird. An kleinen
mechanotaktischen Pflanzen wurden mechanische Spannungssensoren gefunden und gezeigt,
dass dabei Ca-Stome in die Zellen eine wichtige Rolle spielen [Weiler]. Bei dlteren Pflanzen
konnte die mechanischen Eigenschaften der Zellulose auch durch Variation der Feuchtigkeit
und des Salzgehaltes der Kapillarfliissigkeit gesteuert werden, und zwar aus folgendem
Grund. Wie in Abb 23.3 gezeigt wurde, ist die Zellulose ein quellbares Gel und ihre
elastischen Eigenschaften konnen iiber osmotische Effekte variiert werden. Diese Eigenschaft

besitzt auch die Zellulose der Holzzellen.
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Figure 27.7

(ehem Abb 27.8)

a)Zusammenhang zwischen dem Neigungswinkel © der Zellulosefibrillen gegen die
Achse der rohrenformigen Pflanzenzellen und dem Youngmodul E, sowie der maximalen
Dehnung des Holzes (nach P. Fratzl Physik Journal 1 49-55. (2002)) .

b) Schematisches Bild einer rohrenférmigen Zelle mit Zellulosefibrillen und Definition

des Neigungswinkels ©.

Aufgabe 27.21: Begriinden Sie weshalb eine Anordnung von MT in Gegenwart von zwei

gekoppelte Motordoménen des Kinesins eine asterformige Anordnungen mit den plus-Enden

im Zentrum bilden koénnen.
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28 Zellen als Mechanosensoren

28.1 Einleitung

Da Tiere oder Pflanzen stéindig dueren und inneren mechanischen Belastungen
unterworfen sind musste die Natur Sensoren zur Kraft- oder Dehnungsmessung entwickeln
und Wege finden, die Materialeigenschaften an die stindig wechselnden Spannungen
anzupassen. Nachhaltige Anderungen der Materialeigenschaften erfordert auch die
Einwirkung mechanischer Kriften auf den genetischen Apparat. An einem fiir unser
Uberleben wichtigen Beispiel der hat sich gezeigt, dass Zellen als Sensoren mechanischer
Spannungen fungieren konnen: bei der Regelung des Blutdrucks und der Anpassung der
Zellsteifigkeit an lokale Fluktuationen des Blutflusses. Diese konne durch Schwankungen des
Blutdrucks oder lokale Variationen der Durchmesser der Adern auftreten.

Endothelzellen (EZ) reagieren einerseits durch Produktion des Botenmolekiils Stickoxid
(NO), das die Durchmesser der Adern iiber die glatten Muskeln steuert [Schmidt Thews
Physiology)]. Andererseits passen sie ihre viskoelastischen Parameter und Adhésionskréfte
durch Reorganisation des Aktinkortexes an zeitlich fluktuierende Scherkrifte an. Diese
Adaption wird {iber mehrere intrazellulidre Signalwege vermittelt die erst teilweise bekannt
sind. Es handelt sich daher um ein umfangreiches Gebiet der modernen Zellbiologie und kann
hier nicht umfassend behandelt werden. Wir wollen uns hier auf die kontinuumsmechanischen
Aspekte dieser physiologischen Prozesse und die damit verbundnen Reorganisation des
Aktinkortexes beschrianken. Dies sind zwei zentrale Probleme der Physik der Zelle. Im
Vordergrund des Interesses stehen zwei Fragen. Erstens, welchen Gebrauch macht die Natur
von den physikalischen Prinzipien der Sol-Gel-Umwandlungen im Zellzytoskelett und
zweitens, kann man durch mikromechanische Messungen viskoelastischer Module Einblick in
die strukturellen Umwandlungen des Zytoskeletts erhalten, die durch duflere Krifte oder

biochemische Signale (Hormone, Wachstumsfaktoren) hervorgerufenen werden.
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28.2 Das Endothelium als semipermeable Barrieren und

Mechanosensor.

Bei der Beschreibung der biologischen Funktion des Zytoskeletts (§18.a) und der Physik
der Adhésion (§13) hatten wir die Bedeutung der Zell-Zell-Verbindungen fiir die Bildung
semipermeabler Grenzen zwischen Organen und deren Umgebung kennen gelernt. Wir
erweitern hier das Bild mit einer Beschreibung der Funktion der Endothelzellen als
semipermeable Barriere zwischen Blutbahnen und Gewebe. Dicht gepackte zweidimensionale
Schichten aus Endothelzellen (das Endothelium) spielen eine wichtige Rolle als
semipermeable Barriere zwischen den Blutbahnen und dem Gewebe. Ein besonderer Fall
dieser Barriere, ist die Blut-Hirnschranke, die das Zentralnervensystem von den Blutbahnen
trennt. Die Endothelzellschichten dieser Schranke miissen sehr dicht sein, um den Transfer
von im Blut zirkulierenden Toxinen oder Krankheitserregern in das ZNS zu unterbinden. Das
Endothelium der BlutgefaBBe dagegen ist weniger dicht gepackt und ist in kontrollierbarer
Weise permeabel. Einerseits muss es den unkontrollierten Verlust von Blutzellen unterbinden
oder das Donnan-Gleichgewicht zwischen Blut und Gewebe aufrechterhalten (wie wir bei der
Beschreibung der elektrochemischen Potentiale im § 15 sahen werden). Andererseits miissen
die Blutzellen des Immunsystems zur Abwehr von Fremdstoffen dauernd zwischen den
beiden Rdumen hin und her wandern, d. h. die Barrierefunktion des Endotheliums muf}
steuerbar sein [Aron]. Diese gegensétzlichen Aufgaben schaffen die Zellen durch ihre
auBBergewohnlichen vikoelastischen Eigenschaften und die Wandlungsfahigkeit des
AktinNetzwerkes. Das Endothelium ist daher ein lehrreiches Beispiel eines komplexen, fiir
unser Uberleben aber extrem wichtigen, biologischen Materials, bei dem die mechanischen
Krifte und die staindige Adaption der Materialeigenschaften der Zellhiille und des
Zytoskeletts eine wesentliche Rolle spielen.

Endothelzellen (z.B. aus der menschlichen Nabelschnur) eignen sich gut fiir physikalische
(in vitro) Experimente an natiirlichen (nicht transformierten) Zellen. Bringt man sie auf feste
(mit Kollagen bedeckte) Substrate, so teilen sie sich und wachsen nach einigen (4-6) Tagen zu
einer geschlossenen (sog. konfluenten) Zell-Monoschicht zusammen. Sie befinden sich dann
in einer Art Ruhezustand (s Abb 27.1). Erzeugt man mechanisch eine Liicke in einer derart
geschlossenen Zell-Monoschicht, so werden die Zellen wieder teilungsfahig und fiillen die
Liicke wieder mit neuen Zellen. Diese voriibergehende Vermehrung der Zellen (auch
Proliferation genannt) wird durch den Wachstumsfaktor, (engl. growth factors oder

mitogens) VEGF (vascular endothelial growth factor) angeregt (siche z.B.. [Alberts ] Ch. 22).
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Dieser Faktor stimuliert auch die Bildung neuer Blutgefdsse wiahrend der Wundheilung. Es
handelt sich um ein kleines Protein aus rund 150 Aminosduren das von dem spezifischen
VEGF- Rezeptor erkannt wird. Dieser gehort zu den im Appendix des §9A beschriebenen
Rezeptoren, welche die Zellen iiber Tyrosin-Kinasen aktivieren und daher auch Rezeptor-
Tyrosin-Kinase genannt werden. Diese Klasse von Rezeptoren vermittelt insbesondere die
Aktivierung der Genexpression.

Die mechanische Stabilitit des Endotheliums der Blutgefdasse wird im Wesentlichen durch
zweil Gruppen von Zelladhisionsmolekiilen (ZAM, siehe Definition in §13) vermittelt:

1. Die laterale Assoziation der Zellen erfolgt vorwiegend durch zwei ZAM:VE- Cadherine
(wobei VE fiir Vascular Endothelium steht) und PECAM, (Abkiirzung fiir platelet
endothelial cell adhesion molecule). Der Name PECAM riihrt daher, dass die Rezeptoren
auch fiir die Adhésion zwischen Blutplittchen und Endothelzellen sorgen. Beide ZAM
gehoren zur Klasse der homophilen Adhésionsmolekiilen, d. h sie binden nur an
ihresgleichen

2. Die Verbindung mit der Basalmembran vermitteln verschiedene Integrine, die wir in

§13ausfiihrlich besprochen hatten..

Integrin

Talin
aktiv inaktiv PECAM x

VE-Cadherin

B-Cadenin

&
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[EndoMonoProteine]

Figure 28.1

Schematisches Bild der Endothelzell-Monoschicht im Ruhezustand .Der Einsatz links
oben zeigt eine Mikrofluoreszenzaufnahme der fixierten Zellschicht mit Verteilung der VE-
Cadherine die mit Antikdrper markiert wurden. Die Zellen haben nur wenige
Spannungsfasern auf der Bauchseite (die nicht gezeigt werden). Der Einsatz rechts oben zeigt
schematisch die laterale Zell-Zell-Adhision durch die (homophilen) Zelladhdsionsmolekiile
der Cadherin Familie und PECAM. Der Einsatz links oben zeigt eine
Mikrofluoreszenzaufnahme der Endothelzellschicht deren Cadherine fluoreszieren (Einsatz

links oben, modifiziert nach E. Tzima et al EMBO Journal 20,4639 (2001))

Wie schon in §13 erwéhnt, ist die Steuerung der Adhision und Migration der weillen
Blutzellen (Leucozyten) eine zentrale Funktion des Endotheliums. Sie ist ein besonders
eindrucksvolles Beispiel fiir die Wandelbarkeit der Struktur und Funktion biologischer
Materie und ihrer viskoelastischen Eigenschaften. Die Filterfunktion des Endotheliums wird
durch zwei weitere wichtige Gruppen von Zellrezeptoren (ZAM): Selektine, und ICAM-1 (ein
ZAM mit IGg-analoger Struktur). Die weilen Blutzellen (Granulozyten, Lymphozyten)
miissen stindig zwischen Blutbahn und Gewebe patrouillieren, auf der Suche nach
Eindringlingen (wie Viren) oder Entziindungsherden. Sie adhdrieren mit ihren zahlreichen
Ausbuchtungen leicht auf den EZ und rollen, getrieben durch den Blutstrom, auf den Adern
entlang[Lauffenberg]. Diese schwache Adhésion wird durch selektive Bindung von
exponierten Oligosacchariden auf den Blutzellen (die in § eingefiihrten Lewis X-Faktoren) an
die Selektine der EZ vermittelt. Die lokale Adhésion verhindert die Entfernung der Zelle von
der Oberfliche durch den Magnuseffekt (siche Aufgabe 27.3). Aulerdem wird das durch die
Scherkrifte des Blutstroms erzeugte Drehmoment, (das die rollende Bewegung antreibt)
optimiert.

Sobald die Zellen in die Néhe eines Infektionsherdes kommen findet (in wenige als 1 sec,
[Aron]).eine dramatische Umwandlung statt. Diese wird durch Botenstoffen (die Zytokine, s.
Glossary) aktiviert, die von den an der Immunabwehr im Gewebe beteiligten Zellen
ausgesandt und an der Oberfldche der EZ gebunden werden. Auf der Oberfldche der Zellen
wird ein spezifisches Integrin (mit dem unkonventionellen Namen LFA-1) aktiviert. Dieses
bindet an ein spezifisches ZAM der Endothelzellen (mit dem Namen ICAM I), wobei es sich
um ein Mitglied der in §13 eingefiihrten interazelluldren Adhisionsmolekiile der ICAM-
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Familie handelt. Infolge der starken Adhésion wird eine Liicke im Endothelium geschaffen,
durch welche die Blutzellen in das Gewebe entweichen kénnen.

Die Ursache fiir das Eindringen der Leukozyten in das Endothelium ist noch ein Rétsel. Es
konnte allein durch den Spreitdruck vermittelt werden, den die Weillen Blutzellen auf der
Oberflache der Endothelzellen erzeugen. Durch die starke spezifische Bindung zwischen den
Rezeptoren (LFA-1 und ICAM-1) gewinnen die WBZ Energie, wenn sie in die Liicke
zwischen zwei Endothelzellen eindringen um die Kontaktfliche zu erhohen. Moglicherweise
wird der Prozess aber auch durch eine aktive Kontraktion der Endothelzellen begiinstigt, der

durch Botenstoffe ausgelost wird. Einen solchen Mechanismus werden wir im Folgenden

diskutieren.
WBZ Imtagrin CAM-!
a) ) LEA 4 ﬂ .
. )r\ L Pulfer ' ) W 3

L issne

[LeukoMigration]

Figure 28.2

Emigration weiler Blutzelle (Leukozyt) durch Monoschichten aus Endothelzellen (EZ). a)
Links wird eine leicht adhédrierende Weille Blutzelle (WBZ) mit wellenformigen
Oberflachenprofil gezeigt (s. auch Abb. 13.B1). Sie rollt {iber das Endothelium, da sie durch
schwache lokale Adhidsion an die Oberflache des Endotheliums angeheftet wird. Dadurch
wird das durch die hydrodynamische Scherkraft des Blutflusse erzeugtes Drehmoment auf die
Zelle besonders gro3. An der Oberflache der EZ absorbierte Zytokine aktivieren das
spezifische Integrin LFA-1 auf der Oberfldache der Blutzellen (durch den in §13 diskutierten
Mechanimus). Die Zelle stoppt abrupt und durchdringt die EZ-Schicht. Der Prozess kann im
Bruchteil einer Sekunde stattfinden [Aron]. Das linke Bild zeigt eine EM-Aufnahme eines
Diinnschnitts durch eine penetrierenden Zell und die sie umgebenden EZ. Modifiziert Nach

G. Cinamon et al. Nature Immunology 6 515-521 (2001)
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28.3 Hormon-induzierte Reorganisation des Aktinkortexes und

Kontraktion der Zellen.

Unter normalen Bedingungen befinden sich die Zellen in einer konfluenten Zellschicht in
einer Art Ruhezustand. Der Aktinkortex besteht aus einem diinnen, weitgehend homogen
erscheinenden Netzwerk. Die in Abb28.1 gezeigte Anfarbung der Cadherine mit Antkdrpern
gegen ihre zytoplasmatische Domine zeigt, dass diese ZAM zusammen mit Aktin fast

homogen iiber die ganzen Innenseite der Zellhiille verteilt sind.

Um die Reorganisation des Zytoskeletts (wiahrend der Bildung von Passagen durch die
Endothelium) mit physikalischen Methoden zu untersuchen, kann man diese durch spezielle
Hormone induzieren, Dazu eignet sich besonders Histamin oder Thrombin. Diese binden an
verschiedenen Zellrezeptoren Thrombin ist eine Protease und die Blutgerinnung auslosenden
Faktor. Seine Bindung an Rezeptoren der Blutplittchen induziert die in Abb.18.XX gezeigte
sehr schnelle Bildung zahlreicher Filipodien durch Bildung von Aktinbiindel. Histamin ist ein
vielseitiger Wirkstoff, der bei Entzliindungen und allergischen Reaktionen freigesetzt wird und

kleine Blutgefdsse erweitert.

120 - MLCK

F-Actin

Zunahme in %
(o))
o

Schermodul
| |

0 1

a Zeit [min]

[HistaminEndothelZ]

Figure 28.3
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a) Imitation der Aktivierung der Endothelzellen durch das Hormon Histamin und durch
Thrombin. Gezeigt wird (1) die Erth6hung d as Ca-Spiegels. (ii) die Zunahme des
Schermoduls der Zellhiille durch Histamin [Feneberg], (iii) die Erh6hung der Fraktion
polymerisierten Aktins und (iv) der Grad der Phosphorylierung der leichten Kette (MLC) des
Myosins durch Thrombin. Die Zahlen auf der Ordinate geben die relativen Zunahmen des F-
Aktin und der Phosphorlierung wieder. Der Schermodul erhoht sich von dem Wert (u=~2,5 10°
? Pam) um den Faktor 100. Die Daten der Zunahme des F-Aktins und der Aktivitit der MLCK
entstammen der Arbeit von Zhao und Davis [Zhao].

b) Die Mikrofluoreszenz-Aufnahme demonstrier die zentripetale Kontraktion der
Endothelzellen. Da die Zellen dabei von einer flachen Form in eine eher runde iibergehen
weichen sie nach oben aus, was zu Passagen (weisse Pfeile) durch das Endothelium fiihrt.

Wie der Einsatz rechts zeigt, bleiben die Zellen jedoch iiber rohrenférmige Ausstiilpungen (im
Englischen oft tethers genannt ) in Kontakt und die Liicken kdnnen sich schnell wieder

schlieB3en

Gibt man kleine Mengen (von Histamin und Thrombin) zu konfluenten Zellschichten so
bilden sich innerhalb weniger Sekunde sehr viele neuen Spannungsfiaden, wie die man durch
Anfirben des Aktins mit Phalloidin beobachten kann. .Die Zellen kontrahieren in zentripetaler
Richtung und weichen in die dritte Dimension aus, was man mit Hilfe der RICM-Technik in
Echtzeit beobachten kann [Feneberg]. Dies fiithrt zur Bildung der in Abb 28.3b gezeigten
Spalten zwischen den Zellen und erleichtert so die Emigration der an der Immunabwehr
beteiligten Blutzellen. Es ist fiir unser Uberleben sehr wichtig, dass die Liicken nur an
wenigen Stellen entstehen wo die Zellschicht diinn ist und dass sie reversibel sind. Durch
Abbau des Histamins schlieB3t sich die Liicke beispielsweise nach ca 120 sec wieder und die
Zellen werden wieder weicher, wie die Auftragung der Schermoduls in Abb. 28.3a zeigt).

Die Reversibilitit wird durch die Ausbildung der schlauchartigen Verbindungen zwischen den
Zellen begiinstigt, da diese (analog zu Filipodien) wie Federn wirken (s. Einsatz in Abb 27.3
b). Man kann diese Zunahme der Permeabilitdt sehr schnell und empfindlich mittels
elektrischer Impedanz-Spektroskopie beobachten. Dabei misst man die komplexe elektrische
Impedanz der geschlossenen Zellschicht als Funktion der Frequenz und kann so zwischen
Anderungen der Schichtdicke und des elektrischen Widerstands der Zellschicht

unterscheiden.

(Version 15.05.09 (Shoh)) 800



28.4 Generische Mechanismen der Zytoskelett Reorganisation

durch intrazellulire Signale.

Die fiir uns wichtigste Frage ist, ob bei den oben beschriebenen Reorganisationen des
Zytoskeletts universell physikalischen Eigenschaften der Gele eine Rolle spielen. Die
Schnelligkeit der Prozesse (wie die Bildung von Spannungsfasern in ca 1 sec) legt den
Schluss nahe, dass sich das Aktin-Zytoskelett (die koexistierende monomere und polymere
Fraktion) in der Nihe eines Sol-Gel Ubergangs befindet. In Abb. 27. 4 hatten wir gezeigt,
dass Ubergiinge in verschiedene Gelzustinde einfach durch Variation des Verhiltnisses
Vernetzerabstand zur Maschenweite (e=Acc/E) induzieren konnen. Dies kann durch Erh6hung
der Fraktion polymerisierbaren Aktins und Aktivierung eines spezifischen Vernetzers
vermittelt werden.

Zur Ausbildung von Spannungsfasern wéren sowohl Filamin als auch Myosin II
geeignete. Zur beobachteten Kontraktion der Zellen miissen aber Mikromuskeln gebildet
werden. Dies erfolgt durch Aktivierung von zelluldirem Myosin II. Dazu muss aber auch der
Anteil an polymerisiertem Aktin zunehmen. Tatsdchlich haben zahlreiche Messungen an
Endothelium gezeigt dass die Aktivierung der Zellen drei Wirkungen auslost (s. auch
Abb28.3):

1. eine Zunahme des polymerisierten Fraktion des Aktins um ca 60%, verbunden mit der

Bildung neuer Spannungsfasern.

2. ;eine sehr schnelle Aktivierung des Myosin II durch Phosphorylierung der regulatorischen
leichten Kette durch die Kinase MLCK (Akiirzung des englischen Wortes myosin-light-
chain-kinase; s. Glossarium).

3. ein voriibergehender Anstieg des intrazelluldren Ca-Spiegels [ Garcial.

Welche Moglichkeiten hat die Zelle nun, um die oben erwéhnte Erh6hung des F-Aktins
und die Aktivierung des Myosins zu verwirklichen:
. Wie wir in § 18 sahen kann eine Zunahme der F-Aktin Fraktion auf verschiedenen
Wegen erfolgen. Eine Moglichkeit besteht in der Deaktivierung des Kappenbildners
Gelsolin oder des depolymerisierenden Faktors Cofilin, die beide durch das
Signalmolekiil PIP2 deaktiviert werden. Tatséchlich findet man, dass Histamin die PIP2-
Konzentration erh6ht und damit zusitzliche Aktinfilamente gebildet werden kdonen.
- Die Bildung von Spannungsfasern aus diesen Filamenten kann dann durch Aktivierung des

Filamins oder Myosin II oder beider Proteine vermittelt werden. Wir betrachten der
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Einfachheit halber nur die Bildung kontraktiler Fasern durch Aktivierung des Myosin II.
Wie Abb 28.7 zeigt, kann dies auf den zwei Wegen erfolgen: entweder durch Ca-induzierte
Aktivierung von Calmodulin oder iiber die GTPase der Rho-Familie. Beide fithren zur
Aktivierung der Kinase der leichten Kette MLCK. Die Phosphorylierung des Myosins
kann zwei wichtige Wirkungen entfalten:

1. die Motordoméne wird aktiviert und

2. die urspriinglich isolierten Motoren kdnnen polare Mikrobiindel bilden.

Ursache fiir die Biindelbildung ist aus heutiger Sicht eine Streckung der schweren Kette
durch die Phosphorylierung (s.Abb28.4 und [Alberts] Ch. 16). Die Bildung von Mikrobiindel
durch Phosphorylierung kann man auch im Reagenzglas nachgewiesen werden. Der genaue
Mechanismus der Kontraktion der Zellen ist noch unbekannt. Sie erfolgt wahrscheinlich ganz
dhnlich wie in den glatten Muskelzellen. die wir weiter unten diskutieren

Die Aktivierung des Myosins iiber den biochemischen Schalter Rho-GTPase, wurde durch
folgendes Experiment nachgewiesen. Man kann die Funktion der GTPase durch das Gift (C3)
des gefihrlichen Darmvirus Clostridium botulinum, ausschalten. Injektion des Giftes in die

Zellen unterdriickt die Aktivierung der Mikromuskeln (s [Esser]).
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Figure 28.4

Zwei Wege der Aktivierung der Aktin-Myosin Spannungsfasern iiber die durch Rho-
GTPasen und Calmodulin vermittelten Signalwege. Die Prozesse kdnnen durch
Wachstumsfaktoren, Hormone wie Histamin oder Entziindungen eingeleitet werden. Die
beiden GTPasen Rho-A und G, fungieren als biochemische Schalter, die beide tiber den
Hormon-Rezeptor eingeschaltet werden und die MLCK-Kinase aktivieren. Auf dem linken
Weg erfolgt die Aktivierung auf dem Umweg der Inhibition der MLC-Phosphatase welche
das Myosin dephosphoryliert. Diese Aufgabe ibernimmt das durch die Rho-GTPase
gesteuerte Kinase ROCK [Garcia], und zwar durch Posphorylierung der Phosphatase.

Gleichzeitig kann auf diesem die Bildung von Myosin-Mikrobiindel vermittelt werden. Der

(Version 15.05.09 (Shoh)) 803



zweite Weg lduft tiber die Aktivierung des Calmodulins. Die trimere GTPase Ggp, aktiviert
die Phopholipase (wie bei dem in §9 eingefiihrten Hormonverstérker). Dieses setzt das
Botenmolekiil IP5 frei, das die Ca-Speichervesikel (CaS) 6ffnet und das Calmodulin aktiviert.
Die Aktivitdt des Calmodulins wird durch Ca-lonen allosterisch gesteuert. Mit zunehmendem
Ca-Spiegel kann es die Wirkung des IP3 wieder abschalten, indem es Ca-Pumpen aktiviert
welche das Ion wieder in die Speichervesikel zuriick pumpen. Interessanterweise ist der durch

Calmodulin vermittelte rechte Signalweg in der Regel schneller als der linke.

28.4.1 Die Aktivierung der glatten Muskulatur folgt demselben Schema

Die glatte Muskulatur besteht aus Ansammlungen spindelformiger Zellen. An der inneren
Oberflédche sind zahlreiche Mikromuskeln aus Myosin und Aktinbiindel lokalisiert. Letztere
sind mit den Enden tiber Proteinkomplexe und Intermedidrfilamente an die Zellhiille
gekoppelt. Die Komplexe spielen dieselbe Rolle wie die Z-Scheiben des Skelettmuskels. Bei
der Kontraktion der Muskeln kontrahieren die Zellen daher wie eine Ziehharmonika.

Die Stimulation der glatten Muskulatur erfolgt durch Erhohung des Ca-Spiegels, mit einer
Verzogerung von ca 200 msec, und zwar durch Aktivierung der MLCK durch Calmodulin
(d.h. auf dem rechten Weg der Abb. 28,4). Die Erhohung des Ca Spiegels kann tiber
spannungsabhingige Ca-Kanéle (d. h, von aullen) oder durch Freisetzung aus Ca-
Speichervesikel (d.h. von innen) iiber IP3 erfolgen. Die Empfindlichkeit der Muskeln kann
iber den linken Weg der Abb. 28.4 reguliert werden, indem die MLC-Phosphatase die Zahl
der phosphorylierten (aktiven) Myosine einstellt.

28.5 Spannunssensoren kontrollieren die Adhisionsstarke der

Endothelzellen

Eine erstaunliche Fahigkeit des Endotheliums ist die Adaption der Form, Adésionstirke
und der Struktur des Aktinkortexes der Zellen an erstaunlich kleine, aber physiologisch
relevante, hydrodynamische Scherkrifte [Davies, Tzia,]. Legt man eine hydrodynamische
Scherspannung von nur etwa 1,2 N/m® an, so beobachtet man eine Folge von Ereignissen:

- Die (die Adhédsion auf der Basalmembran vermittelnden) Integrine oy 33 werden aktiviert,

die Adhdsionsdominen wachsen und verschmelzen schon nach wenigen Minuten wie

Abb28.5a zeigt.

(Version 15.05.09 (Shoh)) 804



- Die Zellen werden lidnglich und orientieren sich mit ihren langen Achsen parallel zur

Scherkraft.

- Die Dichte der Aktin-Spannungsfasern nimmt zu und diese richten sich ebenfalls in die

Stromungsrichtung aus.

Den Beginn der Orientierung der Zellen beobachtet man (wie die Verschmelzung der
Adhisionsdomédnen) schon nach ca 1 min, wéhrend die Umorientierung der Aktinbiindel erst
mit einer Verzogerungszeit von 1 Stunde erfolgt und nach 6 Stunden abgeschlossen ist.

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang das Verhalten der Rho GTPase.
Dessen Aktivitdt nimmt nach ca 5 min (um etwa einen Faktor 2) ab und steigt dann wieder auf
den alten Wert an. Dies ist aus folgendem Grund sehr wichtig. Da Rho die Myosin II-
Motoren zur Bildung von Spannungsfasern anregt werden diese zundchst abgebaut. Dieser
vorlibergehende Abbau ist ein notwendiger Schritt damit die Umorientierung der Aktinbiindel
stattfinden kann. Hilt man ndmlich die Aktivitdt von Rho kiinstlich aufrecht, so findet die
Ausrichtung nicht statt [Tzia;2001 ].

Zusammengenommen zeigen die Experimente, dass die Endothelzellen einen
mechanischen Sensor und mehrere Stellglieder (Aktuatoren) zur Aktivierung des Integrins
und zur Umstrukturierung des Aktinkortexes besitzen. In eleganten Experimenten mit
transgenen Mause wurde, durch Ausschalten (knock out) verschiedener Gene, gezeigt, dass
ein membranassoziierter Protein-Komplex dabei als mechanischer Sensor wirkt.

Der in Abb 28.5 gezeigte Sensor Komplex besteht aus den an der Zell-Zell-Adhésion
beteiligten Rezeptoren VE-Cadherin und PECAM -1, die wir in Abb. 28.1 kennen lernten.
Hinzu kommen noch der Rezeptor VEGFR2 des Wachstumsfaktors VEGF, sowie das Protein
B-Catenin. 3- Catenin spielt eine doppelte Rolle. Es koppelt iiblicherweise Cadherine an das
Akin-Zytoskelett an, und fungiert so als Aktin-Membran-Koppler. Gleichzeitig ist es an der
Aktivierung der Genexpression beteiligt. VEGFR-2 gehort zur Familie der Tyrosin-Kinase-
Rezeptoren und spielt die Rolle eines Schalters. der andere Proteine der Signalkaskade durch
Phosphorylierung aktivieren kann. Wie alle Schalter diese Art kann er mehrere intrazelluldren
Proteine gleichzeitig phosphorylieren.

Der Sensor ist aktiv wenn der Komplex aus VEGR, PECAM und Cadherin durch Bindung
von Catenin zusammengehalten wird. Das durch den Sensorkomplex aktivierte intrazelluldre
Signalsystem reagiert erstaunlich schnell. Legt man eine Scherspannung (durch
hydrodynamischen Fluss oder mittels magnetischer Pinzetten) von 1,2 Pa an, so beobachtet
man die Aktivierung von zwei Klassen von Kinasen welche verschiedene Prozesse in die

Wege leiten.
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- PI(3)-Kinase wandelt Phosphatidylinositol in etwa 15 Sekunden zum Botenmolekiil
PI(3,4)P2 um. Dieses aktiviert das fiir die Adhésion auf der Basalmembran
verantwortliche schlafende Integrin avf33, durch Bindung von aktiviertem Talin an die
intrazelluldre Domine der B-Kette des Integrins und erhdht so die Adhésionsstarke der
Endothelzellen an die Basalmembran (die in Abb28.4a gezeigt wurde ).

- Ein Mitglied der Familie src-Kinasen schaltet in etwas weniger als 15 sec
Transkriptionsfaktoren ein um damit die Genexpression (z.B. des Aktins) zu aktivieren
(siehe [Lodish et al] Ch 24 und ).

- Die wichtige Rolle des PECAM als mechanisch gesteuerter Regulator des Aktinkortexes
zeigt die Beobachtung, dass seine Entfernung die Organistion der Aktin-Spannungsfasern
behindert. und auch keine Aktivierung der Genexpression stattfindet Dieser Prozess ist vor
allem bei der Regeneration von Blutgfiden (der sog Angiogenese) nach Verletzung
wichtig. Entfernt man beispielsweise einige Zellen aus einer geschlossenen
Endothelzellschicht so spiirt der Sensor die Liicke und sorgt fiir die Bildung neuer Zellen
durch Proliferation.

Die gleichzeitige Erhohung der Adhésionsstiarke und die Aktivierung der die Proliferation
einleitenden src-Kinasen erscheint zunichst unsinnig. Man muf} aber bedenken, dass die
Proliferation durch die Transkriptionsfaktoren nur einsetzt wenn man Zellen entfernt. Die
Sensoren sind daher moglicherweise auch an der lateralen Inhibition des Wachstums nach der

Bildung der Zell-Monoschichten verantwortlich.

VEGFR
Aktivierung (Tyrosin Kinase Rezeptor)

von Kinasen

VE-Cadherin
[-Catenin

Signal
(PI-4,5-PIP.)

[IntegrinAktivierung]

Figure 28.5
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a) Die Aktivierung der Integrine durch mechanische Krifte induziert Wachstum und
Verschmelzen der Adhédsionsdominen (durch graue Bereiche markiert). Eine Ursache ist die
Aktivierung der schlafenden Integrine oy 33 durch das Signalmolekiil PI-4,5-PIP;

b) Minimales Modell des interzelluldren Sensors. Er registriert Fluktuationen der

Scherspannung und leitet gleichzeitig die Signalkaskaden ein, welche die Adhédsionsstéirke der

Zellen modulieren. Die Zelladhdsionsmolekiile VE-Cadherin, und PECAM bilden, zusammen

mit dem Rezeptor VEGFR des Wachstumsfaktors den Sensor. Das an die innere Doménen der

ZAM bindende B-Catenin fungiert als Koppler zwischen den Rezeptoren. VEGFR ist ein
Tyrosin-Kinase Rezeptor der, wie alle Vertreter dieser Familie, mehrere intrazelluldre Partner
phophorylieren kann. Die externe Kraft aktiviert den VEFG- Rezeptor, der als biochemischer
Schalter (engl. Actuator) wirkt, und eine spezifische Kinase (PI-3-OH) aktiviert. Diese

erzeugt PI-4,5-PIP,, das zusammen mit Talin die Integrine (ayf3 ) aktiviert welche die
Adhision der Zelle an die Basalmembran verstirken. VEGFR kann auch p-Catenin

aktivieren, welches dann die genetische Expression und Zell-Proliferation einleitet.

28.5.1 Warum benutzen Zellen verschieden schnelle Signalwege

Ein bemerkenswerter Aspekt des in Abb. 28.5 beschriebenen Regelprozesses ist die
unterschiedliche Einschaltzeit der beiden verschiedenen Signalwege. Eine solche zeitliche
Abstufung wird auch bei anderen Signalprozessen beobachtet und scheint ein generelles
Prinzip biologischer Regelprozesse zu sein. In Abb 28,5 kann sie verschiedenen Zwecken
dienen:
- Der langsame Prozess kann beispielsweise zur Adaption benutzt werden, der die Zahl

aktiver Enzyme langfristig einstellt. wahrend der schnelle Prozess die Zellen kurzfristige

aktivieren kann. Dies konnte bei den glatten Muskelzellen eine Rolle spielen. Die Erregung

erfolgt durch Ca-Einstrom in die Zelle (nach ca 200 ms). Dessen Wirkung héngt dagegen
davon ab, wie viele der leichten Ketten iiber den langsamen, durch Rho vermittelten
Signalweg aktiviert wurden.

- Im Fall der Wirkung des Histamins in Abb. 28.3 ist die sequentielle Aktivierung der

Signalwege besonders wichtig. Zundchst bilden sich sehr schnell Spannungsfasern und die
Zellhiille versteift sich, wiahrend die Phosphorylierung des Myosins nachhinkt. Dies ist aus
folgendem Grund sinnvoll. Durch die schnelle Versteifung der Zellhiille wird die
Adhisionsstiarke wesentlich erhoht, wie wir in §13 lernten. Dadurch wird verhindert, dass

die Zellen von der Basalmembran entbinden wenn die Mikromuskeln aktiv werden und
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die Zelle kontrahieren. Es bilden sich als nur kleine Liicken im Endothelium wenn die

Zelle sich nach oben aufbdumen (s. Abb28.2 )

Eine ganz andere Moglichkeit zur sequentiellen Aktivierung der an Regelprozessen
beteiligten Enzyme beruht auf deren Fahigkeit ihre eigene Deaktivierung einzuleiten. Ein
Beispiel ist die Aktivierung der Kontraktion der glatten Muskelzellen durch Calmodulin.
Dieses allosterisch wirkende Protein kann den Ca-Spiegel nach der Erregung wieder

herunterfahren, indem es die Riickfiithrung der Ionen in die Speichervesikel vermittelt.

28.6 Synopsis

Die durch Histamin eingeleitete zentripetale Kontraktion der Endothezellen und die
Adaption der Adhidsionsstirke der Endothelzellen an hydrodynamische Scherspannungen des
Blutflusses sind Musterbeispiel der Kontrolle der Materialeigenschaften durch Hormone und
externe Krifte. Die Beispiele zeigen, dass man diese Zusammenhénge durch Kombination
mehrerer experimentellen Methoden und biochemischer Messungen der intrazelluldren
Konzentrationen der Botenmolekiile oder der an den Prozessen beteiligten Proteinen
aufkliren kann. Die Mdglichkeit, die an den Prozessen beteiligten Proteine gezielt

auszuschalten spielen dabei eine zentrale Rolle
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Letzte Anderung (Shoh): 24.02.2009
End- Verbesserung 10.2.09

29 Mikromechanik der Zelle

29.1 Mikromechanische Methoden zur Kartierung von

Deformations- oder Kraftfelder.

Wir hatten schon mehrfach erwihnt ( z.B. im § 11) wie wichtig genaue Messungen der
Absolutwerte der elastischen und viskoelastischen Module der Zelle unter moglichst
natiirlichen Bedingungen sind, um Einblick in die Reorganisation der Mikroarchitektur des
Zytoskeletts durch biochemische Signale, Krankheiten und Mutationen zu gewinnen. Im
Hintergrund steht die Frage, ob universelle physikalische Eigenschaften makromolekularer
Netzwerke dabei eine Rolle spielen. Solche Messungen sind auch notwendig, um die im
letzten Paragraphen beschriebene Kontrolle der Adhésionsstéirke durch die
Spannungssensoren der Zelle zu verstehen. Durch das wachsende Interesse der Physiker und
Ingenieure an diesen Fragestellungen wurden in den letzten Jahren zahlreiche
mikromechanischer Methoden zu diesem Zweck entwickelt und erhebliche Forschritte auf
dem Gebiet der Elastizititstheorie weicher Schalen erzielt (s. §11 und §35.)

Eine klassische experimentelle Methode ist die in § 9 ©) eingefiihrte
Mikropipettentechnik (. Die AFM Technik eignet sich besonders zur lokalen Messungen der
Young Module steifer Zellen, wie der diinnen Pseudopodien [Rotch Radmacher], oder der
Schalen der Viren (s. §35 und [Ipsen])und Bakterien. Mit optischen und magnetischen
Pinzetten lassen sich viskoelastische Modulen weicher Zellhiillen (mit E < 1kPa). messen
[Fabri], [Feneberg]. Ein Vorteil dieser Methoden ist die Moglichkeit der parallelen Messung
der viskoelastischen Module (G’(t) und G’’(t)) der Membran und des Zytoplasmas. Effektive
Werte der viskoelastischen Module ganzer Zellen lassen sich mit stehenden Laserwellen

[Guck-Kis] und Mikroplatten [Ott][Spatz] messen. SchlieBlich sahen wir im §13, dass
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Biegemodule der Zellhiillen auch durch Analyse der Kontur adhérierender Zellen bestimmt

werden konnen.

Die zentralenProbleme aller Methoden sind die Trennung der verschiedenen
Deformationsmoden (Biegung Scherung und Kompression) und die Messung von
Absolutwerten der Module. Um diese durch Messungen der Deformation als Funktion der
Kraft zu bestimmen, miissen die Randbedingungen genau definiert sein. Dieses Problem 1ost
man in der Technik durch geschickte Wahl der Form des Materials und analytische oder
numerische Berechnung der Kraft-Dehnungs-Diagramme. Dies ist im Fall der Zellen in der
Regel nicht moglich. Nur falls die Zellen eine analytisch berechenbare Form haben (wie die
Erythrozyten) lassen sich die Kraft-Dehnungskurven theoretisch berechnen oder durch
Methoden der finiten Elemente simulieren. Im Folgenden werden wir Méglichkeiten zur
Messung absoluter Werte der viskolatischen Parameter der Zellen darstellen und zeigen wie
man damit ersten Einblick in mikromechanischen Eigenschaften der Zellen erhalten kann.

Die Ergebnisse sind beim derzeitigen Stand der Technik noch keineswegs befriedigend,
aber sie zeigen, dass durch Kombination verschiedener Methoden und theoretischer Modelle
zuverlédssige quantitative Messungen viskoelastischer Parameter der Zelle oder der durch
Zellen erzeugten Kréfte moglich sind. Wir hatten schon in §13 und 28 gesehen, wie man
durch gezielte biochemische Stérungen oder Mutationen aus solchen Messungen wichtige
Information tiber Kontrolle der Struktur und der Funktion der Zelle durch mechanische
Krifte gewinnen kann. Dies rechtfertigt die Aufnahme eines solchen Kapitels in ein Lehrbuch

der Biophysik.

29.1.1 Methode der Kraftfeld-Kartierung

Die im Folgenden vorgestellte Methode eréffnet neue Moglichkeiten zur Messung
absoluter elastischer Module der Zellhiille. Sie beruht auf der Analyse der durch lokale
Punktkréfte induzierten Deformationsfelder auf der Zelloberflache. Fiir diese Situation gibt es
oft analytische theoretische Losungen oder man macht von einem beriihmten Theorem der
Elastizitédtstheorie von J. Sain-Venant Gebrauch. Dieser theoretische Mechaniker hatte
theoretisch und empirisch gezeigt, dass die rdumliche Variation der Deformation in gro3em
Abstand von lokalen Kriften (z.B. an Krafteinleitungspunkten ) unabhéngig von der

Verteilung der lokalen Spannungen ist.
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Figure 29.1 Mikromechanische Methoden zur Messung lokaler viskoelastischer Module.

a)Mikropipettentechnik Kraftbereich 1pN-10nN. Gezeigt wird die plastische Deformation
der Hiille eines Zellkerns. (nach Ipsen et al ).

b) Messung der viskoelastischen Impedanz mit magnetischen oder optische Pinzetten und
Kartierung der Deformationsfelder mittels Kraftsonden. Die Pinzetten (Durchmesser =~ 2-4
pm) werden an spezifische ZAM (wie spezifische Integrine) angedockt und koppelt tiber
diese an den Aktinkortex. Die kleinen Sonden dienen der Messung der Deformationsfelder

und konnen an dieselben oder an andere Rezeptorten gekoppelt werden.

Evtl.Kleindruck:

Betrachten wir eine ebene Deformation (beispielsweise der Zelloberflache) auerhalb des
kleinen Bereichs in dem die Kraft F angreift, so kann man (dem Saint Venant Prinzip
folgende) F durch eine Punktkraft ersetzen, d.h. in Form einer Deltafunktion darstellen

(F(x,y) =F,0(x,y)). Die Deformation u; in Richtung der Achse x; hat die Form

ui:ZijGij(x,y) Fio (29 ])

Dabei ist Gjj die Green’sche Funktion der Differentialgleichung des elastischen
Gleichgewichts. Da sie zwei Vektoren verkniipft ist Gj; ein Tensor aus 9 Komponenten. Man
kann die Green’sche Funktion in giinstigen Féllen analytisch berechnen. Ein Beispiel ist die
Deformation einer Halbebene auf deren Oberfliche eine lokale Kraft angreift [Landau
Lifshitz § 8]. In anderen Féllen kann man Gj; experimentell bestimmen wie im Fall der
Abb.29.1, oder in dem in Abb 29.32 gezeigten Beispiel. Hat man es mit einer beliebigen

Verteilungen duflerer Krifte zu tun, so kann man die Deformation an jeder Stelle durch
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Faltung der Green’schen Funktion mit der Kraftverteilung bestimmen, wie wir weiter unten

sehen werden.

Abb 29.1 zeigt eine Moglichkeit zur Messung der Green’schen FunktionGj;. Dazu werden
super-paramagnetische Kolloide mit Liganden bedeckt, die an spezifische Rezeptoren (z.B.
Integrine) binden und auf der Zelle deponiert. Parallel dazu koppelt man auf dieselbe Weise
auch moglichst kleine nichtmagnetische Kraftsonden an. Man legt dann Kraftimpulse an und
misst die dadurch induzierte Auslenkung als Funktion des Abstandes [Feneberg]. Messungen
an Endothelzellen zeigen, dass das Deformationsfeld u(r) in radialer Richtung logarithmisch
abfallt:

U(r)zF/d
47

Inr/r, (29.2)

wobei 1, die Reichweite des Feldes ist und p ist ein zweidimensionaler elastischer
Schermodul der Dimension [Pa m]. Dieses logarithmische Gesetz wird auch theoretisch
vorhergesagt.

Abb 29.2 zeigt das Ergebnis eines mikromechanischen Experiments, in dem der
Relaxationsmodul G(t) der Hiille der Endothelzellen (die in konfluente Zell-Monoschichten
eingebettet waren) bestimmt wurde. Der Relaxationsmodul besitzt eine dhnliche, Form (mit
einem Plateau) wie verschlaufte oder leicht vernetzte in vitro Aktin Netzwerke (s. §28.), was
den Schluss nahe legt, dass man mit dem mikromechanischen Experiment die Elastizitit des
Aktinkortexes erfasst. Kennt man dessen Dicke da, so ldsst sich der Young-Modul E nach der
Beziehung E=p/da bestimmen. Die Dicke des Aktinkortexes ist da~0,5 um und daher wird
der Schermodul der ruhenden Zelle Ex400Pa [Feneberg]. Der Wert von G ’ist etwa 200
grofer als der 2D Schermodul der Erythrozyten und E ist rund tausend mal kleiner als der
Schermodul von Kautschuk.

Man kann durch Vergleich der Plateaumodule der Zellen und der in vitro Netzwerken
auch mehr quantitative Information iiber die Struktur des Aktinkortexes der Zellen gewinnen,
wie folgendes Beispiel zeigt. Benutzt man den in § 24.3 gezeigten Zusammenhang zwischen

dem Plateau-Modul G’ und der Maschenweite &

14
(Gy & % ), so kann man deren Wert von & des natiirlichen Aktinnetzwerks abschétzen.

Der Vergleich liefert einen Wert von &= 75 nm (s. [Feneberg] und Aufgabe 29.1?? ), der gut
mit dem durch EM-Untersuchung gewonnen Wert von &~ 0,1 pum iibereinstimmt.
Solche Vergleiche liefern natiirlich beim heutigen Stand der Forschung nur grobe

Abschitzungen der viskoelastischen Parameter der Zellen. Hinzu kommt das Problem, dass
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Zellen extrem heterogen aufgebaut sind. Aber die Beispiele zeigen, dass Zellmechanik ein
lohnendes Gebiet der Physik Biologische Materialien ist. Die Situation ist im Ubrigen ganz
dhnlich wie in der Technik. Auch hier hat man es hdufig mit heterogenen aufgebauten
Verbundmaterialien zu tun und der Ingenieur ist mit dem Problem konfrontiert, ihre
mechanischen Eigenschaften quantitativ zu charakterisieren, um Katastrophen durch
Materialermiidung zu vermeiden. Eine sehr scharmante Darstellungen der mechanischen
Probleme der Technik findet man indem Buch von J. E. Gordon ,,Structure :or why things
don’t fall down* ,[Gordon ]

Der Einsatz in Abb29. 2 zeigt die viskoelastische Antwort der Zelle auf einen kurzen
Impuls von 10 s. Die Auslenkung ist reversibel, d.h. die Zellhiille verhalt sich auf dieser
Zeitskala elastisch. (Die etwas langsamere Relaxation ist ein Artefakt der Messung). Wirkt
der Impuls lidnger so verschiebt sich die Kraftsonde urreversibel, was zeigt, dass die Zelle eine

Art mechanisches Kurzzeitgedidchtnis von wenigen Sekunden besitzt.
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Figure 29.2

Plateau einschreiben

Relaxationsspektren der Hiille der Endothelzellen in ruhenden (nicht aktivierten) Zustand (
Zur Ankopplung der magnetischen Pinzetten und der Kraftsonden wurden diese mit Invasin
beschichtet. Dieses Hiillen-Protein gram negativer Darmbakterien bindet spezifisch an
Intergrine des Typs aifj. Das untere Bild zeigt das einfachste mechanische Aquivalenzmodell
aus drei Voigt-Korpern zur Charakerisierung der drei Bereiche. (s. § 26). Der Einsatz zeigt

eine durch einen kurzen Impuls von 10 sec induzierte Kriechkurve, und die Relaxation nach
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Abschalten des Impulses. Die etwas langsamere Relaxation ist ein Artefakt der Messung.

Nach W. Feneberg et al Biophysical J87,1338-1350 (2004.)

29.2 Messung der Zell Substrat Wechselwirkung durch
Kraftfeld-Mikroskopie

Im §28 lernten wir, dass das Zytoskelett nicht nur eine wichtige Rolle bei der
mechanischen Stabilisierung der Zellen und als Triebkraft der Zellbewegung spielt, sondern
(zusammen mit der Plasmamembran) auch als Mechanosensor fungieren kann. Die Zellen
bendtigen aber auch Sensoren welche die mechanischen Eigenschaften der Umgebung
erfassen. Dabei kann es sich um Oberflichen von Knochen, der Basalmembran der
Blutgefdsse oder um die dreidimensionale extrazelluldre Matrix wie das Bindegewebe
handeln (s. § 23). Zelle und Umgebung bilden ein gekoppeltes mechanisches System (Safran
Schwarz]. Damit sich in einem derartigen Verbund-System aus so verschiedenen Materialien
mechanisches Gleichgewicht einstellen kann, miissen deren mechanische Impedanzen grob
iibereinstimmen. Dann konnen die Zelle das mechanische Gleichgewicht durch konzertierte
Reorganisation des Zytoskeletts und Modifikation der Struktur des Gewebes fein regulieren.
Die Situation ist dhnlich wie die, dem Physiker geldufige Anpassung der elektrischen
Impedanzen der Bauelemente in einem elektrischen Schaltkreis.

Diese Anpassung kann (unter gegebenen dufleren Bedingungen) einerseits durch die
Reorganisation des Aktin-Zytoskelett erfolgen. Dessen viskoleastische Impedanz kann tiber
viele GroBenordnungen variiert werden, z. B. durch Ausbildung von Spannungsfasern oder
Mikromuskeln (s. §28). Die Adaption der Struktur des Bindegewebes kann notwendig
werden, da dieses (wie das Zytoskelett) ein sehr heterogen aufgebautes Material aus sehr
weichen und harten Bereichen ist. Daher konnen lokal sehr hohe Kréfte auftreten, die zu
starken lokalen Spannungen und dadurch bedingtes Materialversagen fiihren, falls der
Organismus nicht gegensteuert. Auch dieses Problem ist in der Technik wohl bekannt.

Beispiel findet man wieder in dem Buch von J. E. Gordon [Gordon]. .

Eine besonders interessante Rolle spielt die mechanische Impedanzanpassung
moglicherweise bei der Differenzierung der Zellen wahrend der embryonalen Entwicklung.
Deponiert man beispielsweise teilungsfahige Stammzellen aus dem Knochenmark auf eine

deformierbare Oberfliche und dehnt diese periodisch, so entwickeln die Zellen nach einigen
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Tagen typische Eigenschaften von Knochen bildenden Zellen (sog. Osteoblasten) oder
Muskelzellen. Genauere Untersuchungen zeigen, dass die Differenzierung mechanische
Anregung mit einer Anderung der Genexpression einhergeht. Auch die Bildung von Zell-
Monoschichten auf Oberfldchen hingt moglicherweise von der Impedanzanpassung ab, da
viele Zellen (wie Fibroblasten) bevorzugt (aber nicht ausschlieBlich) auf Glass oder auf, mit
harten Polymerfilmen bedeckten, Festkorpern wachsen [Bishop.Schwarz]. Allerdings gibt es
bisher noch keine schliissigen Experimente, in denen gezeigt wurde, dass die Zellen durch
genetische Expression die fiir die natiirlichen Zellen typischen Proteinmuster synthetisiert.

Zur Untersuchung der Fragen, wie Zellen auf mechanische Spannungen im Gewebe
reagieren, welche Rolle das Zytoskelett dabei spielt oder ob Zellen Sensoren zur Feststellung
der Steifigkeit der Bindegewebes besitzen, bestimmt man die Kréfte zwischen Zellen und
Oberfldachen mittels Kraftfeldmikroskopie. Um das Verhalten der Zellen auf
Gewebeoberflachen, wie Knochen oder Basalmembranen, nachzuahmen, ldsst man die
Zellen auf weichen, mit Kollagen bedeckten Oberfldchen unterschiedlicher mechanische
Steifigkeit wachsen. Die ersten derartigen Messungen. wurden auf weichen Folien aus Silikon
durchgefiihrt [Harris Wild], wobei sich zeigte, dass diese in der Grof3enordnung von nN
liegen.

Moderne Messungen der Kraftiibertragung basieren auf der Analyse der durch
adhérierende Zellen induzierten Scherdeformation von Polymerkissen mit bekannten
elastischen Modulen, die auf transparenten Substraten aufgebaut werden. Es gibt nun zwei
Moglichkeiten, die Verteilung der durch die Zelle erzeugten Krifte auf die Unterlage zu
messen. Die einfachste Methode besteht in der Dotierung der Polymerkissen mit statistisch
verteilten kolloidalen Sonden, analog zu Abb 28.2 [Dembo] [Merkel]. Wesentlich hoherer
Auflésungen erzielt man, indem man die Sonden regelméBig angeordnet. Dazu deponiert man
sie in gitterartig angeordneten mikroskopischen Eindellungen, die man durch Strukturierung
von etwa 50um dicken Polymerkissen auf Glass herstellt. Als Material eignet sich z.B. mit
Kollagen bedecktes Polyacrylamid, Silikon-Elastomere oder vernetzte Biopolymere wie
Hyaluronséure, deren Youngmodul durch den Grad der Vernetzung eingestellt werden kann.

Die Messung der Absolutwerte der Kréfte erfolgt durch Losung der Hook’schen
Deformationsgleichungen in Analogie zur der oben diskutierten Analyse der Deformation
durch Punktkréfte. In diesem Fall entsteht jedoch jede Deformation an einem Ort r(x,y) durch
Uberlagerung vieler Punktkrifte an den Positionen Ortr’(x’,y’). Sie ist daher durch das

Intergal iiber die Green’sche Funktion bestimmt, das folgende Form hat:
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u, = _”'dx'dy'Gik(x_X',y—y',Z—Z')Fk(x’,y’) (293)

Die Green’sche Funktion ist ein Tensor, der fiir eine Halbebene oder eine Polymerfilm
neun Komponenten hat. Diese ist im Wesentlichen durch das in GI (28.2) definierte
Deformationsfeld einer Punktkraft, bestimmt. Man kennt Gy fiir eine unendlich dicke Schicht
(s. [Landau] Vol.VII, § 8) und fiir Filme endlicher Dicke [Merkel]. Mit diesen Funktionen lést
sich das Kraftfeld aus dem Deformationsfeld zuriickrechnen. Dies ist ein klassisches inverses
Problem, das jedoch nur numerisch 16sbar ist. Dazu wurden spezielle Algorithmen entwickelt,

die der interessierte Leser in der Spezialliteratur findet [Dembo], [Butler ] [Schwarz].

[Kraftkarierung]

Figure 29.3

(ehem. Abb. 29.4)

Methode der Kraftkartierung. a) Illustration der Methode. Eine Zelle (schwarzer Umriss)
wird auf einem weichen Polymerkissen kultiviert und {ibt in bestimmten Bereichen (graue
Flache) Krifte (gestrichelte Pfeile) auf diese Unterlage aus. Geméal Gleichung 29.1 fiihren
diese Krifte zu einer Deformation der Unterlage (schwarze Pfeile), die von den Bereichen der
Kraftanwendung ausgeht und iiber diese hinausreicht.

b)Links: Mittels RICM (siehe §3) aufgenommene Bindegewebszelle (Fibroblast) aus dem
Rattenherzen, die auf einem mikrostrukturierten Polymerkissen mit einem Elastizitdtsmodul

von 16 kPa kultiviert wurde. Die weillen Pfeile zeigen die Verschiebungen der
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Mikrostrukturen an der Oberfliche des Polymerkissens an, die durch tangentiale Krifte der
Zelle auf die Oberfldche induziert werden. Das rechte Bild zeigt die aus den
Verschiebungsvektoren gewonnenen lokalen Krifte. Das Kraftmuster zeigt eine zentripetalen
Kontraktion der Zelle in Querrichtung an. Daten aus Merkel et al. Biophysical Journal 93,
3314-3323 (2007).

¢) Seitenansicht der adhdrierenden Zellen mit drei Fokalen Adhdsioinskomplexen
(FACS). mit Illustration der Ausbildung von Spannungsfasern, die zu dipolaren elastischen

Spannungsfeldern fiihren.

Abb. 28.4a zeigt die Verteilung der Krifte die ein auf einem Polymerkissen adhdrierender
Fibroblasten auf diese ausiibt. Die tangentialen Kréfte auf die Unterlage gehen von den
Adhisionsdoménen aus und sind im Mittel zum Zentrum der Zelle hin gerichtet.
Moglicherweise zieht die Zelle an dem Polymerkissen, an den Stellen an denen sie fixiert ist,
da sie sich nicht im natiirlichen Zustand befindet, in dem sie eine mehr sphérische Form
annimmt. Die Kréfte sorgen fiir eine Abflachung der Zellen. Auf elastisch anisotropen
Polymerkissen nehmen die Zellen eine gestreckte Form an. Sie orientieren sich mit der
Langsachse in Richtung groBerer Steifigkeit ( s. [Bishop,Schwarz]).

Man kann das Verhalten auf der Basis einer linearen Elastizititstheorie verstehen wenn
man annimmt, dass die Spannungsfasern wie Federn wirken, deren Stirke von der lokalen
Elastizitdt des Unterlage abhéngt (s. [Bishop Schwarz] und Abb 29.5). Wie Abb.29.4 zeigt
erzeugt die Zelle lokale Kriifte von einigen nN. Uber die Struktur der Motoren welche Kriifte
dieser Grof3e erzeugen wird noch spekuliert. Eine Annahme ist, dass es sich um Actin-Myosin
Biindel handelt .

Hinweise fiir diese Hypothese brachten Experimente mit der oben beschriebenen Methode
der Kraftfeld-Kartierung [Balaban Geiger]. In diesen wurde die Kraft auf fingerartige
Auswiichse. durch Anwendung des Federmodells bestimmt. Nach Zugabe von Pharmaka,
welche die Aktivitdt der Myosin II Motoren gezielt inhibieren relaxierte die Kraft
Spannungen nach etwa 100 sec. Man kann neben den Kriften auch die Fliche der
Adhisionsdoménen durch Mikrofluoreszenz abschitzen indem man diese mit GFP-
markiertem Vinculin dotiert. Vinculin ist ein notwendiger Bestandteil der
Adhésionskomplexe und seine Verteilung an der Innenseite der adhirierenden Membran
reflektiert die laterale Ausdehnung der Doménen. Es zeigte sich nun, dass die Zugkrifte (F)

grob proportional zur Fliche der Doménen sind, d.h. der Beitrag der einzelnen Elemente des
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Aktin-Myosin Biindel ist additiv. Auerdem wachsen die Doménen mit zunehmender Kraft
und es liegt daher nahe dass die Doménen als Spannungssensoren der Zelle wirken. Der
Wert der Spannung fiir Fibroblasten ist 0F/0Apap = 5 10* N/ m? [Balan][Franzosen] und liegt
im Bereich der in Abb. 29.4 gezeigten Messung. Es sind sicher noch viele Experimente

notwendig, um diese Ergebnisse zu liberpriifen

Am Ende der Diskussion der Kraftfeldmikroskopie ist noch folgende Bemerkung
angebracht Experimente mit Zellen auf Oberflachen sind mit groBBer Vorsicht zu
interpretieren. Viele sensitive Zellen, wie Endothelzellen, besitzen unter diesen Bedingungen
nur eine Lebensdauer von wenigen Stunden und sterben dann ab, auch wenn die Oberflidchen
biokompatibel sind. In weicher dreidimensionaler Umgebung wie einem Kollagennetzwerk
leben die Zellen wesentlich ldnger. Ein néchster notwendiger Schritt muss daher die
Entwicklung von Methoden sein mit denen Kréfte in dreidimensionalen Netzwerken kartiert
werden konnen.

Man sollte auch vermeiden das Bild der Rolle der Mechanik als Regulator des Verhaltens
der Zelle in Organen iiberzustrapazieren, denn mechanische Krifte und biochemische
Storungen rufen oft dhnliche Effekte hervor. Wie in §28 gezeigt wurde, induzieren sowohl
Histidin als auch mechanische Scherkréfte die Bildung von Spannungsfasern, wahrscheinlich
weil die Wirkung beider Storungen {iber die GTPasen der Rho-Familie vermittelt wird. Die
entscheidende Frage ist daher, wie mechanische Kréfte registriert werden und wie sie die
intrazelluldren Signalsysteme steuern. Dies lésst sich beispielsweise am Beispiel der Rolle der
Osteoplasten bei der Knochenbildung. ( s. Glossar)illustrieren . Diese Zellen halten sich in
den pordsen Bereich der Knochen auf und unterliegen variablen du3eren Kriaften wiahrend der
Belastung der Knochen. Nach einem, bei den Physiologen als Wolff’sches Gesetz bekannten,
Prinzip, wird die Knochenbildung durch die Belastung gesteuert. Neuere Experimente
zeigen, dass die Osteoblasten auf die Krifte reagieren in dem sie proportional zur Belastung,
die genetische Expression des Porteins Osteopontin aktivieren. Diese bildet eine der weichen
Grundsubstanz der Knochen, an der sich das Knochen bildende Biomineral Hydroxylapatit,
ablagert. Dieses Experiment zeigt, dass die mechanischen Krifte spezifische Wirkungen
ausiiben und dass eine zentrale Fragen die nach den Zusammenhange zwischen den Krifte

und en durch diese ausgelOsten intrazelluldren Prozesse ist [K. Terai et al |

29.3 Globale mechanische Stabilisierung der Zellen —Ein Epilog
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Der folgende Absatz ist mehr als Ausblick gedacht und sollte den Leser zum Nachdenken
iiber ein faszinierendes Problem der Biologischen Physik anregen.

Wir haben zahlreiche Beispiele kennen gelernt die zeigen, dass Zellen mechanische Kréfte
fiihlen und auf diese durch Stimulation intrazelluldrer Signalkaskaden reagieren. Das
Verhalten dieser so extrem komplex aufgebauter Korper unter mechanischer Beanspruchung
ist unglaublich subtil und es gibt keine anderen bekannten Korper die dhnliches leisten. Sie
konnen extrem stark deformiert werden (wie die Blutzellen oder Fibroblasten) ohne sichtbare
Zeichen der Zerstorung. Zellen verhalten sich global wie ideale viskoelastische Korper, die
auch nach sehr starken Deformationen stets wieder in ihre charakteristische
Gleichgewichtsform relaxieren. Ein besonders schones Beispiel fiir dieses Verhalten sind die
Erythrozyten, wie wir in §11 sahen. Dies besagt aber nicht, dass Zellen elastische Korper im
strengen Sinne sind, sondern, dass sie eine Art Gedéchtnis an diese Grundform besitzen, in
die sie wieder aktiv, d.h. unter Aufwand von Energie, zuriickkehren konnen.

Wie wir in §11 sahen, ist bei den Erythrozyten die Grundform durch die Bedingung
bestimmt, dass sie Minimalfldche der Biegeenergie sind. Fiir Zellen mit intrazelluldrem
Zytoskelett ist die Situation wesentlich komplizierter. Es gibt aber auch bei diesen Hinweise,
auf universelles viskoelatisches Verhalten. So zeigt sich, dass ihre Relaxationsspektren iiber
rund drei GréBenordnungen der Frequenz einem universellen Potenzgesetz der Form
G(m)xc v*

gehorchen. Daraus wird oft geschlossen, dass sich Zellen viskoelastisch wie Gldsern
verhalten (s. [Kroy] [Butler ]). Dieses Bild ist physikalisch interessant. Es ist aber nicht
unbedingt hilfreich, da es uns keine Handhabe gibt mechanische Parameter mit der
Mikroarchitektur der Zellen zu korrelieren. Andererseits sahen wir in Abb. 28.2, dal3 die
viskoelastische Impedanz der Zellhiille durchaus charakteristische Ziige leicht verknoteter
Aktinnetzwerke aufweisen

Die quantitativen mikromechanischen Experimente zeigen, dass die Zellen erstaunliche
robust gegeniiber Mutationsbedingten Verdnderungen der Zusammensetzung des Zytoskeletts
sind. Entfernt man beispielsweise Myosin II aus Dictyostelium Zellen, so dndert sich ihr
Verhalten kaum. Sie besitzen sogar noch die Fahigkeit zur Teilung. Man beobachtet
allerdings eine erhebliche Zunahme der interzelluldren Viskositit [Heinrich]. Ein moglicher
Grund fiir dieses robuste Verhalten ist die Redundanz der viskoelastischen Eigenschaften.

Man kann dieselben Impedanzspektren liber weite Bereiche der Frequenz durch Einstellung
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der Maschenweite, der Filamentlédnge oder des Grads der Vernetzung einstellen wie wir in

§28 sahen.

Mikromechanische Untersuchungen des zytoplasmatischen Raumes zeigen, dass dieser
sich (im Gegensatz zur Zellhiille) hdufig wie ein viskoplastischer Korper verhilt [Heinrich].
Er kann den Zellen also keine elastische Stabilitét verleihen. Dies gilt besonders fiir
Dictyostelium-Zellen, welche keine Intermedidrfilamente besitzen. Tatséchlich kann man sich
die Zelle als einen Korper vorzustellen, der aus dem plastischen zytoplasmatischen Raum und
einer viskoelastischen Schale zusammengesetzt ist. Die Verbindung zwischen den Korpern
wird durch die Mikrotubuli hergestellt Die Mikrotubuli konnen nur tangentiale Spannungen,
aber wegen ihrer geringen Biegeelastizitit und der kleinen Knickkraft (engl buckling force)
von 10 pN keine Drehmomente {ibertragen. Sie sind (wie Seile) auch gegen Stauchungen
instabil. Die mechanische Stabilitit der Zellen kann muss daher durch aktive Kopplung der
sternartigen Anordnung der Mikrotubuli an den Aktinkortex vermittelt zu werden (s. Abb.
29.6 und [Heinrich]).

Die Frage der Kopplung der beiden Netzwerke ist noch weitgehend offen, obwohl es eine
Reihe von Hinweisen darauf gibt. Diese Kopplung duflert sich beispielsweise in einer lokale
Zitterbewegung der Zentrosomen, die gelegentlich in oszillatorische Bewegungen {ibergehen
konnen [Jiilicher Grill] Aktin-Myosin Motoren spielen eine wichtige Rolle bei Positionierung
der beiden Spindeln am Ende der Zellteilung, indem sie helfen (zusammen mit MT und den
assoziierten Motoren) die beiden neu entstandenen Zentrosomen auseinander zu zichen
([Japan].[Jilicher Grill] und in die Endposition bringen. Man beobachtet auch schnelle
fluktuierende Bewegungen der MT entlang des Kortexes, die moglicherweise tliber diese
Kopplung angetrieben werden [Heinrich]. Die Aktin-MT-Kopplunge kann durch Dynactin
vermittelt werden. Eine Zusammenstellung anderer potentieller Aktin-MT Vernetzer findet

man in [Rodriges]).

Die mechanische Stabilisierung der weichen Zellen (wie Amdben und Blutzellen) durch
Zusammenwirken der elastischen Aktinschale und den nur Spannungen {ibertragenden
Mikrotubili erinnert ein wenig an die berithmten Konstruktionen des Architekten Buckminster
Fuller, eine erstmals von D. Ingber propagierte Idee [Ingber et al ]. Diese sogenannten
Tensegrity Strukturen bestehen aus elastischen Stiben, die durch Seile verbunden sind,
welche nur Spannung iibertragen konnen. Das Wort ist ein Konstrukt aus den englischen

Wortern tensional integrity. Durch geeignete Vorspannung der Seile stabilisieren sich diese
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Konstruktionen von selbst. Ein Vorteil solcher Konstruktionen ist, dass sie Drehmomenten
durch Deformation ausweichen kénnen. Man konnte daher nach diesem Prinzip sehr grof3e
domformige Hallen bauen, die auch sehr starken Stiirmen standhalten konnten ohne
umzufallen. Das Dach des Miinchner Olympiastadions wurde nach diesen Ideen konstruiert.
Auf den stimulierenden Einfluss der Ideen von Buckminster Fuller auf die Biophysik werden
wir auch nochmals in §35 kommen.

In der Zelle tibernehmen die Mikrotubuli die Rolle der Seile und der Kortex die der Stibe.
Die Stabilitdt wird durch Verankerung der MT am Zentrosom und am Aktinkortex vermittelt,
so dass eine sehr starke Spannung in einem der Mikrotubuli durch die in den anderen
Filamenten induzierte Gegenspannungen kompensiert werden kann. Die Zelle kann so auf
Kraftspriinge erstaunlich schnell (innerhalb~0,2 sec) reagieren. Der Vorteil einer solchen
Konstruktion liegt darin, dass der Innenaum weich gestaltet werden kann, um den
intrazelluldren Transport zu erleichtern ,wihrend die Schale fiir die mechanische Stabilitét

sorgt.
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Zentrosom

[ZentroMechStabil ]

Figure 29.4

(ehem. Abb 29.6)

Mechanische Stabilisierung der Zellen mit viskoplastischem zytoplasmatischen Raum
durch aktive Kopplung der Mikrotubuli an den Aktinkortex. Das System der Mikrotubuli ist
mechanisch iiber das Zentrosom miteinander gekoppelt, kann aber nur Zugkréfte iibertragen.
Die mechanische Stabilitét erhélt die Zelle durch aktive Kopplung der MT an den
viskoelastischen Aktinkortex. Diese kdnnte durch den Motorkomplex Dynactin (DA) oder
andere Vernetzer vermittelt werden. Der Einsatz links oben zeigt ein Modell der Kopplung
der MT an die Aktinfilamente (A). Diese werden iiber Talin und moglicherweise auch

Myosin-I Motoren an die Zellrezeptoren (R) der Membran (M) gekoppelt. Bei den Federn (F)
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konnte es sich auch um MyosinlI-Biindel handeln die sehr gro3e tangentiale Krifte erzeugen
konnen. (Bild nach [Heinrich]

b) Orientierung der Zellen in Richtung maximaler Steifigkeit des Substrats. Diese wird
durch Federn unterschiedlicher Federkonstanten reprisentiert. Die externen Kréfte werden
durch Spannungsfasern kompensiert (nach I. Bischofs und U. Schwarz Proc. Natl. Acad.Sci.

USA 100,9274-9279).
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