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Zusammenfassung

Lebende Zellen bilden ein faszinierendes System, das sich erndhrt, wéchst,
sich selbst repliziert, selbstorganisiert und bewegt. Abhéngig vom Zelltyp
und den Umgebungsbedingungen kénnen unterschiedliche Arten der Be-
wegung identifiziert werden. Dictyostelium discoideum, eine spezielle Art
aus der Klasse der Schleimpilze, kriecht auf festen Unterlagen durch die
Ausbildung und das Zuriickzichen von Ausstiilpungen am Leitsaum der
Zelle. Die dabei entstehenden unregelmafligen Bewegungsmuster werden
als amoboidale Bewegung charakterisiert.

Eine entscheidende Rolle bei der Bewegung von Zellen spielt das Zy-
toskelett, ein hochdynamisches Netzwerk fadenférmiger Polymere, das
sich dauerhaft auflerhalb des thermodynamischen Gleichgewichts befin-
det. Viele experimentelle Ergebnisse der letzten Jahre deuten darauf
hin, dass die Entstehung der Ausstiilpungen durch Polymerisation von
Aktinfilamenten, eines der Polymere des Zytoskeletts, hervorgerufen wird.
Bei der Organisation des Aktinnetzwerkes werden in diesem Zusammen-
hang propagierende Wellen beobachtet. Diese Wellen konnten fiir die
Organisation der einzelnen Komponenten des Zytoskeletts wiahrend der
Zellbewegung verantwortlich sein.

In der vorliegenden Arbeit untersuchen wir einen spezifischen Mecha-
nismus zur Erzeugung spontaner Wellen im Kontext der Zellbewegung.
Ein wichtiger Aspekt ist hierbei die Wechselwirkung der Polymerisati-
onswellen mit der Zellmembran, die mit Hilfe eines Phasenfeld-Ansatzes
untersucht wird. Neben den Zustédnden gerichteter Bewegung zeigen die
numerischen Losungen ein unregelméafliges Muster scheinbar zufalliger
Bewegung, das mit Spiralwellen in der Aktinverteilung verkniipft ist.
Diese Art der Fortbewegung erinnert stark an die Bewegung kriechender
Zellen und wurde in Dictyostelium discoideum und dendritischen Zellen
experimentell beobachtet. Weiterhin lasst sich konstatieren, dass amoéboi-
dale Bewegung im Wesentlichen durch die deterministische, chaotische
Dynamik der Aktinfilamente hervorgerufen wird. Wir zeigen dartiber
hinaus, dass die Zelle in der Lage ist, mit Hilfe spontaner Polymerisati-
onswellen des Zytoskeletts topographische Strukturen zu erspiiren und

ihre Bewegung durch die Geometrie der Struktur geleitet wird.
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Abstract

Living cells constitute a fascinating system that feeds, grows, replicates,
self-organizes and moves. Depending on the cell type and environmental
conditions, different kinds of motion can be identified. Dictyostelium
discoideum, a slime mold, can crawl on solid substrates using protrusions
along the cell periphery. The resulting irregular patterns of motion are
characterized as amoeboidal cell crawling.

The cell’s ability to crawl depends to a large extent on the cytoskeleton, a
highly dynamic network of filamentous polymers, that is constantly kept
out of thermodynamic equilibrium. A large number of recent experimental
evidence indicates that the protrusions result from polymerization of
actin filaments, one of the polymers of the cytoskeleton. Spontaneous
formation of actin polymerization waves has been observed. These waves
have been proposed to orchestrate the cytoskeletal dynamics during cell
crawling.

In this thesis we investigate a specific mechanism of actin wave generation
in the context of cell migration. An important aspect is the interaction
between polymerization waves and the cell membrane, which we study
using a phase-field approach. Numerical solutions show two distinct
modes of motion. Firstly, a state of directed motion and secondly, a
pattern of seemingly random motion that is connected to spiral actin
waves in the cell interior. This kind of motion is reminiscent of amoeboidal
cell crawling and has been observed experimentally in Dictyostelium
discoideum and dendritic cells. We show further that amoeboidal motion
results from a deterministic, chaotic dynamic of actin filaments and does
not require noise. In addition, we show that polymerization waves are
able to sense topographical structures and are capable of adapting the

cell’s motion to the constraints given by this environment.
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1 Einleitung

Lebende Zellen sind faszinierend. Alle Lebewesen vom kleinen Einzeller bis zu den Giganten
der Tier- und Pflanzenwelt bestehen aus Zellen als Grundbaustein jeglicher Form von
Lebens auf der Erde. Der Korper eines erwachsenen Menschen besteht aus iiber 100
Billionen Zellen und ihren Produkten. Erstmals verwendet wurde der Begriff ,,Zelle“ nach
der Erfindung des Lichtmikroskops 1665 durch Robert Hooke [1]. In den Jahren 1838/39
stellten der Botaniker Matthias Schleiden [2] und der Physiologe Theodor Schwann [3] dann
fest, dass alle Lebewesen aus Zellen bestehen. Heute, etwa 180 Jahre nach der revolutionéaren
Entdeckung von Schleiden und Schwann, gibt es immer noch viele unbeantwortete Fragen
auf dem komplexen Bereich der Zellbiologie und jeder Aspekt der winzigen Zellstrukturen
wird minutiés untersucht. Die moderne Forschung kombiniert verschiedene Methoden
der Physik, Chemie und Biologie miteinander, um zu einem integrierten Verstdndnis der
elementaren Grundeinheit des Lebens zu gelangen. Gerade wegen der Komplexitdt von

Zellen ist eine physikalische Beschreibung zelluldrer Prozesse hdufig moglich und sinnvoll.

Die Zelle bildet ein bemerkenswertes Sys-
tem, das sich erndhrt, wéchst, sich teilt, auf
duflere Reize reagiert, sich selbst repliziert
und sich bewegt (vgl. Abb. [1.1)). Immunzel-
len bewegen sich beispielsweise zielgerichtet
auf Entziindungsherde zu und bilden die
erste Front fiir die Abwehr von Krankheits-
erregern. T-Lymphozyten, eine Gruppe von
weiflen Blutzellen, die der Immunantwort
dienen, bewegen sich durch den Organis-
mus, um die Antigene auf den Membranen

von Korperzellen auf krankhafte Verdnde-

rungen zu untersuchen und um so unter
anderem Krebszellen unschédlich zu ma- Abbildung 1.1: Eine wandernde Zelle aus dem
chen [5]. Auch bei Verletzungen machen Bindegewebe. Aus [4].

sich korpereigene Zellen auf den Weg, um

das betroffene Gewebe zu erneuern [6].



1 Einleitung

Abhéngig vom Zelltyp und den Umgebungsbedingungen kénnen dabei unterschiedliche
Arten der Bewegung identifiziert werden. Menschliche Immunzellen oder der Schleimpilz
Dictyostelium discoideum bewegen sich unregelméafig mit Hilfe von Ausstilpungen der
Zellmembran voran. Im Gegensatz dazu behalten Keratozyten, Hautzellen von Fischen,
im Wesentlichen wéhrend der Bewegung ihre charakteristische Zellform bei und bewegen
sich gerichtet. Die Bewegung einer Zelle ist ein komplexer Prozess und eréffnet zahlreiche
ungeklarte Fragestellungen. Wie genau funktioniert die Fortbewegungsmaschinerie von
Zellen zeitlich und rdumlich? Wie organisiert die Zelle ihre innere Struktur? Um diese
Fragen aus physikalischer Sicht beantworten zu koénnen, ist es notig, den biologischen
Aufbau einer Zelle zu verstehen. An der Bewegung einer Zelle ist das Zytoskelett, ein
hochdynamisches Netzwerk fadenformiger Proteine, mafigeblich beteiligt. Wie sich das
Zytoskelett dabei organisiert und auf duflere Reize wihrend dieses Prozesses reagiert ist

weitgehend unverstanden.

Das Zytoskelett lasst sich physikalisch als aktives, polares Gel aulerhalb des thermodyna-
mischen Gleichgewichts beschreiben und zeigt dynamische Phiénomene, die in passiven
Systemen unbekannt sind |7} [§]. Die Strukturbildung im Zytoskelett einer Zelle ist ein
beeindruckendes Beispiel fiir ihre Selbstorganisation. Zellen bewéltigen den hochkomplexen
Vorgang, bei dem aus unbelebten Molekiilen lebendige Strukturen erwachsen ohne steu-
ernde Instanz. Physikalisch bedeutet dies, dass das System als offenes System standig im
Energie-, Stoff- und Informationsaustausch mit seiner Umgebung steht. Als Selbstorgani-
sation bezeichnet man in diesem Zusammenhang das spontane Auftreten neuer Strukturen
und Verhaltensweisen, die sich fern vom energetischen Gleichgewicht befinden. Da die
zu Grunde liegenden Vorgénge von selbst ablaufen, wenn die erforderlichen Bedingungen

vorliegen, spricht man von Selbstorganisation.

Die Proteinfasern oder Filamente haben eine polare Struktur und geben dem Zytoskelett
eine spezifische Ausrichtung, die mitunter fiir die gerichtete Bewegung von Zellen wichtig
ist. Bisher gibt es nur wenige Hinweise darauf, wie Zellen sich selbst polarisieren [9]. Eine
entscheidende Rolle kénnten dabei jedoch Polymerisationswellen im Zytoskelett spielen.
Polymerisationswellen konnen spontan durch die Wechselwirkung von Filamenten und
speziellen Proteinen entstehen. Beispielsweise werden in Zellen propagierende Wellen
bei der Organisation des Aktinnetzwerkes unter Einfluss des Proteinkomplexes Arp2/3
beobachtet [10} |11}, 12} |13}, 14, |[15]. Diese womdglich spontanen Wellen stehen eng im
Zusammenhang mit der Fortbewegung von Zellen. Zytoskelettwellen wurden auch in
einigen theoretischen Arbeiten bereits beschrieben [16} |17 |18, [19].



1 Einleitung

Ziel dieser Arbeit ist es, das Verhalten des Zytoskeletts und den Zusammenhang zwi-
schen Zytoskelett und Zellbewegung besser zu verstehen. Dazu wird in einer theoretischen
Beschreibung das Verhalten des Zytoskeletts und die Auswirkungen spontaner Poly-
merisationswellen auf die Bewegung kriechender Zellen untersucht und ein moglicher

deterministischer Mechanismus beschrieben.

Im zweiten Kapitel werden zunéchst die fiir diese Arbeit relevanten biologischen Grundlagen
geschaffen. Nach einer allgemeinen Einfiihrung in die Biologie der Zelle, werden die einzelnen
Komponenten des Zytoskeletts vorgestellt und detailliert betrachtet. Anschlieend werden
verschiedene Arten der Zellbewegung charakterisiert. Ein Hauptaugenmerk liegt dabei auf
experimentellen Beobachtungen, die eng im Zusammenhang mit Polymerisationswellen

und der Zellbewegung stehen.

Das dritte Kapitel stellt verschiedene Moglichkeiten der physikalischen Beschreibung des
Zytoskeletts vor und diskutiert Vor- und Nachteile der jeweiligen Zugédnge. Anschlieend
wird im vierten Kapitel ein System aus Aktinfilamenten im Wechselspiel mit Nukleations-
proteinen in einem mesoskopischen Meanfield-Ansatz theoretisch beschrieben. Wir zeigen,

dass das System in der Lage ist, spontane Wellen zu erzeugen.

Zur Beschreibung eines Zellfragmentes oder einer Zelle wird im fiinften Kapitel der
Phasenfeld-Ansatz eingefiihrt. Wir begrenzen die Dynamik der Aktinfilamente auf das
Innere eines endlichen Gebietes, dessen beweglicher Rand die Zellmembran darstellt. Die
neu erhaltenen dynamischen Gleichungen werden in Kapitel sechs analysiert. Unsere
numerischen Losungen zeigen unterschiedliche Formen der unregelmifligen Bewegung,
die mit der Entstehung von Polymerisationswellen in der Dynamik der Aktinfilamente
verkniipft werden kénnen. Das siebte Kapitel untersucht die Wechselwirkung zwischen
Polymerisationswellen und ihrer Umgebung. Auswirkungen einer strukturierten Oberfliche
sowie dufere Signale auf das System werden untersucht und in Bezug auf die resultierende

Bewegung der Zelle interpretiert.

Abschlieflend werden in Kapitel acht die Methoden und Ergebnisse unserer Untersuchungen

noch einmal im Hinblick auf die Situation in lebenden Zellen diskutiert.






2 Die Biologie der Zelle

Viele Vorgénge in der Zelle besitzen offenbar physikalische Aspekte. In diesem Kapitel
sollen zunéchst die fiir diese Arbeit relevanten biologischen Grundlagen gelegt werden,
um danach Mechanismen zelluldrer Vorgidnge physikalisch betrachten zu kénnen. Eine
ausfiihrliche Darstellung der grundlegenden Biologie der Zelle findet sich in [20} 21} 22,
23|, worauf ich mich, wenn nicht anders angegeben, in den nachfolgenden Abschnitten

beziehe.

2.1 Zwei verschiedene Zellarten

Die Zelle ist die kleinste Einheit, die unter geeigneten Bedingungen alle essentiellen Eigen-
schaften des Lebens zeigt. Jede Zelle stellt als strukturell abgrenzbares und selbsterhaltendes
System eine eigensténdige Einheit dar, die bestimmte gemeinsame Charakteristika auf-
weist: ihre Abgrenzung nach aufien erfolgt durch eine Zell- oder Plasmamembran, sie ist
komplexer organisiert als ihre Umgebung und die Energiespeicherung erfolgt in Form von

Adenosintriphosphat.

Unterscheiden lassen sich Zellen kategorisch in Prokaryoten und Eukaryoten, wobei sich
die Prokaryoten wiederum in die beiden Doménen Eubakterien und Archaeen unterteilen
lassen. Prokaryoten sind kugelig, stdbchenformig, quadratisch oder spiralférmig und haben
in der Regel eine Grofle von 1-5 um. Zu ihnen zéhlen alle Zellen, die keinen sichtbaren
Zellkern besitzen. Im Gegensatz zu den Eukaryoten, die einen durch eine Doppelmembran
vom umgebenden Zytoplasma abgegrenzten Zellkern besitzen, befindet sich die DNA als
Tréager der genetischen Information bei den prokaryotischen Zellen frei im Zytoplasma. Sie
sind von allen Zelltypen am einfachsten gebaut und besitzen keine membranbegrenzten
Organellen, subzelluldare Strukturen, die bestimmte Funktionen ausfithren. Unter den
Eukaryoten mit einer Gréfle von 10-30 pm subsumiert man alle Zellen, die einen sichtbaren
Zellkern besitzen, sowohl Einzeller wie Amoben und Hefen als auch Vielzeller, zu denen
Tiere, Pflanzen und Pilze gehoren. Eukaryoten haben gegeniiber den Prokaryoten eine
weitaus hohere strukturelle und funktionelle Komplexitéit entwickelt. Die wesentlichen
Bestandteile einer eukaryotischen Zelle sind der Zellkern und andere Zellorganellen, die

Zell- oder Plasmamembran, das Zytoskelett sowie bei pflanzlichen Zellen und einigen Pilzen
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zusatzlich die Zellwand (vgl. Abb. . Im Folgenden sollen die wichtigsten Zellorganellen

einer eukaryotischen Zelle kurz beschrieben werden.

Kernhiille

Ribosomen Kernplasma

Kem

Mitochondrium
. Nucleolus
Golgi-Apparat
Lysosom

Glattes
endoplamatisches
Retikulum
Mikrofilamente

Raues
endoplasmatisches
Retikulum

Peroxisom

Plasmamembran Centriol

Cytosol Mikrotubulus

Vesikel

Abbildung 2.1: Die wesentlichen Bestandteile einer eukaryotischen Zelle. Aus .

Das markanteste Organell ist der Zellkern oder Nukleus, das genetische Steuerzentrum
einer jeden Zelle. Umbhiillt von einer doppelten Kernmembran enthélt er die Desoxyri-
bonukleinsdure (DNA), den genetischen Code der Zelle. In ihm sind alle Informationen
fiir den Bau sdmtlicher molekularen Zellkomponenten gespeichert. Haufig ist auch ein
Kernkorperchen, der Nukleolus, erkennbar. Er enthélt einen speziellen Teil des Genoms
und ist an der Produktion der Ribosomen beteiligt, an denen Proteine geméafl des in der
DNA codierten Bauplans hergestellt werden. Weitere Bestandteile des Zellkerns sind das
Nukleoplasma, die Kernmatrix, die Chromosomen mit dem Chromatin und die Kernlamina,

die den Rand des Zellkerns innenseitig verstérken.

Alle anderen Zellorganellen {iben ebenfalls besondere Funktionen in der Zelle aus. Zu ihnen
gehoren beispielsweise die von einer Doppelmembran umgebenen Mitochondrien, die chemi-
sche Energie fiir die Zelle erzeugen. Durch die Oxidation von Nahrungsmolekiilen wie Zucker
und Fetten produzieren sie das energiereiche Molekiil Adenosintriphosphat (ATP). ATP ist
der grundlegende Kraftstoff, der die meisten Zellaktivitdten antreibt. Auch Chloroplasten,
die eine wichtige Rolle im Stoffwechsel einer pflanzlichen Zelle iibernehmen, sind mit einer
Doppelmembran umhiillt. Weitere Organellen mit einfacher Membranumhiillung sind das
Endoplasmatische Retikulum, das der Proteinbiosynthese dient, der Golgi-Apparat, der
fiir den Transport von Vesikeln zustidndig ist sowie Centriolen, Peroxisome und Lysosome,
deren Funktionen detailliert in erklart werden.

Die Zell- oder Plasmamembran stellt die &uflere Begrenzung der Zelle dar und besteht aus
einer Doppelschicht von Phospholipiden mit ein- und angelagerten Membranproteinen. Sie

spielt bei der Zellbewegung und Zellteilung eine Rolle und dient dem Austauschprozess



2.2 Das Zytoskelett

mit der dufleren Umgebung. Sie umschliet das Zytosol, den fliissigen Bestandteil des
Zytoplasmas, den man auch als ungeformten Restinhalt der Zelle bezeichnen kénnte. Es
enthalt zahlreiche kleine und grofle Proteine, die so dicht gedréingt sind, dass es weniger

die Eigenschaften einer wéssrigen Losung als vielmehr die eines Gels besitzt.

Das Zytoskelett ist ein Netzwerk aus Filamenten, die das Zytoplasma kreuz und quer
durchziehen. Es ist verantwortlich fiir die Organistation der Zelle im Raum, deren mecha-
nischen Eigenschaften und den Austausch von Information mit ihrer Umgebung. Da der
Aufbau des Zytoskeletts essentiell fiir das Verstédndnis der vorliegenden Arbeit ist, sollen
im néchsten Abschnitt seine wesentlichen Bestandteile und Aufgaben ausfithrlich erldutert

werden.

2.2 Das Zytoskelett

Damit Zellen korrekt funktionieren, miissen sie sich im Raum selbst organisieren und me-
chanisch, chemisch und moglicherweise auch elektrisch mit ihrer Umgebung wechselwirken.
Sie sind mechanisch stabil, besitzen eine ihrer Funktion angepasste Form und adaquate
innere Struktur. Alle Zellen miissen in der Lage sein, ihre inneren Komponenten neu zu
ordnen, wenn diese wachsen, sich teilen oder sich auf wechselnde Bedingungen einstellen.
Die zugrunde liegenden Prozesse und alle daran beteiligten Komponenten miissen zeitlich
wie rdumlich koordiniert und reguliert werden. Zellen haben diese regulatorischen Féhig-
keiten bis zu einem sehr hohen Grad entwickelt. Sie beruhen auf einem auflergewéhnlichen
Filamentsystem, dem Zytoskelett, welches die physikalischen Eigenschaften von Zellen

mafgeblich beeinflusst.

(A)
50 pm

Abbildung 2.2: Filamente des Zytoskeletts. Aktinfilamente (A) sind rot, Mikrotubuli (B) sind
griin und Intermediérfilamente (C) sind blau eingefarbt. Aus .
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Im Gegensatz zu einem knochernen Skelett ist das Zytoskelett eine duflerst dynamische
Struktur, die sich neu organisiert, sobald die Zelle ihre Form dndert oder auf ihre Umgebung
reagiert. Es besteht aus fadenartigen Polymeren, den Filamenten, die ein komplexes
Netzwerk bilden (vgl. Abb.[2.2)). Sie bilden ein dynamisches Geriist, das die Zelle stiitzt
und stabilisiert. Das Zytoskelett widersetzt sich Kraften von auflen, welche die Zelle
deformieren. Es bestimmt die Lage und Anordnung der Organellen und fungiert als
»,ochienennetz“, das die Wanderung von Substanzen und Organellen in der Zelle lenkt.
Dariiber hinaus erzeugt es Kréfte, mit dessen Hilfe sich Zellen fortbewegen, indem sie iiber
eine Oberflache kriechen oder in wassriger Umgebung schwimmen. Nicht zuletzt ist das

Zytoskelett ein unentbehrlicher Bestandteil des Zellteilungsmechanismus.

(A) (B) (D)

Abbildung 2.3: Verschiedene aktinhaltige Strukturen sind rot eingefarbt. Mikrovilli (A), kon-
traktile Biindel im Zytoplasma (B), Lamellipodien und Filopodien einer wandernden Zelle (C),
kontraktiler Ring wéahrend der Zellteilung (D). Aus .

Man unterscheidet drei verschiedene Arten von Proteinfilamenten im Zytoskelett. Jeder
Filamenttyp besteht aus anderen Untereinheiten und besitzt charakteristische mechanische
Eigenschaften. Aktinfilamente spielen eine entscheidende Rolle bei der Bewegung von Zellen
im Raum. Sie bilden die unterschiedlichsten Arten von Ausstiilpungen an der Zelloberflache,
wie flichenartige Lamellipodien und fingerartige Filopodien. Stabile Strukturen wie die
Mikrovilli der Biirstensaumzellen, die den Darm auskleiden, gehoéren ebenfalls zu den
moglichen aktinbasierten Formen wie kontraktile Biindel im Zytoplasma, die sich zusam-
menziehen konnen (vgl. Abb. . Beispiele fiir die Aufgaben von Aktinfilamenten sind
auch die Stabilisierung der dufleren Zellform sowie der intrazelluldre Transport. Weiterhin
ist Aktin gemeinsam mit Myosin ein zentraler Bestandteil des Kontraktionsapparates der
Muskeln [24]. Mikrotubuli {ibernehmen eine wichtige Rolle bei der Zellkernteilung (Mitose)
als auch bei der Zellteilung (Zytokinese). Auch sie sorgen fiir eine mechanische Stabili-
sierung der Zelle und ihrer dufleren Form sowie fiir Bewegungen und Transporte, z. Bsp.
von Vesikeln, innerhalb der Zelle. Zu den komplexen Mikrotubulus-Derivaten zéhlen u. a.
Cilien und Flagellen, die nicht nur fiir die Zellbewegung von grofler Bedeutung sind. Die

dritte Gruppe bilden die sogenannten Intermediérfilamente. Sie iibernehmen hauptséchlich



2.3 Drei Arten von Zytoskelettfilamenten

eine Stiitzfunktion und spielen bei der Zellfortbewegung eine untergeordnete Rolle. Seine
volle Funktionalitit entwickelt das Zytoskelett erst im Zusammenspiel mit zusitzlichen
Proteinen. Zu diesen gehoren z. Bsp. Motorproteine, die Kréfte und Spannungen erzeugen
konnen und das Verschieben von Zellorganellen entlang von Filamenten ermoglichen,
aber auch andere Proteine, wie der ARP-Komplex (engl. actin-related-protein), der den
Aufbau von Aktinfilamenten férdert und an der vorriickenden Seite einer wandernden Zelle

kontrolliert.

Physikalisch ldsst sich das Zytoskelett als aktives, polares Gel auflerhalb des thermodynami-
schen Gleichgewichts beschreiben [7,|8]. Durch die Hydrolyse von ATP wird stéandig Energie
in das System gepumpt. Somit befindet es sich dauerhaft auflerhalb des thermodynamischen
Gleichgewichts. Seine Eigenschaften &ndern sich dynamisch abhédngig vom intrinsischen
Zustand. Aktinfilamente, Mikrotubuli und intermediédre Filamente bilden ein aktiv getrie-
benes Netzwerk, was ihnen ermdglicht, sich schnell an neue Anforderungen an die Zelle
anzupassen. Die Vernetzungen bilden sich durch physikalische Wechselwirkungen im Gel
und kommen durch Verschlingungen der Filamente oder durch nicht-kovalente Bindungen
mit Verkniipfungsproteinen zustande. Neben dem daraus resultierenden viskoelastischen
Verhalten, spielt auch die Polaritdt der Filamente eine Rolle fiir die Eigenschaften des
Zytoskeletts.

2.3 Drei Arten von Zytoskelettfilamenten

In diesem Abschnitt wollen wir die bereits erwdhnten Proteinfilamente, auf deren Eigen-
schaften und molekularen Aufbau die vielfaltigen Funktionen des Zytoskeletts griinden,
ausfithrlicher betrachten. Jeder Filamenttyp hat charakteristische biologische Aufgaben,

mechanische Eigenschaften sowie eine jeweils eigene Dynamik.

2.3.1 Aktinfilamente

Aktinfilamente sind dynamische Strukturen, die laufend neu entstehen, umorganisiert und
wieder abgebaut werden. Durch Anbau oder Abbau von Untereinheiten kénnen sie schnell
verldngert oder verkiirzt werden. Man nennt diesen Prozess Polymerisation (Aufbau) und

Depolymerisation (Abbau).

Aktin ist ein im Laufe der Evolution hochkonserviertes 42 kDa schweres Protein, das in
monomerer Form als globuldres G-Aktin bezeichnet wird. G-Aktin ist ein kugelférmiges
Polypeptid, das oberhalb einer kritischen Monomerkonzentration und unter geeigneten
Bedingungen zu langen, biegsamen Filamenten von F-Aktin mit einem Durchmesser von

5-9 nm polymerisieren kann, wobei beim Auf- und Abbau ATP durch Hydrolyse verbraucht
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plus end actin molecule

plus end

(ADP when
in filament)

minus end

(A)

Abbildung 2.4: Aufbau eines Aktin-Monomers und eines Aktinfilamentes. (A) Schematisches
Modell eines Aktin-Monomers mit einem ATP-Nukleotid in der Mitte des Molekiils. (B) Helika-
les Aktin-Filament mit Plus- und Minus-Ende. (C) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
Aktinfilamentes. Aus .

wird. F-Aktin besteht aus zwei Stréangen von Aktinpolymeren, die zu einer rechtshindigen
Helix mit einer Windungshoéhe von 37 nm verdrillt sind (vgl. Abb. .

Die Persistenzlénge L}, von Aktinfilamenten betrégt ungefahr 17 um . Sie ist ein Maf} fiir
die Steifigkeit von Polymeren und gibt an, auf welcher Langenskala Richtungskorrelationen

typischerweise relevant sind. Sie wird definiert durch
(cos(AB)) = (t(s) - t(s + x)) = exp(—z/2Ly) ,

wobei 6 den Winkel zwischen den Tangentenvektoren t an das Filament im Abstand z
bezeichnet und s den Startpunkt. Da die Persistenzldnge von Aktinfilamenten und die
typische Grofe einer Zelle die gleiche Gréflenordnung haben, werden Aktinfilamente auch

als semiflexibel bezeichnet.

Bei der Bildung eines neuen Filamentes lagern sich die Untereinheiten zunéchst zu einem
Anfangsaggregat, dem Nukleationskeim, aus drei Monomeren zusammen. Dies ist der lang-
samste und damit der ratenlimitierende Schritt in der Entstehung von Aktinfilamenten, da
mindestens drei Monomere in der richtigen Orientierung aufeinander treffen miissen. Nach
Uberwinden dieser kinetischen Barriere werden weitere Monomere in eine wachsende Aktin-
Kette eingebaut. Da das mit den Aktinmonomeren assoziierte ATP erst nach Einbau in das
wachsende Filament hydrolisiert wird, besteht ein Aktinfilament tiberwiegend aus ADP-
und ADP-P;-Untereinheiten [26]. Das globuldre Aktin-Molekiil hat zwei unterscheidbare
Enden, die man als Plus- und Minus-Ende bezeichnet. Die Polymerisation der Monomere

erfolgt Kopf-an-Schwanz, d. h. es binden sich Enden unterschiedlicher Polaritdt aneinander.
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2.3 Drei Arten von Zytoskelettfilamenten

Diese Polaritét ist eine elementare Eigenschaft der Aktinfilamente und wesentlich fiir viele
Prozesse, an denen sie beteiligt sind. Alle Monomere in einem Polymer haben dieselbe

Orientierung, welche die Polaritdt des Filamentes definiert.

Sowohl am Plus als auch am Minus-Ende kommt es stindig zu Polymerisation und
Depolymerisation, d. h. zu An- und Ablagerung von Monomeren. Da die Raten fiir An-
und Abbau i. Allg. nicht gleich sind, kann es zu Lingendnderungen der Filamente kommen.
Solange die Konzentration an ATP-Monomeren hoch genug ist, polymerisieren beide
Enden des Filamentes. Sinkt die Konzentration, erfolgt der Einbau der Untereinheiten
aufgrund der hoheren Affinitdt nur noch am Plus-Ende, wohingegen der Einbau am
Minus-Ende zum Stillstand kommt. Bei weiterem Wachstum am Plus-Ende und sinkender
ATP-Monomerkonzentration iiberwiegt der Abbau von Untereinheiten am Minus-Ende bis
ein Zustand erreicht wird, an dem Polymerisation und Depolymerisation an beiden Enden

einen stationdren Zustand erreichen.

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung einer ,, Treadmilling,“-Dynamik. Am Minus-Ende 16sen
sich die Untereinheiten ab, fiilllen den Monomer-Pool auf und werden am Plus-Ende wieder
eingegliedert.

Dieser Effekt fithrt zu einer Beobachtung, die man als ,, Treadmilling” bezeichnet |21}
27). Wegen der bereits erlduterten strukturellen Unterschiede der beiden Filamentenden
kann die Rate fiir das Hinzufiigen von Untereinheiten fiir das Plus-Ende viel hoher sein
als fiir das Minus-Ende. Dadurch werden Untereinheiten schneller am Plus-Ende als am
Minus-Ende angelagert. Im Mittel wéchst das Filament am Plus-Ende und schrumpft am
Minus-Ende, verursacht durch unterschiedliche Polymerisierungsraten an beiden Enden.
Jede Untereinheit wandert folglich vom Plus-Ende iiber die ganze Léange des Filamentes zum
Minus-Ende, ohne dass sich dabei die Gesamtlinge des Filamentes andert (s. Abb. .

Fiir den Quotienten der unterschiedlichen Polymerisations- und Depolymerisationsraten

vt

* und vT an Plus- und Minus-Ende eines einzelnen Filamentes gilt [28]

vy vt < AG)
2 =2 —exp|—=] .
I/d_ l/ér P kgT

wobei kp die Boltzmann-Konstante und AG die Differenz der freien Energie zwischen

11
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gebundenem und ungebundenem Zustand eines Monomers bezeichnet. Wachst das Filament
am Plus-Ende schneller als es am Minus-Ende schrumpft, so folgt daraus, dass v} >
vy - Insgesamt verschiebt sich daher das effektive Verhaltnis zwischen Wachstums- und
Schrumpfraten des Filamentes, wodurch der Eindruck entsteht, das Filament wandere

durch das Zytosol, ohne dass sich die einzelnen Bausteine bewegen miissen.

Die Aktin-Dynamik ist sehr komplex. In vitro Experimente haben gezeigt, dass Aktin-
filamente am Plus-Ende schneller wachsen, wahrend die Verldngerung am Minus-Ende
langsamer erfolgt [29]. Es zeigt sich, dass die Polymerisations- und Depolymerisationsraten
fiir ein Aktinmonomer, das sich an ein Filament bindet oder von ihm 16st, von mindestens
sieben Faktoren abhidngen. Neben den unterschiedlichen An- und Ablagerungsraten in
Abhéngigkeit des Filament-Endes, unterscheiden sich beide Raten auch darin, ob an der
Aktin-Untereinheit Nukleotide (ATP, ADP, ADP-Pi) angebunden sind. ATP-Aktin fiigt
sich an beiden Enden am schnellsten an und 16st sich vom Minus-Ende am schnellsten
ab. Daher ist die Wahrscheinlichkeit, ATP-Aktin am Plus-Ende zu finden gréfler als am
Minus-Ende. ADP-Aktin 16st sich vom Plus-Ende am schnellsten ab. Auch die an das
bestehende Filament gebundenen Nukleotide spielen eine Rolle. Die Wahrscheinlichkeit,
dass ein weiteres Monomer gebunden wird, bevor das ATP-Molekiil am Filament-Ende
hydrolisiert wurde, ist am Plus-Ende sehr viel grofler als am Minus-Ende. Das fiihrt dazu,
dass sich am Plus-Ende Bereiche aus ATP-Aktin bilden [30, 31]. Weitere Einflussfaktoren
sind das Alter der Filamente und der Einfluss von aktinbindenden Proteinen (s.u.). Nach
Kueh et al. existieren in vitro zwei Populationen von Aktinfilamenten mit signifikant
unterschiedlichen Schrumpfraten [32]. Filamente, die gerade erst polymerisiert wurden,
l6sen sich schnell wieder auf. Mit einer Geschwindigkeit von 1,8 Monomere/s geschieht
dies iiberwiegend vom Plus-Ende her. Lange Filamente dagegen gehen in einen stabilen
Zustand iiber und bauen sich langsamer, bevorzugt vom Minus-Ende her, wieder ab. Hier

werden Geschwindigkeiten von 0,1 Monomere/s gemessen.

Viele Proteine in einer Zelle binden an Aktin, verdndern seine Eigenschaften und be-
einflussen das Gleichgewicht zwischen monomerer und polymerer Form (vgl. Abb. [2.6).
Das Gleichgewicht kann lokal in einem bestimmten Abschnitt der Zelle durch Anderung
der Bedingungen in Richtung des Auf- oder Abbaus verlagert werden. Thymosin, das als
kleines Protein im Zytosol vorliegt, reguliert die Aktinpolymerisierung. Es verhindert durch
Binden an die Aktinmonomere das Anlagern an ein Filament und sorgt so dafiir, dass stets
ein Vorrat an Monomeren im Zytosol zur Verfiigung steht, bis sie bendtigt werden [33]. Die
Bildung eines neuen Aktinfilamentes kann ebenfalls iiber Proteine beschleunigt werden.
Aktinverwandte Proteine (ARP) katalysieren beispielsweise die Nukleation von Aktinfila-
menten und kontrollieren somit den Aktinaufbau an der vorriickenden Seite einer Zelle [10].
Als bekanntester Vertreter gilt der ARP2/3-Proteinkomplex, der aus Arp2, Arp3 sowie fiinf

12
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Abbildung 2.6: Aktinbindende Proteine steuern die Eigenschaften und das Verhalten von Aktin-
filamenten. Aktin ist rot, die aktinbindenden Proteine griin dargestellt. Aus .

anderen Proteinen besteht. Durch Aktivierung dndert sich die Konformation des gesamten
Komplexes und es entsteht eine Matrix, an die sich die Monomere anlagern kénnen. Der

geschwindigkeitsbegrenzende Schritt bei der Filamentkondensation wird so beschleunigt

(vgl. Abb. [2.7).

Proteine, wie Profilin oder Formin, kénnen die Rate fiir die Nukleation bzw. Polymeri-
sierung beeinflussen. Sie steuern so die Lénge des Filamentes . Gibt man
zu polymerisierenden Aktinfilamenten in einer zytoplasmatischen Umgebung die Proteine
Koronin, Kofilin und Aipl, wird ein Auflésen der Filamente, beginnend mit einem plotzli-

chen Aufbrechen, beobachtet . Dieses Aufbrechen kann sowohl von den Filamentenden

activating
fac .
tor ) minus plus
other proteins '

Arp3
inactive Arp2 actin nucleated actin filament

ARP complex active ARP complex monomers

Abbildung 2.7: Modell fir die Keimbildung zur Filamentbildung durch den ARP-Komplex. Der
geschwindigkeitsbegrenzende Schritt zur Filamentkondensation wird so umgangen. Aus .
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2 Die Biologie der Zelle

her geschehen, aber auch mitten im Filament auftreten. Kofiline sind von Bedeutung
an Stellen, an denen sich der Aufbau des Zytoskeletts dynamisch wandelt. Der durch
Kofilin induzierte Abbau von Filamenten ist entscheidend fiir ein gerichtetes Wachstum
des Aktinnetzwerkes und damit fiir das Kriechen von Zellen in eine Richtung. In Abbil-
dung [2.8]ist eine zeitaufgeloste Fluoreszenzabbildung zu sehen, in der man das Aufbrechen
und anschlielende Auflésen eines einzelnen Filamentes beobachten kann. Das Ereignis,
dass Filamente spontan um grofle Strecken schrumpfen oder vollstdndig depolymerisieren,
wird als ,Katastrophe“ bezeichnet. Uber die Wechselwirkung von Aktinfilamenten mit

Proteinen kann das Zytoskelett neu geordnet werden und die Umordnungsvorgénge dienen

als Voraussetzung zur Steuerung dynamischer Vorgénge .

n v " ! : !!al
201 30] 40 110

Abbildung 2.8: Aufbrechen von Aktinfilamenten bei Anwesenheit von Kofilin, Coronin und Aipl.
Zeitaufgeloste Fluoreszenzaufnahme eines einzelnen Aktinfilamentes. Das Filament verkiirzt sich
und verschwindet nach 110s aus dem Beobachtungsgebiet. Aus .

Ebenso kann Aktin durch die Erzeugung von Spannungen zur Beweglichkeit einer Zelle
beitragen. Peskin et al. formulierten eine Theorie, welche die Ausiibung einer axialen
Spannung durch wachsende Polymere beschreibt. Sie zeigen, dass durch das Hinzufiigen
eines Monomers am wachsenden Ende, das Polymer die freie diffusive Bewegung eines
Objektes vor sich dndern kann. Dieser Prozess produziert eine axiale Kraft, indem die freie
Energie der Polymerisation genutzt wird, um die andererseits thermischen Fluktuationen
der Last in eine Richtung zu lenken. Das Modell geht davon aus, dass das Polymer unendlich
starr ist und dass einzig die Brownsche Bewegung der Last einen geniigend groBen Abstand
zwischen Last und Filamentende erzeugt, so dass neue Monomere eingefiigt werden kénnen.
Die Geschwindigkeit hiangt folglich iiber den Diffusionskoeffizienten von der Grofie der
Last ab . Mogilner et al. haben dieses Modell dann verallgemeinert und darin auch die
Elastizitéit eines Polymers mitberiicksichtigt [40].

2.3.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli sind lange Rohren mit einem &ufleren Durchmesser von 25nm und einer

Wandstarke von 4 nm. Genau wie Aktinfilamente sind Mikrotubuli aus Untereinheiten
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2.3 Drei Arten von Zytoskelettfilamenten

aufgebaut, den sog. Tubulin-Molekiilen, die zunéchst ein Protofilament bilden. Der zylin-
derférmige Mikrotubulus wird dann aus meist 13 parallelen Protofilamenten aufgebaut, die
leicht gegeneinander verschoben sind. Durch diesen Aufbau sind sie relativ steif und haben
eine Persistenzldnge von ungefihr 2 mm . Die globuldren 55kDa schweren Tubulin-
Untereinheiten lassen sich in o~ und S-Tubulin unterscheiden. Die beiden Typen sind im
Filament derart aufgereiht, dass sie stets einen Heterodimer aus zwei ungleichen Bestand-
teilen bilden. Wie bei den Aktinfilamenten entsteht so auch hier eine strukturelle Polaritét,
dadurch ausgezeichnet, dass sich am Plus-Ende eine Reihe von S-Tubulin-Molekiilen
und am Minus-Ende eine Reihe von a-Tubulin-Molekiilen befindet, die fiir Wachstum
und Bewegungsrichtung von Bedeutung sind. (vgl. Abb. 2.9). Analog zur Funktion des
ARP-Komplexes keimt der 7-Tubulin-Ringkomplex (v-TuRC) Mikrotubuli von ihrem
Minus-Ende aus und ermoglicht ein schnelles Wachstum an ihrem Plus-Ende. Der 4-TuRC
dient als Matrize fiir die Zusammenlagerung der typischerweise 13 Protofilamente und
ist an einer bestimmten Stelle, dem Mikrotubuli organisierenden Zentrum (MTOC) lo-
kalisiert. Die Bedeutung der Nukleation als allgemeines Ordnungsprinzip in Zellen wird
dadurch hervorgehoben, dass zwei unterschiedliche Filamentsysteme die gleiche Strategie

zur Keimbildung benutzen.

B-tubulin

& B
a

tubulin heterodimer
(= microtubule subunit)

protofilament

i
H

i 11 minus
i1 end
ohad

- oo EEDER
(R) a-tubulin (C) microtubule (D) IWJ

Abbildung 2.9: Aufbau eines Tubulinheterodimers und Mikrotubuli. (A) Tubulinheterodimer aus
den beiden globuldren Proteinen a- und S-Tubulin. (B) Schematischer Aufbau eines Protofilaments
aus a- und S-Tubulin. (C) Mikrotubulus, gebildet aus 13 Protofilamenten. Aus .

Die Mikrotubuli wachsen durch Polymerisation von freiem Tubulin und zerfallen auch
wieder in Untereinheiten. Damit die Tubulin-Dimere polymerisieren kénnen, ist Gua-
nosintriphosphat (GTP) nétig. Das GTP wird nach Einbau eines neuen Dimers in den
Mikrotubulus zu Guanosindiphosphat (GDP) hydrolisiert. Erfolgt das Mikrotubuliwachs-

tum sehr schnell, entsteht am Plus-Ende eine Kappe aus GTP-Tubulin-Untereinheiten. In
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der Folge vergroflert sich der wachsende Mikrotubulus immer weiter. Durch eine spontane
Reaktion kann es jedoch vorkommen, dass GTP am freien Mikrotubulusende hydrolisiert
wird und eine GDP-Tubulin-Untereinheit entsteht. Durch diese Konformationsinderung
entstehen mechanische Spannungen, die das gesamte Filament destabilisieren. Es beginnt
rasch zu schrumpfen und kann sogar génzlich verschwinden. Man spricht von einer dynami-
schen Instabilitdt. Dariiber hinaus kénnen durch die Polymerisation und Depolymerisation
von Mikrotubuli Spannungen erzeugt werden, die fiir die verschiedensten Formen der
Zellbewegung von Bedeutung sind. Die Bewegung der Chromosomen bei der Mitose hangt
beispielsweie sowohl von der Polymerisation als auch der Depolymerisation von Mikrotubuli
ab [42].

Xo Yo

P SRSy S AP S S R

X

Abbildung 2.10: Analyse der Mikrotubuli Kriimmungsprofile. Die offenen Quadrate zeigen die
Mikrotubuli-Positionen, aufgenommen in einem 12 s Intervall. Die gestrichelte Linie auf der linken
Seite markiert die Position der Wachstumskeime, die auf der rechten die Position der Wand. Die
durchgezogene Linie ist eine Anpassung an die Form der Mikrotubuli. Aus [43].

Die Kraft, die einzelne Mikrotubuli erzeugen kénnen, wurde von Dogterom et al. gemes-
sen [43]. Dazu wurden die Mikrotubuli mit einem Ende an ein Substrat angeheftet, so dass
das freie Ende gegen eine unelastische Wand polymerisieren konnte. Einige Mikrotubuli
bewegten sich beim Auftreffen auf die Wand, bedingt durch kleine UnregelméBigkeiten in
der Form, nicht seitwérts zu ihr weiter. Diese Mikrotubuli kriimmen sich, wahrend sie mit
einem Ende an einem festen Punkt mit der Wand verbunden bleiben. Sowohl die Amplitude
als auch die Richtung der Kraft, die von jedem Mikrotubulus auf die Wand ausgeiibt wird,

werden somit durch die elastischen Riickstellkrifte der gekrimmten Filamente festgelegt.

Aus den Messdaten bestimmte man sowohl die Kraft auf das Ende eines Mikrotubulus
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Abbildung 2.11: Durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeit von Mikrotubuli als Funktion der
Kraft. Auf der unteren x-Achse ist der Wert der normalisierten Kraft f,,/x, wobei k die Steifigkeit
ist, aufgetragen. Auf der oberen x-Achse ist die absolue Kraft aufgetragen und auf der y-Achse die
mittlere Geschwindigkeit. Die durchgezogene Linie ist eine exponentiell abfallende Anpassung an
die Daten. Aus [43].

als auch die Wachstumsgeschwindigkeit. Die Wachstumsgeschwindigkeit nimmt von 1.2
pum/min bei verschwindender Kraft auf 0.2 pm/min bei einer Kraft von 3 bis 4 pN ab.
Die Kraft-Geschwindigkeits-Beziehung ldsst sich gut durch einen exponentiellen Abfall
annihern in Ubereinstimmung mit theoretischen Modellen (vgl. . Bei Kraft Null
héngt die Wachstumsgeschwindigkeit v lediglich von der Polymerisations- und Depolyme-
risationsrate der Mikrotubuli-Untereinheiten ab, v = 6 (ac — /3), wobei ¢ die hinzugefiigte
Mikrotubuli-Lange pro Dimer, ¢ die Tubulinkonzentration, o die Polymerisationsrate
und S die Depolymerisationsrate ist. Mit zunehmender Kraft erhédlt man eine Wachs-
tumsgeschwindigkeit v = 6 [avexp (— f,0/kpT’) ¢ — 3], wobei f,, die von der Wand auf die
Mikrotubuli ausgeiibte Kraft, kg die Boltzmann-Konstante und T die Temperatur ist
[43].

2.3.3 Intermediarfilamente

Neben den polaren Aktin- und Tubulin-Filamenten gibt es eine weitere Klasse von Filamen-
ten, die sogenannten Intermediérfilamente. Sie sind unpolar, haben einen Durchmesser von
etwa 10 nm und liegen damit zwischen den Aktinfilamenten mit 7nm und den Mikrotubuli

mit 24 nm Durchmesser. Thre Hauptaufgabe besteht darin, unter Spannung stehenden
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2 Die Biologie der Zelle

Zellen wie Muskelzellen, Neuronen oder Epithelzellen mechanische Festigkeit zu verleihen.

(A) e 5 S —y

a-helical region in monomer
NH, COOH

(B)

coiled-coil dimer

48 nm

NH; coon __ COOH
SR — —-.
—
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staggered tetramer of two coiled-coil dimers

—_———— = === .
)

two tetramers packed together

eight tetramers twisted into a ropelike filament

Abbildung 2.12: Modell eines intermedidren Filamentes. Im finalen 10 nm langen, reiflfesten
Filament sind die acht Tetramere in einer helikalen Struktur zusammengepackt. Aus .

Intermediérfilamente sehen aus wie Seile, die wiederum aus zahlreichen verdrillten lan-
gen Strangen zusammengesetzt sind. Die Stridnge bestehen aus fibrilliren Proteinen, die
eine globuldre aminoterminale Kopfdoméne, eine globuldre carboxyterminale Schwanz-
doméne und eine lang gestreckte stdbchenférmige Doméne besitzen. Ein ausgedehnter
a-helikaler Bereich im Monomer erlaubt es den Intermediérfilamenten stabile Dimere
in Form einer Superhelix-Struktur auszubilden. Je zwei dieser Dimere lagern sich dann
in entgegengesetzter Richtung zu einem Tetramer zusammen. Das endgiiltige Filament

bildet sich schlussendlich aus acht Tetrameren, die seilartig miteinander verdrillt sind (vgl.

Abb. ET2).

Bedingt durch diesen genuinen Aufbau sind die Intermediérfilamente sehr biegsam und
reififest. Intermediérfilamente sind im Gegensatz zu Aktinfilamenten und Mikrotubuli phy-
logenetisch wenig konservativ und werden in vielen Varianten exprimiert. Man unterscheidet
zwischen vier Gruppen von intermedidren Filamenten, die jeweils durch Polymerisierung
der entsprechenden Proteinuntereinheiten gebildet werden. Die erste Gruppe bilden die
sog. Kernlamina. Sie dienen der Verstdrkung der Kernmembran in eukaryotischen Zellen

und kommen im Zellkern vor. Zwei weitere Gruppen bestehen aus den Keratinfilamen-
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ten in Epithelzellen und den Neurofilamenten in Nervenzellen. Zur vierten Gruppe zahlt
man Vimentin und vimentinartige Filamente, die im Zytoplasma von Bindegewebszellen,

Muskelzellen und Gliazellen vorkommen [44].

2.4 Motorproteine

Motorproteine oder molekulare Motoren tragen wesentlich zur Dynamik und Funktionalitat
des Zytoskeletts bei. In diesem Abschnitt wird der Aufbau von Motorproteinen sowie
die Dynamik, die aus dem Zusammenspiel von Filamenten und Motoren resultiert, nédher

beschrieben.

Molekulare Motoren binden an die polaren Zytoskelettfilamente und wandeln chemische
Energie durch Hydrolyse von ATP in mechanische Energie um. Gleichzeitig binden sie
auch an andere Zellbestandteile wie Mitochondrien, Golgi-Apparat oder Sekretvesikel
und transportieren so diese Ladung entlang der Filamente. Differenzieren lassen sich die
verschiedenen Motorproteine im Filamenttyp, an den sie binden (Aktinfilamente oder
Mikrotubuli), in der Richtung, in die sie sich bewegen, und in der Art der Fracht, die sie
transportieren. Auch wenn sich die Strukturen der einzelnen Motorproteine unterscheiden,
besitzen sie doch eine gemeinsame Aufteilung. Sie bestehen aus einer Kopfdoméne, die
an ein entsprechendes Filament bindet und sich aktiv entlang diesem bewegen kann, und
einer langen Schwanzdomane, iiber die das Protein mit einer zu transportierenden Ladung
verbunden ist. Molekulare Motoren bewegen sich schrittweise von einer Bindungsstelle zur
néchsten und meist in eine bestimmte Richtung. Die dabei vorkommenden Konformations-
anderungen bilden einen mechanischen Zyklus gekoppelt an einen chemischen Zyklus, der

die Energie fiir die Motortétigkeit zur Verfiigung stellt.

N-terminus
coiled-coil of two o helices light chains Q
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Abbildung 2.13: Aufbau eines Motorproteins am Beispiel Myosin-II. Ein Myosin-II-Molekiil
besteht aus zwei identischen Subeinheiten, die am Schwanzende (C-Terminus) zu einer Helix
verdreht sind. Am Schwanzende kénnen Lasten gebunden werden, die durch die Bewegung des
Motors transportiert werden. Die beiden Képfe konnen sich an Aktinfilamente binden und sich
entlang dieser bewegen. Aus [21].

Man unterscheidet bei den linearen molekularen Motoren zwischen den drei grofen Gruppen
der Myosine, Kinesine und Dyneine. Myosine sind molekulare Motoren, die mit Aktin-

filamenten zusammenwirken. Zunachst wurde Myosin als Motorprotein in Muskelfasern
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2 Die Biologie der Zelle

identifiziert als Protein-Bestandteil im Sarkomer, den kontraktionsfahigen Abschnitten
der Myofibrillen, wobei ein Biindel von Myofibrillen eine Muskelfaser bildet. Ein Molekiil
dieses sogenannten Myosins-II besteht aus zwei schweren Ketten und zwei identischen
Untereinheiten aus je zwei leichten Ketten. Schwere Ketten bestehen aus einer globuldren
Kopfregion (N-Ende), gefolgt von einer sehr langen Aminosaurensequenz, die einen Doppel-
wendel bildet und zur Dimerisation der schweren Kette fithrt (vgl. Abb. . Myosin-II
wandert immer in Richtung des Plus-Endes eines Aktinfilamentes. In der grofien Familie

der Myosine gibt es mindestens 37 deutlich zu unterscheidende Unterfamilien.
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Abbildung 2.14: Prinzipielle Funktionswei-
se molekularer Motoren hier am Beispiel von
Myosin-II dargestellt. Myosin bindet an ein
Aktinfilament. Anschlielend fiihrt die Kopf-
domaéne einen Kraftschlag unter Hydrolyse
von ATP zu ADP aus. Der Kopf bindet da-
bei wieder an das Filament, allerdings weiter
in Richtung des Plus-Endes. Die transpor-
tierte Last wird {iber die Schwanzdoméne
mitgefithrt. Aus [21].
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Das aktuelle Verstdndnis der Funktionsweise molekularer Motoren kann man beispielhaft
an einem Bewegungszyklus von Myosin (vgl. Abb. erkldren. Zunéchst bindet ein
ATP-Molekiil an den Myosinkopf, was ein Losen des Motors vom Filament, an dem die
mechanische Kraft erzeugt wird, zur Folge hat. AnschlieSend wird ATP zu ADP und P;
hydrolysiert. Das ADP und die Phosphatgruppe bleiben solange mit dem Kopf verbunden,
bis dieser sich wieder an das Filament bindet. Das Myosin befindet sich jetzt in einem
energiereichen Zustand und ist zu spontanen Bewegungen in der Lage. Es heftet sich wieder

an das Aktinfilament an und die Phosphatgruppe wird freigesetzt, was zu einer energetisch
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2.4 Motorproteine

angetriebenen Konformationsidnderung des Molekiils fithrt. Diese Konformationséinderung
16st den sogenannten Kraftschlag aus. Der Kopf kehrt in seinen urspriinglichen Zustand
zuriick und zieht die Schwanzdoméne mit in Richtung des Plus-Endes. Auf die Freisetzung
des gebundenen ADP folgt dann die Bindung eines neuen ATP-Molekiils an den Myosinkopf.
Durch wiederholtes Ausfiihren dieser Schritte transportiert der Motor Lasten zu einem

Ende des Filaments.

Neben der Schrittgrofle kann auch die durch den Motor aufgewendete Kraft mit Hilfe
des Prinzips von Mikronadeln oder der Rasterkraftmikroskopie gemessen werden [45].
Das aufgestellte Hebelarm-Modell erklért, wie kleine Konformationsédnderungen in der
Motordoméne zu den resultierenden Verschiebungen in der Gréflenordnung einiger nm

fithren konnen [46].

Kinesine und Dyneine sind molekulare Motoren, die mit Mikrotubuli als Schienensystem
funktionieren. Kinesine bilden Tetramere aus je zwei gleichartigen leichten und schweren
Ketten. Jedes Kinesinmolekiil besitzt ein Paar globuldrer Kopfe, einen Hals, einen stab-
chenférmigen Stiel und einen facherférmigen Schwanz. Wie Myosin wandert auch Kinesin
zum Plus-Ende des Filamentes. Die Geschwindigkeit der Kinesine ist proportional zur
ATP-Konzentration und liegt maximal bei 1 um/s. Thre Bewegung ist stark prozessiv, d. h.
der Motor wandert iiber betréchtliche Entfernungen an ein und demselben Mikrotubulus

entlang ohne sich zu l6sen.

Die Bewegung von Dynein ist im Gegensatz zu Myosin und Kinesin in Richtung des
Minus-Endes eines Filamentes ausgerichtet. Man unterscheidet grundséatzlich zwischen
zytoplasmatischem und axonalem Dynein. Zytoplasmatische Dyneine sind schwere Homodi-
mere mit zwei Motorkopfen, wohingegen axonale Dyneine Heterodi- bzw. Heterotrimere mit
zwei bis drei Motorkopfen bilden. Unter axonalem Transport versteht man den Transport
im Axon einer Nervenzelle. Er dient dem Stoffaustausch zwischen perinukledrem Bereich
und den Synapsen am Ende der Dendriten und Neuriten. Mit einer Motorgeschwindigkeit
von 14 um/s ist Dynein der schnellste bekannte molekulare Motor. Er sorgt u. a. fir die

Bewegung von Cilien und Flagellen.
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2.5 Selbstorganisierte Strukturen in der Zelle

In eukariotischen Zellen ist die Organisation der intrazellulairen Architektur weitgehend
durch das Miteinander aller Komponenten festgelegt und die Zelle ist in der Lage selbst-
organisierte Strukturen zu bilden. Besonders bemerkenswert ist hierbei die Vielseitigkeit
der Muster, die vom Zytoskelett erzeugt werden konnen . Motorproteine und Filamen-
te haben einen wesentlichen Anteil an der Bestimmung der endgiiltigen Struktur eines
Musters . Wie ihre Konzentration und Verteilung genau zu dem Entstehungsprozess
beitragen, ist nicht bekannt. Allerdings kénnten Parameter wie die Geschwindigkeit ver-
schiedener Motoren, ihre Prozessivitdt oder die Zeit, in der sie an ein Filament gebunden
sind, die Musterbildung im stationédren Zustand beeinflussen. Untersuchungen von Surrey
et al. zeigen, dass Motorproteine, die sich zum Plus-Ende bewegen, und Mikrotubuli
sich selbstorganisieren koénnen . Sie erzeugen Strukturen wie Vortices und As-
tern. Die Strukturen, wie in Abbildung gezeigt, entwickeln sich 10 bis 20 Minuten
nach der Zugabe von Kinesin zu Tubulin bei nicht verschwindender Konzentration von
Adenosin-5-Triphosphat (ATP) und Guanosin-5-Triphosphat (GTP). Bei geringen Motor-
konzentrationen bleiben die Mikrotubuli zuféllig orientiert. Bei mittleren Konzentrationen

kommt es zur Bildung von Vortices, bei héheren zur Asterbildung.

Ein Beispiel fiir die Selbstorganisation des Zytoplasmas findet man in Melanophoren.
Melanophoren sind Hautzellen von Reptilien und Fischen, die es ihnen erlauben, ihre
Farbe zu dndern. Auf diese Weise kénnen Tiere sich vor ihren Rdubern verstecken oder
verhindern, von ihrer Beute gesehen zu werden. Das Zytoplasma der Melanophoren enthélt

Farbpigmentkornchen, die sich in der Zellmitte anhdufen, wenn sich die Farbe d&ndern

One motor

Kinesin

0.8

—
Motor concentration (uM)

Abbildung 2.15: Dunkelfeldmikroskopie von Mikrotubuli-Mustern, hervorgerufen durch Kinesin.
Die Konzentration der Mikrotubuli wird bei 16 pM gehalten. Zustéande: (a) stochastisch verteilt,
(b) Vortices, (c) Astern. Aus .
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Abbildung 2.16: Selbstorganisation von Mikrotubuli und Motoren in Fisch-Melanophoren. Dar-
gestellt ist die Pigmentverteilung in Melanophoren vor (oben) und nach (unten) der Zentrierung.
In der ringférmigen Struktur sind die Pigmente in der Zellmitte vereint. Aus .

soll, und sich wieder verteilen, wenn sich die urspriingliche Hautfarbung noch einmal
herstellen soll. Beobachtungen zeigen, dass die Organisation der Farbpigmentkdrnchen von
Mikrotubuli und molekularen Motoren und damit von der Organisation des Zytoskeletts
abhangt. Farbt man die Mikrotubuli in den Melanophoren ein, erkennt man, dass sich die
Filamente in Form einer Aster in der Zellmitte anordnen und die Farbpigmentkérnchen
mit Hilfe molekularer Motoren entlang dieser zur Zellmitte transportiert werden .

2.6 Aktinbasierte Zellbewegung

Viele eukaryotische Zellen kriechen auf festen Unterlagen, um sich auf Nahrstoffe oder
andere Zellen zuzubewegen, um Giftstoffe zu umgehen oder um auf externe Signale zu
reagieren . Dabei werden unterschiedliche Formen des Kriechens identifiziert, die in
diesem Abschnitt diskutiert werden. Eine zentrale Herausforderung auf dem Gebiet der
Zellbiologie ist es, zu verstehen, wie die Funktionen der unterschiedlichsten molekularen
Komponenten in der Zelle zusammenspielen, um komplexe Verhaltensmuster zu erzeugen.
Dazu gehoren der dynamische Auf- und Abbau von Zytoskelettfilamenten, die Regulation
und Modifikation ihrer Struktur durch Proteine und der Einfluss der Motoren, die entlang
der Filamente laufen und mit ihnen wechselwirken. Wie aber koordiniert die Zelle alle
diese Aktivitdten, um ihre Form zu definieren, sich zu teilen oder sich fortzubewegen?

Diese Fragen stellen eine wissenschaftliche Herausforderung dar. Im Folgenden sollen zwei
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2 Die Biologie der Zelle

Beispiele den Zusammenhang zwischen dem Aktin-Zytoskelett und der Zellfortbewegung

erlautern.

2.6.1 Aktinpolymerisierung als Krafterzeugungsmechanismus

Aktinfilamente sind héufig im Zusammenspiel mit molekularen Motoren fiir verschiedene
dynamische Vorgéinge verantwortlich. Aber auch ohne diese Motorproteine kann Aktin
durch Polymerisierung zur Bewegung von Zellen beitragen. Ein Beispiel dafiir ist das
Bakterium Listeria monocytogenes, das in die Zellen eines von ihm infizierten Organismus
eindringen kann und sich weitgehend der Immunabwehr entzieht. Listeria ist in der
Lage, Zeit und Ort der Aktivierung des notwendigen Bewegungsapparates zu regulieren.

Durch Polymerisierung von Aktinmonomeren unmittelbar hinter dem Zellkérper schieit es

Abbildung 2.17: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer mit Listeria monocytogenes infizierten
Zelle. Aktinfilamente bilden einen Kometenschweif hinter der Zelle. Aus .

raketenartig durch das Zytoplasma der infizierten Zelle. Ausgelost durch extrazelluldre
Signale, wird der bereits beschriebene Arp2/3-Komplex von Oberflichenproteinen des
Bakteriums aktiviert, der dann das Wachstum von neuen Aktinfilamenten bewirkt . In
Abbildung erkennt man die Aktinfilamente, die sich hinter der Bakterienzelle bilden
und sie durch das Zytoplasma schieben. Durch stetiges Hinzufiigen von neuem Aktin an
der Oberfliche entfernt sich das bereits polymerisierte Netzwerk von dieser und wird dabei
deformiert. Es entstehen so Spannungen, die eine Kraft auf das Bakterium ausiiben. Reifit
das Netzwerk an einer Stelle auf, so wirkt auf das Bakterium eine resultierende Kraft,
die es vorantreibt. Die durch Polymerisierung eines verzweigten Aktinnetzwerkes erzeugte
Schubkraft ist ein Beispiel fiir eine Form der Zellbewegung [53].

2.6.2 Kriechbewegung von Zellen

Viele Zellen konnen sich durch Kriechen fortbewegen. Neutrophile Granulocyten, die
zu den weiflen Blutkoérperchen zahlen, kénnen durch Gewebe kriechen und Bakterien
ausfindig machen, um sie zu zerstéren. Die von Bakterien freigesetzten und durch das

Gewebe diffundierenden Molekiile wechselwirken chemotaktisch mit Rezeptoren auf der
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2.6 Aktinbasierte Zellbewegung

Zelloberfliche und koénnen somit Verdnderungen im Aktinnetzwerk auslésen, die die
Immunzelle bewegen. Bei einer sich entwickelnden Nervenzelle spielt das Aktin-Zytoskelett
ebenfalls eine Rolle. Die vorriickende, aktinreiche Spitze, der sog. Wachstumskegel einer
Nervenzelle, hilft die Umgebung zu priifen und den Weg zum Zielgebiet zu finden. Sie tastet
mit ihren Fortsétzen ihre unmittelbare Umgebung ab. Trifft sie dabei auf anziehende oder
abstoflende Signale, richtet sich das Wachstum des Axons in Richtung und Geschwindigkeit
danach aus. Fernwanderungen sind fiir den Aufbau des gesamten Nervensystems zustandig.
Es ist interessant, dass sich die Immunzellen und Nervenzellen das intrinsische dynamische
Verhalten des Zytoskeletts und damit auch die Dynamik von Aktin zu eigen machen und
verstiarken, um groffiraumige Strukturen zu erzeugen, die das Verhalten der ganzen Zelle
bestimmen [54]. Dennoch ist es weitgehend unbekannt, wie genau das Aktinnetzwerk in

laufenden Zellen organisiert wird.
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Abbildung 2.18: Bewegungszyklus einer Zelle beim Kriechen {iber eine Unterlage. Aus [21].

Das Kriechen von Zellen beruht auf der aktinreichen Rinde unter der Plasmamembran,
die als Zellcortex bezeichnet wird. Dort sind Aktinfilamente durch aktinbindende Proteine
zu einem Geflecht verkniipft, das in der Lage ist, sehr viele Moglichkeiten fiir Formen und
Bewegungen zu realisieren. Bei der Kriechbewegung spielen drei grundsétzliche Vorgan-
ge eine Rolle, die nachfolgend erldutert werden sollen: die Bildung von Ausstiilpungen
durch aktinreiche Strukturen an der Spitze der Zelle, das Anheften an die Unterlage und
eine Zugbewegung, mit der das Zytoplasma vorwarts gezogen wird. Zuerst wird ein Teil
der Zelloberfliche in der Fortbewegungsrichtung ausgestreckt und setzt die Bewegung in
Gang. Krifte, die durch Aktinpolymerisierung hervorgerufen werden, schieben dabei die

Plasmamembran einer Zelle nach vorne und bilden neue Bereiche des Aktincortex. Dieses
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Vorstiilpen des Leitsaumes kann unterschiedlich strukturiert sein. Man differenziert je
nach Art der Anordnung und Organisation der Aktinfilamente zwischen Pseudopodien,
Lamellipodien und Filopodien. Pseudopodien werden von Neutrophilen und Amoben
gebildet und sind dreidimensionale Ausstiilpungen gefiillt mit Aktinfilamenten. Filopodien,
die von Fibroblasten und Neuronen ausgebildet werden, sind meist eindimensionale Struk-
turen aus gebiindelten Aktinfilamenten. Lamellipodien sind zweidimensionale Strukturen,
die ein Netzwerk aus Aktinfilamenten in einer Ebene parallel zum festen Untergrund
enthalten. Die Ausstiilpung heftet sich dann in einem zweiten Schritt mit einem Teil ihrer
Unterseite an den Untergrund an und bildet temporire Befestigungspunkte. Anschliefend
wird der Hauptteil der Zelle iiber die Adhéisionskontakte hinweg vorwérts gezogen. Die
vom Leitsaum gebildeten Befestigungspunkte dienen als Ankerpunkte, die es der unter
Spannung stehenden Zelle ermoglichen, Kréfte auf die Unterlage auszuiiben und ihren
Kérper vorwérts zu ziehen. Die Adhésion zur Unterlage ist besonders wichtig fiir jede Art
des Kriechens einer Zelle. In einem letzten Schritt zieht die Zelle ihr Hinterende ein und
16st durch die Kontraktion der aktinreichen Zellrinde am riickseitigen Ende den Kontakt
mit dem Untergrund, der die Zelle festhélt (vgl. Abb. [55]. An dieser Stelle sei
jedoch explizit darauf hingewiesen, dass experimentelle Untersuchungen an Dictyostelium
discoideum gezeigt haben, dass der Schleimpilz beim Kriechen keine fokalen Kontaktstellen
mit der Unterlage ausbildet und Zugkréfte sich im Wesentlichen auf die Auflenrénder, den

Leitsaum, begrenzen [56).

Kréfte, die vom Aktin-Zytoskelett erzeugt und durch fokale Adhésionspunkte auf das
Substrat iibertragen werden, sind notwendig fiir die Reaktion der Zelle auf sich dndernde
Umgebungsbedingungen. Die genaue Organisation von Aktin-Zytoskelett und Adhésions-
punkten hdngt stark von den mechanischen Eigenschaften der Unterlage ab, auf der sich
die Zelle bewegt. Mit Hilfe der Traktionskraft-Mikroskopie ist es moglich Verschiebungen
in einem mit fluoreszierenden Kiigelchen kalibrierten Substrats zu messen und aus den
erhaltenen Messdaten die Traktionskrifte der Zelle auf das Substrat zu rekonstruieren (vgl.
Abb. [57]. Hierbei werden die Zellen auf ein beschichtetes elastisches Polymersubstrat
mit einem Elastizitdtsmodul im Bereich zwischen 100 Pa und 50 kPa plattiert. Da eine
einzelne fokale Kontaktstelle typischerweise eine Ausdehnung von 1 um hat, liegt die
erwartete Kraft bei 10 nN, was experimentell bestétigt werden kann. Die Messungen zeigen
dariiber hinaus, dass die Traktionskréfte an der Vorderflanke sowie dem riickwértigen
Ende einer sich bewegenden Zelle am stéarksten sind und mit der Verteilung von Aktin und
fokalen Kontaktstellen korrelieren [57]. Eine Alternative zur Traktionskraft-Mikroskopie
besteht darin, Krafte von Zellen auf einem mikrostrukturierten Muster elastischer Sédulen
zu messen. Hierbei wird die Kraft der haftenden Zelle gemessen, die nétig ist, um die Séule

zu verbiegen [58].
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Abbildung 2.19: Traktionskraft-Mikroskopie. (A) Aktin (mit GFP markiert) und (B) fokale Kon-
takte (mApple-Paxillin) in einer Osteosarkom-Zelle (U208S). Die gelbe gepunktete Linie markiert
den Rand des Lamellipodiums. Der Mafistabsbalken betragt 10 mm. (C) Bei der Traktionskraft-
Mikroskopie werden die Traktionskréafte durch Verschiebungen des Substrats, das mit fluoreszie-
renden Kiigelchen verfolgt wird, rekonstruiert. (D) Rekonstruierte Traktionskréfte, die auf das
Substrat ausgeiibt werden. Aus .

Abhéngig vom Zelltyp und den Umgebungsbedingungen kénnen mehrere verschiedene
Arten des Kriechens identifiziert werden. Das dynamische Verhalten der Aktinfilamente
im Kriechprozess kann anhand der Lamellipodien von Epithelzellen von Fischen, den sog.
Keratozyten, ausfiihrlich untersucht werden. Sie enthalten die gesamte fiir die Zellbewegung
notwendige Maschinerie, behalten im Wesentlichen wéhrend der Bewegung ihre Form
bei und bewegen sich gerichtet voran . Die Ausbildung des Aktinnetzes durch den
ARP2/3-Komplex an der Vorderflanke der Membran eines Lamellipodiums ist in Abbildung
dargestellt. Aktin ist durch fluoreszierendes Phalloidin rot markiert, der ARP2/3-
Komplex ist griin markiert. Die hochste Konzentration des ARP2/3-Komplexes befindet
sich an der Vorderseite des Lamellipodiums, wo die Aktinpolymerisation am aktivsten
ist. Die Aktinfilamente sind im Netzwerk meist so ausgerichtet, dass ihr Plus-Ende nach
vorne schaut. Die Minus-Enden werden durch den ARP2/3-Komplex seitlich mit anderen
Aktinfilamenten verbunden, so dass ein zweidimensionales Netz entstehen kann .
Das Netzwerk als Ganzes unterliegt der o. g. ,, Treadmilling“-Dynamik und polymerisiert

an der Vorderseite, wohingegen es an der Riickseite depolymerisiert .

Fiir die gleichméaflige Bewegung der Lamellipodien spielt allerdings die Kooperation meh-
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Abbildung 2.20: Aktinnetzwerk, gebildet durch den ARP2/3-Komplex in einer Keratozytzelle.
Aktin ist durch fluoreszierendes Phalloidin rot markiert, der ARP2/3-Komplex ist griin markiert.
Die Uberlappregion ist gelb dargestellt. Die hochste Konzentration des ARP2/3-Komplexes befindet
sich an der Vorderfront des Lamellipodiums, wo die Aktinpolymerisation am aktivsten ist. Aus [60].

rerer Faktoren eine Rolle. Wahrend die Neubildung von Aktinfilamenten iiberwiegend am
Leitsaum der Zelle erfolgt, findet die Depolymerisation der Filamente hauptsachlich in
den Regionen statt, die weit hinter dem Leitsaum liegen. Hier ist das o.g. Protein Kofilin
entscheidend, das bevorzugt an ADP-Untereinheiten der Aktinfilamente bindet. Dies hat
zur Folge, dass die am Leitsaum neu gebildeten Filamente, die meist noch ATP an ihre
Untereinheiten gebunden haben, von Kofilin nicht depolymerisiert werden kénnen. Kofilin
kann allerdings die vom Leitsaum entfernten Filamente abbauen und somit einen wirksamen
Prozess bereitstellen, der den Bewegungsmechanismus im Lamellipodium aufrechterhélt. In
Abbildung sind die Aktinfilamente eines Keratozyten durch fluoreszierendes Phalloidin
rot und Kofilin durch einen fluoreszierenden XAC-Antikdrper griin markiert. Wahrend das
dichte Aktinnetzwerk im gesamten Lamellipodium zu finden ist, ist Kofilin am duflersten

Rand des Leitsaumes nicht zu finden [60].

Ein weiterer Einfluss geht von Motorproteinen aus, die durch Kontraktion der Aktin-
filamente verhindern, dass sich an der Seite des Lamellipodiums Ausstiilpungen bilden
konnen und diese so wahrend der Bewegung zusammenhalten. Gleichzeitig werden dadurch
kontraktile Krifte erzeugt, die zum Zuriickziehen der Hinterkante der Zelle erforderlich
sind [63].

Ryan et al. zeigen ebenfalls, dass die Bewegungen am Leitsaum einer Zelle an eine anregbare
Aktindynamik gekoppelt sind [11]. Unter einem anregbaren Medium versteht man in diesem
Zusammenhang ein raumlich ausgedehntes, nichtlineares dynamisches System, das in der
Lage ist, laufende Wellen ohne Dampfung aufrecht zu erhalten. Anregbarkeit umfasst
typischerweise das Zusammenspiel zwischen einem Aktivator (Beschleuniger) und einem
Inhibitor (Hemmer). Der Aktivator kann sich schnell selbst verstirken und baut seinerseits

den Inhibitor auf, der einen langsamem Abbau des Aktivators verursacht (negative feedback
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Abbildung 2.21: Kofilin im Lamellipodium eines Keratozyten. (A) Aktinfilamente sind durch
fluoreszierendes Phalloidin rot markiert, Kofilin durch einen fluoreszierenden XAC-Antikérper griin.
(B) Die Vergroerung zeigt, dass die unmittelbar an der Vorderkante des Leitsaumes gelegenen
Aktinfilamente nicht mit Kofilin assoziiert sind. Das zugehérige Intensitatsprofil ist in (C) dargestellt.

Aus .

loop) . Ryan et al. belegen experimentell, dass die Nukleation von Aktinfilamenten
durch einen autokatalytischen Mechanismus induziert wird. Zur Untersuchung wurden
in XTC-Zellen Aktinfilamente mit LifeAct-mCherry und das Molekiil p21, ein Teil des
Arp2/3-Komplexes, mit EGFP fluoreszierend markiert. Die Messungen deuten darauf hin,
dass die Konzentration von p21 einige Sekunden vor der Konzentration der Aktinfilamente
nach oben schiefit. Dies legt nahe, dass der Arp2/3-Komplex an der Aktivierung der
Nukleation von Aktinfilamenten beteiligt sein muss. Weiterhin zeigt sich, dass der Arp2/3-
Komplex in einer schmaleren Region am Leitsaum lokalisiert ist als die Filamente. Die
experimentellen Ergebnisse sind in Abbildung [2:22] dargestellt. Es gibt also einen starken
Hinweis darauf, dass Aktinfilamente als Aktivator und das Nukleationsprotein p21 als
Inhibitor fungieren [11].

Die ,, Treadmilling“-Dynamik eines verzweigten Netzes, gebildet durch den ARP2/3-

Komplex, ist eine Moglichkeit, wie sich Zellen die Dynamik der Aktinfilamente zu eigen

p2l
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Abbildung 2.22: p21-EGFP/LifeAct-mCherry Messungen an XTC-Zellen zeigen, dass die Zunah-
me in der Dichte von Arp2/3 der der Aktinfilamente vorausgeht. Links: Momentaufnahme. Rechts:
Zeitaufgeloste Entwicklung der Dichten in der weifl markierten Region. Aus .
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machen kénnen, um das Vorstiilpen des Leitsaumes der Zellmembran voranzutreiben und
sich damit fortzubewegen. Es gibt Hinweise darauf, dass sich langsam bewegende Zellen,
die Fibroplasten enthalten, einen Mechanismus benutzen, der nicht vom ARP2/3-Komplex
abhéngt und trotzdem die koordinierte Polymerisation und Depolymeristaion von Aktin

zur Fortbewegung verwendet.

2.6.3 Zellbewegung durch Blebbing

Bléschen (engl. Blebs) sind runde Membranausstiilpungen, die durch Kontraktionen des
Aktincortex entstehen. Obwohl sie oft als Kennzeichen fiir den Zelltod gelten, werden sie
auch héufig bei der Zellbewegung beobachtet. Blebs unterscheiden sich von Ausstiilpungen
wie Lamellipodien und Filopodien dadurch, dass ihr Wachstum durch Druck getrieben wird
und nicht durch die Polymerisierung von Aktinfilamenten. Bldschenbildung (engl. Blebbing)
wurde am auffalligsten wihrend der embryonalen Entwicklung von Amphibien und Fischen
beobachtet. Untersuchungen an Zebrafischen haben zweifelsfrei gezeigt, dass primordiale
Keimzellen (PGCs) Blebbing zur Fortbewegung benutzen (vgl. Abb. [2.23|(a)) [65].

Abbildung 2.23: Beispiele fiir Blebbing in Zellen. a) PGC-Zelle eines Zebrafischs. Die PGC-
Zellmembran (rot) 16st sich wihrend des Blebbing vom Aktin-Zytoskelett (griin). b) Aktincortex
einer Dictyostelium discoideum Zelle wéihrend des Blebbing. Die Zelle bewegt sich nach unten rechts.
Die weilen Pfeile markieren aufeinanderfolgende Blebs und Bogen des Aktincortex am Leitsaum
der Zelle. Der Mafistabsbalken betriagt 5 um. Aus [65].

Blebs wurden auch in Dictyostelium discoideum beobachtet, kurz nachdem die Zellen
einem Lockstoff ausgesetzt wurden. Dictyostelium discoideum kann sowohl Blebs als auch
Lamellipodien zur Fortbewegung benutzen (vgl. Abb. [2.23|(b)). Damit sich eine Zelle
bewegen kann, muss sie eine Kraft auf das Substrat ausiiben und ihre Masse verlagern.
Bei der Zellbewegung mit Hilfe eines Lamellipodiums geschieht dies durch Kontraktion
des hinteren Endes der Zelle und die Ausbildung von fokalen Kontakten zum Substrat.
Diese fokalen Kontakte wurden im Zusammenhang mit Blebbing noch nicht untersucht.
Es ist weitgehend unverstanden, wie der Zellkorper sich wihrend des Blebbings bewegt.

Klar ist, dass irgendeine Form der Wechselwirkung mit dem Substrat fiir die Bewegung
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des Zellkorpers notwendig ist, die z. B. durch ein schwaches Haften am Substrat oder an
benachbarten Zellen (vgl. Abb. (a)) oder durch das Ausiiben einer Kraft auf das
Substrat senkrecht zur Bewegungsrichtung (vgl. Abb. (b)) erreicht werden kann.

Ein Unterschied zwischen beweglichen und unbeweglichen Zellen mit Blebbing ist, dass

a b
2D Substrat Confinement

== Membran — Aktincortex () Myosin Motor e Zell_-Substrat Anheftung

Abbildung 2.24: Zellbewegung durch Blebbing. a) In zweidimensionalen Kulturen muss die Zelle
am Substrat haften. Wird ein neuer Bleb geformt und kommt in Kontakt mit dem Substrat,
bilden sich neue Kontaktstellen aus und die Zelle kann ihre Masse vorwérts bewegen. b) In einer
beschrankten Umgebung kann sich die Zelle auch ohne Kontaktstellen zum Substrat bewegen. Die
Zelle iibt eine Kraft senkrecht zur Bewegungsrichtung auf das Substrat aus und driickt sich so
selbst vorwérts. Aus [65].

bewegliche Zellen die Blebs hauptséchlich am Leitsaum bilden. Die Reize die zur Beweg-
lichkeit fithren scheinen zellspezifisch zu sein. Es ist jedoch weitgehend unbekannt, wie
duflere Signale die polarisierte Bildung von Blebs auslésen und es gibt unterschiedliche

Erklarungsansétze [65).

2.7 AuBere Signale und Zytoskelettwellen kénnen Zellen
spontan polarisieren

Externe Signale konnen den fiir die Kriechbewegung von Zellen erforderlichen Bewe-
gungsapparat beeinflussen. Die durch einen Gradienten einer diffusionsfdhigen Substanz
gelenkte Bewegung wird als Chemotaxis bezeichnet. Ein beliebter Modellorganismus zur
Untersuchung der Einfliisse auf die Fortbewegungsrichtung von Zellen und deren Entwick-
lung ist Dictyostelium discoideum, eine spezielle Art aus der Klasse der Schleimpilze [66].

Dictyostelium discoideum zeigt ein unregelméafiges Kriechen begleitet durch die Ausbildung
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und das Zuriickziehen von Ausstiilpungen. Die unregelméafliigen Bewegungsmuster werden
als amoboidale Bewegung bezeichnet und werden v.a. im Zusammenhang mit chemo-
taktischen Signalen untersucht [67]. Als einzellige Amébe durchstreift der Schleimpilz
lockere Bodenschichten und ernéhrt sich von Bakterien. Wird diese Nahrung knapp, setzt
er cAMP (zyklisches Adenosin-Monophosphat) als chemisches Signal frei. Dadurch wer-
den Artgenossen angelockt und bilden einen lockeren Zusammenschluss, ein sogenanntes
Zellaggregat. Der Signalstoff cAMP wird pulsweise von zentralen Zellen freigesetzt und
bildet daher im Zellaggregat Wellen. Unabhéngig von cAMP konnten Killich et al. durch
Experimente an unstimulierten Amoben zeigen, dass die Bewegung von Dictyostelium
discoideum in Abwesenheit von cAMP nicht zufillig ablduft, sondern an die Ausbildung
von wellenartigen Strukturen gekoppelt ist, die ihrerseits von raumzeitlichen Oszillationen
der physikalisch-chemischen Reaktionen, die mit der Polymerisierung von Aktin verbunden

sind, abhéngen [68].
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Abbildung 2.25: Laufende Wellen im Raum-Zeit-Plot der Zellbewegung von Dictyostelium discoi-
deum. Der Abstand zwischen Zellmembran und Massenschwerpunkt ist gegen eine Winkelkoordinate
aufgetragen. Zunehmende Zellkern-Zellmembran Abstdnde entsprechen den Graustufen von schwarz
nach weifl. Aus [68§].

Abbildung zeigt ein Muster wechselwirkender, laufender Wellen in einem Raum-Zeit-
Plot, wobei jeweils die Ausdehnung der vorragenden Ausstiilpung der Zelle als Abstand
zwischen Zellmembran und Massenschwerpunkt gegen eine Winkelkoordinate aufgetragen
ist, die die Ausstilpung parametrisiert. Die Ausstiilpungen werden durch Radialwellen
von polymerisierendem Aktin erzeugt, das aus dem Zellinneren stammt. Wéahrend der
Nukleation organisieren sich die Aktinwellen in einem sich vergréfiernden Ring, der dann
bei Bertihrung der Zellmembran zu einer Ausstiilpung fiihrt (vgl. Abb. .

Auch die Visualisierung von Dictyostelium discoideum Zellen, in denen Aktin mit dem griin
fluoreszierenden Protein (GFP) markiert wurde, zeigt, dass Ausstiilpungen der Membran

durch Radialwellen von polymerisierendem Aktin erzeugt werden, die aus dem Inneren
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Abbildung 2.26: Fluoreszenzaufnahme von F-Aktin Wellenfronten in Dictyostelium discoideum.
Gezeigt werden vier Aufnahmen einer Aktinwellenspirale im Pseudopodium mit einer vertikalen
Ausdehnung von mindestens 3 um. Die ersten drei Schnitte haben einen vertikalen Abstand von
2,2 um zum vierten Schnitt. Der Mafistabsbalken betrdgt 5 pm. Aus [69).

der Zelle stammen [14} |70]. Ahnliche Beobachtungen werden auch in Fibroblasten und
Krebszellen von Méusen gemacht [13]. Die Daten legen nahe, dass die Dynamik der Zellen

durch spontane Aktinwellen gesteuert werden.

Ein weiterer wichtiger Hinweis auf die Bedeutung von Aktinwellen fiir die Zellbewegung fin-
det sich in den Arbeiten von Weiner et al. iiber Experimente an menschlichen Neutrophilen,
die mit einem Anteil von 5065 % die am hiufigsten vorkommende Art weifler Blutkor-
perchen sind. Neutrophile zeigen Aktinwellen, die mit der zytoplasmatischen Membran
wechselwirken (vgl. Abb. . Dabei spielt das Hem-1 Protein, das zum Scar/WAVE-
Komplex gehort, eine wichtige Rolle. Es hilft dabei, die Polymerisierungsdynamik von Aktin
zu regulieren. Hem-1 stimuliert einerseits die Polymerisation von Aktin an der Vorderfront
der Membran und Aktin 16st andererseits das Hem-1 wieder von der Membran. Diese

reziproke Wechselwirkung erzeugt laufende Wellen von nukleierenden Aktinfilamenten, die

O0s 32s 56 s 3mi6és

Abbildung 2.27: HL-60 Zellen erzeugen ausgehend von Hem-1 Spots laufende Wellen. Aus [15].
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zur Ausstiilpung der Vorderfront der Membran und damit zur Fortbewegung der Zelle
fithren [15, 16].

Bei der Beobachtung von kriechenden Dictyostelium discoideum Zellen stellt sich auch die
Frage nach der bestmoglichen Charakterisierung der Bewegung und der Suchstrategie in
Abwesenheit von chemischen Lockstoffen wie cAMP. Li et al. haben festgestellt, dass das
amoéboidale Verhalten sehr gut durch eine spezielle Art von zufélliger Bewegung beschrieben
werden kann [71]. In Abbildung sind die Trajektorien von drei représentativen
Dictyostelium discoideum Zellen dargestellt, die in einem Zeitintervall von 8-10h mit
einer Stichprobenzeit von 10s beobachtet wurden. Die Zellen behalten im zehnstiindigen
Beobachtungszeitraum ihre Geschwindigkeit bei, was darauf hindeutet, dass sie sich in
einem stationdren (zeitunabhéngigen) Zustand befinden. Die mittlere Geschwindigkeit der
Zellen betragt 7um/s. Auf der Zeitskala von Minuten zeigt die Zellgeschwindigkeit jedoch

Schwankungen um den Mittelwert.
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Abbildung 2.28: Zelltrajektorien und -geschwindigkeiten. (A) Drei typische 10 h Zelltrajektorien.
(B) Die Zellen behalten im zehnstiindigen Beobachtungszeitraum ihre Geschwindigkeit bei. Auf der

Zeitskala von Minuten zeigt die Zellgeschwindigkeit jedoch Schwankungen um einen Mittelwert
(siehe Einsatz). Aus [71].

Die mittlere quadratische Verschiebung (MSD) der einzelnen Zellen ist in Abbildung
als (0(7)?) gegen 7 und (6(7)2)/7 gegen T zusammengefasst. Dabei bezeichnet 7 das
Zeitintervall zwischen zwei Positionen und 6(7) ist durch §(7) = |r(t + 7) — r(t)| definiert,
wobei 6(7)? fiir jede Trajektorie iiber alle Paare von Zeitpunkten gemittelt wurde. Fiir
einen Random Walk, wie z.B. die Brownsche Bewegung, ist (§(7)%)/7 konstant. Die

drei tirkisfarbenen Kurven sind Messungen der Trajektorien, die in Abbildung [2:2§|
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gezeigt werden und die roten Kurven beziehen sich auf neun weitere Trajektorien. Fir
7 < 30min weicht die Bewegung signifikant von einem Random Walk ab und ist im
Wesentlichen ballistisch, d.h. im Mittel bewegen sich die Zellen auf einer geraden Linie
mit konstanter Geschwindigkeit. Fiir Zeitintervalle zwischen 10 und 100 min lassen sich
die gemittelten Daten durch einen exponentiellen Ubergang von gerichteter Bewegung zu
einer zufilligen Bewegung mit (6(7))? = 2t,0%(7 — t,(1 — exp(—7/t,)) anndhern (gelb),
wobei v = 5,4+ 0,1 um/min eine charakteristische Geschwindigkeit und ¢, = 8,8 £ 0,1 min

eine charakteristische Persistenzzeit ist [71].
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Abbildung 2.29: Mittlere quadratische Verschiebung. (A) Doppellogarithmische Darstellung der
mittleren quadratischen Verschiebung in Abhéngigkeit des Zeitintervalls 7. (B) Darstellung des
Verhéltnisses von mittlerer quadratischer Verschiebung und Zeitintervall 7 als Funktion von 7.

Tiirkis: Daten der drei Trajektorien aus Abb. Rot: weitere neun Trajektorien. Blau: Mittelwert
aus allen zwolf Trajektorien. Aus [71].

Li et al. konstatieren weiter, dass Amoben eine lange Persistenzzeit aufweisen (~10min),
oberhalb der sie beginnen ihre Richtungserinnerung zu verlieren. Sie bewegen sich gerichtet
iiber einen Zeitraum von 1-2 Minuten und &ndern dann ruckartig ihre Bewegungsrichtung.
Die Bewegung wird dadurch beeinflusst, dass sie sich an den letzten Richtungswechsel
erinnern und stets von diesem weg weiter vorwérts kriechen. Die Bewegung besteht also

aus geraden Anteilen und Richtungswechseln.
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3 Physikalische Zugange zur
Beschreibung des Zytoskeletts

Wie wir in Kapitel [2| gesehen haben, deuten zahlreiche experimentelle Ergebnisse der
letzten Jahre darauf hin, dass in vielen wichtigen zelluldren Prozessen die zeitliche und
rdumliche Organisation der einzelnen Komponenten des Zytoskeletts eine zentrale Rolle
spielt. Dabei werden die Strukturen eines Systems jeweils durch einfache, kurzreichweitige
Wechselwirkungen identischer Konstituenten des Zytoskeletts erzeugt, wie zum Beispiel der
Wechselwirkung zwischen Mikrotubuli und Motoren oder zwischen Aktinfilamenten und
Nukleationsproteinen. Ein Verstidndnis der Dynamik des Zytoskeletts ist somit unerlésslich
fiir das Versténdnis zelluldrer Prozesse und der Zellbewegung. Physikalische Betrachtungen
kénnen helfen, Mechanismen zelluldrer Vorgéinge aufzudecken und zu verstehen. Auf
dem Weg zu einer theoretischen Beschreibung des Zytoskeletts haben sich drei Ansétze

entwickelt, die in diesem Kapitel beleuchtet werden sollen.

3.1 Phanomenologisch makroskopische Beschreibungen

Unter dem Begriff eines makroskopischen Systems versteht man im iiblichen Fall ein System,
dessen charakteristische Skalen dem Alltag des Menschen entsprechen, d. h. typische Lingen
von 1 mm-1m und typische Zeitdauern von 1s. Bei der Beschreibung des Zytoskeletts
miissen die charakteristischen Skalen grofl im Vergleich zu den molekularen Bestandteilen
des Systems sein, und Fluktuationen miissen vernachlassigbar klein sein. Makroskopische
Theorien gehen von einem rein phdnomenologischen Standpunkt aus. Da zahlreiche Details
der molekularen Dynamik von nachrangiger Bedeutung sind, sieht man im Gegensatz
zum mikroskopischen Zugang von diesen Details ab. Phanomenologische Beschreibungen
werden mit Hilfe von Feldvariablen formuliert. Bei einem phdnomenologischen Zugang
werden die Gleichungen auf der Basis von Symmetrien und Erhaltungsgréfien hergeleitet.
Dabei spielen diese Symmetrieargumente und Erhaltungsgrofien eine zentrale Rolle, nicht
jedoch das zugrunde liegende mikroskopische Bild. Zur phénomenologischen Beschreibung

des Zytoskeletts hat sich ein Ansatz bewéhrt, der nachfolgend beschrieben wird.
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Kruse et al. verwendeten diesen hydrodynamischen Ansatz beispielsweise, um die Kon-
traktionsfdhigkeit und den retrograden Fluss in Lamellipodien einer kriechenden Zelle
zu untersuchen. Dabei wird das Zytoskelett als aktives, polares Fluid angesehen [72].
Ein systematischer Weg, die dynamischen Gleichungen abzuleiten, besteht darin, um das
thermodynamische Gleichgewicht herum zu entwickeln. Zur Herleitung der Gleichungen
fiir ein aktives, polares Fluid betrachtet man zunéchst die beiden Erhaltungsgréfien Masse
und Impuls |73}, 74, |75, 76]. Aus den Gesetzen der Massen- und Impulserhaltung ergeben

sich

Op + Oa(pva) =0 (Massenerhaltung), (3.1)

wobei p die Massendichte und v die korrespondierende Geschwindigkeit des Schwerpunktes

beschreiben und
Oepva — 00 = fexta (Impulserhaltung) (3.2)

mit dem Gesamtspannungstensor Ug’ﬁt und der externen Kraftdichte foy;. Die Orientierung

der polaren Filamente wird in dieser Beschreibung durch ein Vektorfeld p, und das dazu
konjugierte Feld h, beschrieben, das durch die Funktionalableitung der freien Energie F
nach dem Polarisationsfeld p gegeben ist. Die freie Energie F des Systems ldsst sich durch

die zeitliche Anderung

d Dpa
T / d3r <aa5uaﬁ + ]Tptha + rA,u) (3.3)

ausdriicken, wobei 0,3 den deviatorischen Spannungstensor, » > 0 die ATP-Hydrolyserate
und Ap die Differenz der chemischen Potentiale von ATP und seinen Hydrolyseproduk-
ten ADP und P, bezeichnen. Der letzte Term fasst alle Prozesse zusammen, die unter
Hydrolyse von ATP zu Entropieproduktion fiihren und trigt als aktive Komponente zur
Entropieproduktion bei. Hierbei wurde die sogenannte konvektive, korotationelle Ableitung

eingefiihrt, fiir die gilt

Dp
Dta = 8tpoz + U’ya'ypa + WapPs (3'4)
mit der Vortizitit w.g = %(5avg — 0gvy), die dem antisymmetrischen Anteil des

Tensors der Verzerrungsrate d,vg entspricht. Der symmetrische Anteil hat die Form

UaB = %(8av/3 + 652}01).
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Der Integrand der Entropieproduktionsrate in Gleichung ist als Summe von Produk-
ten geschrieben, wobei in jedem Produkt ein generalisierter Fluss mit seiner konjugier-
ten generalisierten Kraft multipliziert wird. Es werden im Folgenden der deviatorische
Spannungstensor o,g, die konvektive, korotationelle Ableitung Dp,/Dt¢ und die ATP-
Produktionsrate r als generalisierte Fliisse und der Tensor der Verzerrungsrate u,g, das
konjugierte Feld h, und die Differenz der chemischen Potentiale A als dazu konjugierte
generalisierte Krafte angesehen. Nimmt man nun an, dass das Fluid inkompressibel ist und
sich in der Néhe des thermodynamischen Gleichgewichts befindet, kann man im Rahmen
einer linearen Antworttheorie die generalisierten Fliisse in Abhéngigkeit der generalisierten
Kréfte entwickeln. Zur Formulierung der konstituierenden Gleichungen werden die Fliisse
als lineare Funktionen der Kréfte dargestellt. Damit erhdlt man fiir ein aktives, polares

Fluid [73} [74], [75] [76):

v B _
Muas = 0as — 5 (Pahs +Psha) = P1pyhybas + Capli (3.5)
+ CpappAp + ('pypySapAp
D 1 _
Dpa = —ha + MPaAp — Vipgles — V1UBRPa 5 (3.6)
3 0l
7= AAp+ Mpaha + Claa + (Papptias + CPabsuss (3.7)

mit den phéanomenologischen Konstanten 7, 7, v, v1, ¢, ¢’ und ¢. Unter Beriicksichtigung
der entsprechenden Randbedingungen ist die Dynamik des Systems durch das Kréftegleich-
gewicht

1
0=0g <aa5 - §(hap5 - hgpa)) — N0aft — hyOa P~ (3.8)

und die konstituierenden Gleichungen (3.5) - (3.7) vollstandig bestimmt.

Unter Vernachléssigung von Inertialtermen, die fiir die Zellbewegung keine Rolle spielen,
und weiteren Vereinfachungen fithrt das oben beschriebene Vorgehen auf einen Zusammen-
hang zwischen dem Tensor der Verzerrungsrate ¢ und der mittleren Geschwindigkeit im
Fluid [72]. Geht man davon aus, dass sich das Lamellipodium nur in z-Richtung bewegt
und invariant entlang der y-Achse ist, kann man sich auf die Ebene senkrecht zum Substrat
beschréanken. Nimmt man weiter an, dass der Polarisierungsvektor in Bewegungsrichtung
orientiert ist und die Linge 1 hat und die Hohe h des Lamellipodiums klein gegeniiber

seiner Lange L ist, so erhilt man
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1 (F
00 = — [ — A , 3.9
U= (h +¢ u) (3.9)
wobei v die {iber die Hohe gemittelte Geschwindigkeit in z-Richtung und F' die Kraft pro

Langeneinheit in z-Richtung auf ein Querschnittselement ist.

Abbildung zeigt, dass die Fluidgeschwindigkeit im vorderen Bereich der Zelle (z < 8um)
der Bewegungsrichtung entgegengesetzt ist, wohingegen sie im hinteren Bereich in dieselbe
Richtung zeigt. Diese hydrodynamische Beschreibung ist in der Lage, die Dynamik des
Aktin-Zytoskeletts zu erfassen und die Entstehung aktiver Kontraktionen zu erklaren.
Auch in |7] und [73] werden die dynamischen Gleichungen durch die Kombination von
Erhaltungssdtzen mit linearen, konstituierenden Gleichungen hergeleitet. In diesen Arbeiten
wurde gezeigt, dass die hydrodynamische Formulierung Muster von Astern, Vertizes und

Spiralen zeigen kann.

0 2 4 6 8 10 12 14 16
position x [um]

Abbildung 3.1: Numerische Losung der Gleichungen eines aktiven polaren Fluids. Dargestellt
werden die Kraftdichte F', die Hohe h des Fluids und dessen Geschwindigkeit v in z-Richtung.
Aus [72].

Ein Vorteil dieser makroskopischen Theorie liegt in der Anwendbarkeit der hergeleiteten
Gleichungen auf eine breite Klasse von Systemen, da nur Symmetrien und Erhaltungsgro-
Ben Eingang gefunden haben. Ein grofler Nachteil des phdnomenologischen Ansatzes zur
Beschreibung des Zytoskeletts liegt jedoch in der Schwierigkeit, die Ergebnisse im Hinblick
auf die zugrundeliegenden mikroskopischen Details zu beziehen, da die Vielzahl phdnome-
nologischer Parameter im Allgemeinen nicht unmittelbar mikroskopischen Parametern des
Systems zugeordnet werden kénnen [27]. Ein weiterer Nachteil bei der hydrodynamischen
Beschreibung liegt darin, dass bei der linearen Entwicklung in Krafte und Flisse keine
Nichtlinearitdten in den dynamischen Gleichungen auftreten kénnen und diese bei Bedarf

nachtréglich ergénzt werden miissen.
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3.2 Mikroskopische Beschreibungen

Im Gegensatz zu makroskopischen Systemen handelt es sich bei mikroskopischen Systemen,
bei denen die Gesetze der Dynamik von Punktteilchen gelten, eher um charakteristische
Skalen im atomaren Bereich. Mikroskopische Formulierungen beschreiben die Dynamik
einzelner Zytoskelett-Elemente. Einzelne Filamente werden als elastische Stadbchen be-
schrieben, die wachsen und schrumpfen kénnen und deren maximale Lénge durch die

begrenzte Anzahl von verfiigbaren Monomeren beschriankt ist.

Theoretische Arbeiten von Nédélec et. al nutzten diesen Ansatz, um Systeme aus Filamenten
und Motoren zu beschreiben [47, 49} |77, 78]. Motor-Komplexe werden durch zwei identische
Motoren reprasentiert, die jeweils an ein oder zwei Mikrotubuli gebunden sein kénnen
oder frei diffundieren (vgl. Abb. (A)) [47]. Die Motoren binden und lésen sich dabei
stochastisch von den Mikrotubuli mit den Raten p,, und p.g. Beim Erreichen eines

Mikrotubulus-Endes, 16sen sich die Motoren mit einer endlichen Rate pog cna ab. Motor-

A First binding Second binding
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Abbildung 3.2: Numerische Simulationen eines Systems aus Mikrotubuli und Motoren. (A)
Schematische Darstellung des Modells. (B) Abhéngigkeit der Intensitit der Asterbildung von
der Motorkonzentration. (C) Gesamtanzahl der Mikrotubuli in einer Aster in Abhéngigkeit der
Motorkonzentration fiir verschiedene kinetische Parameter. Parameterwerte [V (s™1); pog(s™1);
Poff,end (s71)] sind wie folgt: (o — o) [1; 0,5; 2,5]; (O) [1; 1; 2,54]; (x) [1; 5; 2,5]; (o---0) [0,2; 0,5;
2,5]; (©) [0,2; 0,5; 0,5]; (+) [0,2; 0,5; 0,05]. Aus [47].
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Komplexe, die an zwei Mikrotubuli gebunden sind, {iben eine Kraft auf die Mikrotubuli
aus, die sie bewegt. Das System ist in der Lage Astern und Vertizes zu erzeugen, die in
Experimenten mit Mikrotubuli-Kinesin-Mischungen entdeckt wurden. Eine Untersuchung
der Motorkonzentration zeigte, dass flir sehr kleine Dichten keine geordneten Strukturen
auftreten. Mit steigender Motorkonzentration kommt es zur Bildung von Astern, wie in
Abbildung (B) gezeigt. Wie sich weiter zeigte, fiihrt eine Verringerung der Prozessivitit
v/pott, d. h. der mittleren Distanz, die ein Motor auf dem Mikrotubulus zuriicklegt, bevor

er sich ablost, zu einer verminderten Ausbildung von Astern fiir alle Motorkonzentrationen

(vgl. Abb. 32 (C)).

Durch die Beschreibung einzelner Zytoskelett-Elemente kénnen experimentell gefundene
Details der Struktur und der Wechselwirkung zwischen Elementen einfach mit in das
System einflieBen und die Simulationsergebnisse leicht interpretiert werden. Der Nach-
teil der mikroskopischen Betrachtungsweise liegt jedoch zum Einen in der Vielzahl von
Freiheitsgraden, die zur Beschreibung eines Ensembles von Punktteilchen mit mehreren
Freiheitsgraden notig sind. Mehr noch beschrinkt die Rechenzeit die Anzahl der simulierten
Elemente erheblich. Ein weiterer Nachteil liegt in der konkreten Form der Gleichungen,
welche die Dynamik der Teilchen festlegt. Sie ist meist sehr stark an Details des beschriebe-
nen Systems gekoppelt und es ist schwierig, Ahnlichkeiten und Verbindungen zu anderen

physikalischen Systemen zu erkennen [27].

3.3 Mesoskopische Meanfield-Beschreibungen

Mesoskopische Meanfield-Beschreibungen betrachten Dichten, welche die Wahrscheinlich-
keit beschreiben, Teilchen in einem bestimmten Zustand zu einer bestimmten Zeit zu
finden. Zu jeder mikroskopischen Beschreibung existiert eine eindeutige mesoskopische Be-
schreibung und umgekehrt [27]. Fiir die Beschreibung des Zytoskeletts gibt es eine Vielzahl
von Forschungsarbeiten, die auf dieser Methode basieren. Zwei etablierte Moglichkeiten
zur Herleitung einer mesoskopischen Beschreibung fiir das Zytoskelett sollen nachfolgend
diskutiert werden. Die erste beruht auf der Herleitung der dynamischen Gleichungen
aus Ubergangswahrscheinlichkeiten, die mit den zahlreichen Zustandséinderungen eines
Teilchens verkniipft sind, dhnlich der Herleitung hydrodynamischer Gleichungen aus der
Boltzmann-Gleichung. Die Boltzmann-Gleichung ist eine mesoskopische Gleichung, die
zwischen der mikroskopischen Beschreibung einzelner Teilchen und der makroskopischen
Beschreibung steht. Die zweite Methode beruht auf der Herleitung der dynamischen Glei-
chungen ausgehend von Erhaltungssatzen, wie der Impulserhaltung, dhnlich wie bei der
Herleitung der Navier-Stokes-Gleichung. Die Navier-Stokes-Gleichung im engeren Sinne ist

der Impulssatz als Anwendung der newtonschen Axiome fiir ein Kontinuum.
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3.3 Mesoskopische Meanfield-Beschreibungen

Zur ersten Methode. Aranson et al. beschrieben die raumzeitliche Organisation eines
Systems aus Mikrotubuli, die mit molekularen Motoren wechselwirken kénnen [79]. Ausge-
hend von einem stochastischen Modell inelastischer, polarer Stdbchen wurde ein Satz von
Gleichungen fiir die Konzentration und Orientierung der Stédbchen hergeleitet. Ausgangs-
punkt ist die Formulierung einer Master-Gleichung fiir die miteinander wechselwirkenden
inelastischen, polaren Stdbchen. Die Stdbchen werden durch ihren Schwerpunkt r und
ihren Orientierungswinkel ¢ beschrieben und haben alle die konstante Linge ¢ und einen

konstanten Durchmesser d < ¢.

O
O

Abbildung 3.3: (a) Darstellung einer Motor-basierten zwei Stdbchen-Wechselwirkung. (b) Inte-
grationsgebiet Cy . Aus [79)].

Betrachtet man zunéchst nur die Dynamik der Orientierung der wechselwirkenden Stabchen,
so lasst sich die inelastische Wechselwirkung zwischen Motoren und Mikrotubuli durch
instantane Zusammenstofe beschreiben, bei denen je zwei Stachen ihre Orientierung éndern.

Demnach gilt fiir die Orientierungswinkel ga’{’Q vor und ¢f 5 nach dem Stofl

e\ (v 1=7\ (¢
(w%)(l—v y )(s@%) ’ (310

wobei v die Inelastizitat der Stofe beschreibt (vgl. Abb. . Der Winkel zwischen
zwei Stdbchen wird demnach bei einem Stofl um einen Faktor 2y — 1 reduziert. v = 0
entspricht somit einem vollkommen elastischen Stof3, bei dem die Stdbchen ihre Winkel
1 und @9 austauschen und vy = 1/2 entspricht einem vollkommen inelastischen Stof,
bei dem beide Stabchen nach dem Stof} die gleiche Orientierung (¢1 + ¢2)/2 haben. Die

Wahrscheinlichkeitsverteilung P(g) lasst sich in Form einer Master-Gleichung schreiben

OP(¢) = D,02P(0) +g | derdeaP(o1)P(e2) (3.11)
X [0(p = @1/2 = ¢2/2) — (¢ — p2)]
+9/C dp1dp2 P(01) P(p2) (3.12)

X [0(p—p1/2=p2/2 =) = (¢ — p2)]
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wobei g die Kollisionrate proportional zur Zahl der Motoren bezeichnet und D, eine
effektive Diffusionskonstante ist, die thermischen Fluktuationen in der Orientierung der
Stabchen Rechnung trégt. Die beiden Integrationsgebiete C; und C5 ergeben sich aus Sym-
metrieiiberlegungen und sind in Abbildung dargestellt. Erweitert man Gleichung [3.11
um die rdumliche Position r der Stdbchen, erhilt man eine modifizierte Master-Gleichung,
die eine interessante Instabilitdt zeigt. Aranson et al. stellten fest, dass ein anfinglich
ungeordnetes System geordnet wird und die entsprechende Instabilitdt durch Motoren
hervorgehoben wird und fiir beliebig kleine Dichten von Mikrotubuli auftreten kann. Die
Instabilitédt in der Orientierung fithrt zur Ausbildung von Vortizes und Astern, wie man

sie in Experimenten beobachten kann [79].

Zur zweiten Methode. Kruse et al. beschrieben die Gleichungen einer von Myosin ge-
triebenen Kontraktion von Aktin-Filament-Biindeln [80, 81]. Die Wechselwirkung zwi-
schen Filamenten entgegengesetzter Orientierung kann zu laufenden Wellen propagie-
render Dichtemaxima fithren. Zur Herleitung der Gleichungen starteten sie mit einer
Kraftegleichgewichts-Beziehung. Geht man von einer homogenen Verteilung der Motoren
und konstanter Filamentldnge aus, so ist die Kraft f, die von einem Filament auf ein
anderes ausgeiibt wird, allein eine Funktion des Filamentabstandes €. Die Gesamtkraft auf

ein Filament am Ort x ldsst sich somit als Integral entlang des Biindels formulieren:

f(a) = =no(e) = nDdsc(a) + [ déela+Of(©) . (3.1

wobei ¢ die Filamentdichte, v die Filamentgeschwindigkeit, n den Reibungskoeffizienten
mit der umgebenden Fliissigkeit und D einen Diffusionskoeffizienten zur Beriicksichtigung
zufilliger Fluktuationen bezeichnen [27]. Somit spiirt jedes Filament das gemittelte Kraft-
feld der umgebenden Filamente, was den Gedanken des Meanfield-Ansatzes widerspiegelt.
Die Filamentgeschwindigkeit erhalt man, indem man Inertialterme vernachlassigt und die
Gesamtkraft gleich Null setzt

1
b=t [—npaggc(x) + / dec(z+ O f(©)] (3.14)
Zusammen mit der Kontinuitdtsgleichung 0;c = —0,vc erhilt man somit unmittelbar die

dynamische Gleichung fiir die Zeitentwicklung der Dichte der Filamente
1
Orc(z) = DO2c(x) — Oy [nc(az)/ déc(z + &) f(E)| - (3.15)
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Diese elementare Vorgehensweise zur Beschreibung der Dynamik von Aktin-Filamentbiindeln,
stellt die allgemeine Vorgehensweise zur Herleitung einer mesoskopischen Meanfield-
Beschreibung auf der Basis von Impuls- und Massenerhaltung dar. Eine Verallgemeinerung

dieser Herangehensweise in zwei Raumdimensionen wird in [82, 83, [84] vorgestellt.

Die Starken des mesoskopischen Ansatzes liegen in der Beschreibung des Systems durch
die Formulierung eines Satzes aus partiellen Differentialgleichungen, so dass die konventio-
nellen Methoden der Theorie dynamischer Systeme fiir die Untersuchung der Losungen
anwendbar sind. Beispielsweise kann der Parameterraum mit Hilfe einer linearen Stabi-
litdtsanalyse untersucht werden. Ein Nachteil dieser Variante ist haufig das Auftauchen
von Integraltermen in den Gleichungen, deren Berechnung lange numerische Rechenzeiten
bendtigt. Es besteht jedoch die Moglichkeit, die Gleichungen durch die Wahl geeigneter
Ordnungsparameter fiir numerische Berechnungen zu vereinfachen [18, [27, 85]. Dabei
macht man sich Techniken der Multipolentwicklung in der Elektrodynamik zu eigen. Zur
Vereinfachung des Integranden in fithrt man eine Taylor-Entwicklung von ¢(x + &)
um x durch. Das Integral lisst sich somit als C19,c(z) + C202c(x) mit Cy = [ dEf(€)E
und Co = [ d€f(€)€2/2 schreiben und man erhélt fiir die Zeitentwicklung der Dichte

1
Oc(z) = =0, [c(a:) (C’l(?xc(x) + Cgﬁgc(m))] + Dd%c(z) . (3.16)
n
Dieser Ansatz ist giiltig, falls sich die Filamentdichte ¢ auf einer weitaus grofieren Skala

dndert als der Integralkern f, was nicht immer maéglich ist sicherzustellen [27].

Motiviert durch die Beispiele und experimentellen Daten der vorangegangen Kapitel und
die Tatsache, dass Aktinwellen und Aktinpolymerisation wichtige Prozesse bei der Zellfort-
bewegung aber auch in vielen anderen biologischen Prozessen sind, soll in dieser Arbeit
ein Aktin-Zytoskelett-System aus Filamenten im Wechselspiel mit Nukleationsproteinen in

einem mesoskopischen Meanfield-Ansatz untersucht werden.
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4 Theoretische Beschreibung des
Aktin-Zytoskeletts

4.1 Kinematische Beschreibung des Aktinfilament-Aufbaus

Der theoretische Ansatz startet mit einer mesoskopischen Beschreibung der Dynamik des
Aktin-Zytoskeletts. Dieser Ansatz soll die wesentlichen Aspekte der Aktindynamik bei der
Kriechbewegung von Zellen erfassen und erhebt nicht den Anspruch, einen vollstdndigen
Zugang zu allen Prozessen des Zytoskeletts zu gewdhren. Er steht in engem Zusammenhang
zu dem in [86] vorgestellten System. Da die Filamente wesentlich kiirzer sind als ihre
Persistenzldnge, sehen wir sie als starre Stdbchen an. Die Position im Raum wird durch
einen Punkt entlang des Filamentes - wir wahlen das Plus-Ende - und seine Orientierung,
die in Richtung des Plus-Endes zeigt, eindeutig beschrieben. Der Zustand des Systems
wird durch die Dichte ¢ (r, @, ¢,t) der Plus-Enden der Aktinfilamente beschrieben, die von
der Position r, der Filamentorientierung i, wobei @ in Richtung des Plus-Endes zeigt
und 6% = 1 gilt, der Filamentlinge ¢ und der Zeit ¢ abhingt (vgl. Abb. . Hier sei
darauf hingewiesen, dass zur Lokalisierung der Filamente auch ohne Einschriankung die

Minus-Enden hatten verwendet werden koénnen.

Es soll nun zunéchst die Dynamik der Filamentldnge erlautert werden, bevor die rdumliche

Dynamik des Systems zur vollstindigen Beschreibung integriert wird. Die Entstehung

WY
@64

Vd\&
r

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Freiheitsgrade eines Filamentes: Ortsvektor r (zeigt
auf das Plus-Ende), Richtungsvektor i sowie Lingen ¢ eines Monomers und ¢ des Gesamtfilamentes.
Mit v, und vq werden die Polymerisations- bzw. Depolymerisationsraten der Treadmilling-Dynamik
bezeichnet.
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4 Theoretische Beschreibung des Aktin-Zytoskeletts

und der Zusammenbau eines Aktinfilamentes ist ein komplizierter Vorgang, der in Ab-
schnitt ausfiihrlich beschrieben wurde. Er hingt im Wesentlichen davon ab, ob und
welche Nukleotide an die Aktin-Untereinheiten gebunden sind und welche Proteine die
Dynamik beeinflussen [87]. Die Filamentlange ¢ ist i. Allg. nicht konstant. Sie &ndert sich
durch die Hinzunahme oder das Entfernen von Monomeren der Lénge § (vgl. Abb. . Wir
gehen davon aus, dass am Plus-Ende nur Untereinheiten hinzugefiigt (Polymerisation) und
am Minus-Ende nur Untereinheiten abgelost (Depolymerisation) werden kénnen, was einer
»Treadmilling“~-Dynamik entspricht. Die Raten fiir die Polymerisierung am Plus-Ende und
die Depolymerisierung am Minus-Ende werden mit v, und vq bezeichnet. Spezielle Proteine
konnen die Raten fiir das Hinzufiigen und Ablésen von Untereinheiten beschleunigen oder
verlangsamen. Im beschriebenen Fall gehen wir davon aus, dass die Filamente im Mittel am
Plus-Ende wachsen und am Minus-Ende schrumpfen. In Abwesenheit von Hilfsproteinen
ist die mittlere Wachstumsrate am Plus-Ende niedriger als die mittlere Schrumpfrate
am Minus-Ende, was ein im Mittel schrumpfendes Filament zur Folge hat [88, |89, 90].
Capping-Proteine sind dagegen bspw. in der Lage, das Ablésen von Untereinheiten am
Minus-Ende des Filamentes zu verhindern. Sie bewirken somit eine Verlangerung des
Filamentes und fithren schlussendlich zu einem Nettowachstum. Um das System so einfach
wie moglich zu halten, werden diese Proteine nicht explizit berticksichtigt, dem Prozess
wird jedoch Rechnung getragen, indem die Wachstumsrate am Plus-Ende v, stets grofier

als die Schrumpfrate r4 am Minus-Ende angenommen wird, v, > vq4.

Dariiber hinaus kénnen sich Filamente mit einer Rate kq spontan auflésen, was den in
Abschnitt beschriebenen , Katastrophen“ Rechnung trigt. Aquivalent dazu konnte
man annehmen, dass der Filamentabbau auf viel schnelleren Zeitskalen ablduft als die
anderen relevanten Prozesse. Dadurch erreicht man, dass die Filamente nicht unbegrenzt

wachsen konnen.

Das Filamentwachstum startet mit der Bildung eines Nukleus, der aus drei Aktinmono-
meren besteht [18]. In unserem Modell wird die spontane Bildung eines solchen Nukleus
vernachléssigt, da sie unter physiologischen Bedingungen ein duflerst seltenes Ereignis
darstellt [87] und nur die Bildung neuer Filamente beriicksichtigt, die durch Nukleations-
proteine hervorgerufen wird. Wenn ¢;, mit ¢ = 0,1, 2, ... , die Verteilung der Filamente mit
Lange 70 beschreibt, reprisentiert die Lange 0 gerade einen o. g. Nukleus. Fiir die zeitliche

Veranderung dieser Verteilung erhalten wir somit

d
&Ci = —UpC; F VaCio1 — V4G + Vacir1 — kac; (4.1)

fiir ¢ > 0. Im Allgemeinen hingen die Polymerisationsrate v, und die Depolymerisierungs-

rate vq von der Konzentration der freien Aktinmonomere und physikalischer Gréflen, wie
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4.1 Kinematische Beschreibung des Aktinfilament-Aufbaus

Temperatur und pH-Wert ab. Im Folgenden wird davon ausgegangen, dass diese Raten

konstant sind und ein unbegrenztes Reservoir an Monomeren existiert.

Auf Langenskalen, die weitaus grofler als die Lange ¢ sind, kann Gleichung [.1] durch

folgende partielle Differentialgleichung approximiert werden

Orc(l) = =0y (Vg — vq) c(£) — kqc(€) (4.2)

wobei v, = 1,0 und vqg = vgd die Polymerisations- bzw. Depolymerisationsgeschwindigkei-

ten an Plus- und Minus-Ende sind.

Wir nehmen nun an, dass der Filamentfluss an der Stelle £ = 0 und damit die Rate der

Nukleation proportional zur lokalen Dichte der aktiven Nukleationsproteine n, ist:
(va —va) c (€ =0) = jelyug = Ina

Wir wéhlen also fiir die Dichte der Nuklei ¢ (¢ = 0) = vn,, wobei v eine Konstante ist,
die 0.B.d. A. auf v = 1 gesetzt werden kann. Diese Wahl ist gerechtfertigt, wenn die
Filamente ihre endgiiltige Lénge ¢ in einer Zeit erreichen, die schnell im Vergleich zu

anderen Prozessen ist.

Die stationare Losung von Gleichung (4.2)) ist durch eine Exponentialfunktion gegeben

c(0) = nyexp (— Fa €> , (4.3)

Va — Ud

womit die mittlere Lénge (¢) = (v, —vq)/kq proportional zur Differenz zwischen
Polymerisations- und Depolymerisationsgeschwindigkeit v, — vq4 und umgekehrt proportio-
nal zur Rate kg ist. Dieser Ansatz ist nur dann sinnvoll, wenn wie angenommen v, > vq
ist. Im umgekehrten Fall muss man Gleichung bis zur zweiten Ordnung entwickeln
und erhélt dann fiir die Zeitentwicklung der Dichte

Va + Vq)

Ore(l) = —0p (va — vq) c(f) + 852( 5 c(l) — kqe(€) . (4.4)

Die Langenverteilung der Filamente ist immer noch exponentiell, wobei fiir die mittlere

Lénge

gilt.
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Nimmt man nun die Ortsabhéingigkeit hinzu, so wird der Zustand des Systems durch die
Dichte der Plus-Enden der Filamente ¢ beschrieben, die von der Position im Raum, der
Orientierung und der Lénge abhéngt, ¢ = ¢(r, 4, ¢, t). Ihre Zeitentwicklung ist gegeben
durch

Oc = DAc — V - vylic — (vy — vq)0pc — kqc . (4.5)
Fiir die Randbedingung im /-Raum gilt
c(r,0,=0)=vn,(r) , (4.6)
wobei n, die Dichte der aktiven Nukleationsproteine ist.

Die Diffusionskonstante D héngt i. Allg. von der Filamentlénge ¢ ab, wird jedoch hier der
Einfachheit halber als isotrop angesehen [18]. Sie tragt sowohl Fluktuationen in der Postition
des Plus-Endes der Filamente Rechnung als auch der stochastischen Natur des Hinzufiigens
von Monomeren an das Filamentende. Ebenso vernachldssigt wird die Rotationsdiffusion.
Geht man davon aus, dass die Filamente sehr steif und durch Verschlingungen miteinander

stark vernetzt sind, ist kein signifikanter Einfluss durch Rotationsdiffusion zu erwarten.

Die unmittelbare numerische Analyse von Gleichung mit der Finiten-Differenzen-
Methode wiirde eine Diskretisierung der Gleichung auf einem vierdimensionalen Gitter
erfordern, was numerisch unpraktisch ist. Zur weiteren Vereinfachung des Systems und zur
Steigerung der numerischen Effizienz kann man zwei neue Ordnungsparamter einfiihren,
die eine wesentliche Vereinfachung des Systems erméglichen, ohne dabei ndhern zu miissen.
In einem ersten Schritt soll die Langenabhéngigkeit von ¢ ausintegriert werden. Dazu
definiert man die Dichte ¢~ der Minus-Enden und die Gesamtaktindichte 7" am Ort r fiir

Filamente mit Orientierung in Richtung t:

) = [decr-¢ang (4.7)
0
n ¢

T(r,a) = O/dﬁ/0 d¢ c(r — £, 4,0) . (4.8)

Angewendet auf Gleichung (4.5) erhilt man damit:

oic = DAc —V-vqticc — kqc™ +vn, (4.9)

0T = DAT —V -0, 0T 4 (va —vg)c — kgT . (4.10)
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Um das groBraumige Verhalten des Systems zu untersuchen, legen wir nun den Hauptau-
genmerk auf makroskopische Dichten und Polarisationsfelder. Dazu entwickeln wir in einem
zweiten Schritt die Abhéngigkeit der Dichten ¢~ und T von i beziiglich der Momente der
Orientierung. Bezeichnet man mit p~(r) und p~(r) bzw. Tiot und pot die entsprechenden

ersten bzw. zweiten Momente der Entwicklung fiir ¢~ und 7', so lassen sich diese als

p(r) = ;ﬂ/dﬁc(r,ﬁ) , (4.11)
p(r) = % / dt e (r,8) (4.12)
Tin(r) = % daT(r,a) (4.13)
prot(r) = % dd a7 (r, ) (4.14)

schreiben. Diese Grofien entsprechen gerade den beiden ersten Moden einer Fourierent-
wicklung, die zur Beschreibung der Filamentverteilung ausreichen. Kennt man alle Moden,

kann man daraus die vollstédndige Verteilung berechnen. Wendet man diese Entwicklung

an, ergibt sich aus Gleichungen (4.9) und (4.10))

OTiot = DATiot — vaV - Prot + (va —va)p~ — kaTot ; (4.15)
Otptot = DAPtot — %UaVTtot + (va —va)P~ — KaPtot ) (4.16)
Op~ = DAp” —vgdV-p~ —kap™ +vn, , (4.17)
op- = DAp —kgp — %vde* (4.18)

unter Vernachldssigung von Termen der Ordnung 2 und hoher in @. Die genaue Herleitung

der Gleichungen (4.15]) - (4.18) ist in Anhang gezeigt.

Betrachtet man nun den Fall kgL > vy und kqL? > D, wobei L eine typische Lingenskala,
bezeichnet, auf der sich die Dichte von p~ dndert. Dadurch erhalten wir, dass p~ — 0 und
damit vernachlissigt werden kann. Aus Gleichung (4.17) erhélt man p~ = vn,/kq, womit

die Zeitentwicklung fiir Tio¢ nun lautet
0iTiot = DAT ot — vV - Prot — kaThot + ana (4.19)

wobei o = (v, — vq)v/kq den Nukleationsfaktor definiert. Lésst man der Ubersicht halber
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den tiefgestellten Index ,tot“ in den Gleichungen (4.16)) und (4.19)) weg, erreicht man die
endgiiltige Form der dynamischen Gleichungen zur Beschreibung des Aktin-Zytoskeletts

oT = DAT —v,V-p—kqT + an, (4.20)

op = DAp —kqp — v VT . (4.21)

Die urspriingliche dynamische Gleichung fir die Filamentdichte erfasst dieselben
Prozesse, die in den Referenzen [85, |86] beschrieben wurden. Allerdings bezog sich die
Filamentdichte in den zitierten Arbeiten auf den Schwerpunkt und nicht auf die Plus-
Enden der Filamente. Die Abhéngigkeit von der Richtung @ wurde in [85] beibehalten,
wohingegen in [86] eine Momententwicklung bzgl. der Filamentliange ¢ betrachtet wurde.
Die Unterschiede zu den in dieser Arbeit gemachten Untersuchungen beeinflussen jedoch

die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts nicht qualitativ.

4.2 Kinematische Beschreibung der Nukleationsproteine

In diesem Abschnitt soll die Dynamik der sog. Nukleationsproteine erlautert werden. Der
Auf- und Abbau von Aktinfilamenten wird durch Nukleationsproteine kontrolliert und
gesteuert. Die spezifischen Eigenschaften der unterschiedlichsten Arten von Nukleatoren in
echten biologischen Zellen sollen in dieser Arbeit vernachléssigt werden. Wir beschrénken
uns auf die Représentation der Prozesse bei der Keimbildung durch ein Protein, das in
zwei Zustédnden existieren kann. Im aktiven Zustand katalysiert es die Bildung neuer
Aktinfilamente und ist an die Membran gebunden, die auf der Unterlage haftet. Seine
Dichte wird durch n, beschrieben. Im inaktiven Zustand bewegen sie sich frei im Zytoskelett.
Die Dichte der inaktiven Proteine wird durch n; gekennzeichnet. Die Zeitentwicklung der
Dichten n,(r,t) und ni(r,t) ist durch

Oma = DaAny + wa(1 +win?)ng — wqTn, (4.22)
Omi = DiAn; — wa(1 + win?)n; + wqTn, - (4.23)

gegeben. Die Gesamtanzahl der aktiven und inaktiven Proteine im System ist erhalten,
d.h. N = [d?r (na(r) + ni(r)) = konst. Die jeweils ersten Terme auf der rechten Seite
beschreiben die Diffusion der Proteine mit den effektiven Diffusionskonstanten D, und
D;. Da die aktiven Nukleatoren oft mit gréfleren Proteinkomplexen oder der Membran
verbunden sind, nehmen wir an, dass D, viel kleiner als Dj; ist. Die Nukleatoren werden mit

der spontanen Rate w, aktiviert. Gleichzeitig verstarken die bereits aktivierten Proteine
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die Aktivierung der noch inaktiven. Diese zusitzliche Rate wird durch wjn? beschrieben.
Der Kooperativitdatsterm ist der Term niedrigster Ordnung, mit dem es mdoglich ist, eine
Instabilitdt des homogenen, isotropen Zustands zu erzeugen . Die Deaktivierung der
Proteine wird in Ubereinstimmung mit experimentellen Beobachtungen an Neutrophilen
und Dictyostelium discoideum durch die neu gebildeten Aktinfilamente induziert.
Die entsprechende Rate wird durch wyqT bezeichnet. Eine spontane Deaktivierung der
Nukleatoren wird vernachléassigt. Die relevanten Prozesse der Dynamik der Nukleatoren
ist in Abbildung [4.2] dargestellt.

wdT
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Abbildung 4.2: Relevante Prozesse der Dynamik der Nukleatoren. Inaktive Nukleatoren (griin)
konnen aktiviert werden (blau). Aktive Nukleatoren erzeugen neue Aktinfilamente, die wiederum
die Nukleatoren deaktivieren. Spontane Aktivierung mit Rate w,, kooperative Aktivierung mit
Rate win, und Deaktivierung mit Rate wqT.

Zur numerischen Losung wird eine dimensionslose Form der Gleichungen (4.20)) - (4.23)
verwendet, die in Anhang [B| angegeben ist. Dabei wird der Ort mit A = / Djwa ! und die

Zeit mit 7 = w; ! skaliert. Dimensionslose Parameter werden durch Tilden angezeigt.
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4 Theoretische Beschreibung des Aktin-Zytoskeletts

4.3 Spontane Wellen konnen erzeugt werden

Aktinwellen wurden in der Vergangenheit in zahlreichen biologischen Organismen experi-
mentell beobachtet. Man geht davon aus, dass diese Wellen dafiir verantwortlich sind, die
Komponenten des Zytoskeletts so zu organisieren, dass Zellbewegung méglich wird , ,
. Das Entstehen der Wellen kann dabei sowohl durch chemische Stoffe induziert werden

als auch spontan geschehen. Fiir das spontane Auftreten von Wellen im Zytoskelett gibt es

bereits zahlreiche Hinweise , .

Das dynamische System aus den Gleichungen - ist in der Lage spontane
Wellen zu erzeugen , . Fiir kleine Werte der Deaktivierungsrate der Nukleatoren
wq befindet sich das System in einem stabilen, homogenen und isotropen Zustand. Beim
Uberschreiten des kritisches Wertes von Wd krit. = 0,14 wird die Symmetrie gebrochen
und es bilden sich oszillatorische Losungen aus. Ein Beispiel linearer Wellenfronten zeigt
Abbildung (a). Diese Losungen propagieren als laufende Wellen im Modellgebiet mit
periodischen Randbedingungen. Je nach Wahl der Anfangsbedingungen kann die Welle
in verschiedene Richtungen laufen. Eine kleine asymmetrische Storung bzw. Fluktuation
zerstort die am Anfang moglicherweise vorhandene Symmetrie. Man sagt, es kommt zur
spontanen Symmetriebrechung. Diese entscheidet, welche Propagationsrichtung die Wellen
im System einnehmen. Bei allen Simulationen wurde der Anfangszustand der Verteilung
der freien Nukleatoren in der Ndhe des homogenen, stationdren Zustandes gewéhlt und

mit einer kleinen zufélligen Stérung iiberlagert.

a)

W

X

Abbildung 4.3: Aktindynamik fiir verschiedene Werte von @&q, ¥, und 7). Momentaufnahme der
Aktindichte T zur Zeit t = 0,34@; ! fiir a) g = 0,2, 9, = 0,02 und 7Y = 120, b) fiir &g = 0,4,
U = 0,02 und 7Y = 120. Alle anderen Parameter sind wie in Abb. gewahlt. Der Mafistabsbalken
hat eine Lénge von 0,19 A.

Das Entstehen und Aufrechterhalten der Wellenbewegung kann anschaulich erklért werden.
In den planaren Wellen gibt es einen Bereich aktiver Nukleatoren an der Vorderfront und

einen Bereich von Aktinfilamenten an der Riickflanke. Die aktiven Nukleatoren beginnen
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4.3 Spontane Wellen kénnen erzeugt werden

neue Aktinfilamente zu nukleieren. Freie Nukleatoren binden wegen der Kooperativitat
bevorzugt unmittelbar vor den bereits aktiven Nukleatoren auf der Membran und beginnen
ebenfalls mit der Nukleation neuer Aktinfilamenten. Die bereits gebildeten Aktinfilamente
verursachen zeitverzogert das Ablésen und somit die Deaktivierung der Nukleatoren, die
erneut vor den aktiven in Propagationsrichtung der Welle binden und aktiviert werden.
Dieser sich wiederholende Prozess hélt die Bewegung der linearen Wellenfront aufrecht.
Die Simulationen zeigen, dass die Dichtemaxima der Aktinfilamente unmittelbar hinter
den Maxima der Dichten der aktiven Nukleatoren liegen (vgl. Abb. .

n,

T

0,5

0

0 L

Abbildung 4.4: Schnitt durch den in Abbildung [4.3[ (a) gezeigten Zustand. Aktive Nukleatoren
N, sind rot und Aktinfilamente 7" blau eingefirbt. Parameter sind wie in Abb. (a) gewahlt.
L =0,525).

Erhoht man die Deaktivierungsrate @wq der Nukleatoren weiter, so werden die linearen
Wellenfronten instabil. Sie brechen auf und es bilden sich in den Fronten ,,Blobs“ hoher
Dichte, wie sie in Abbildung (b) dargestellt sind. Das Polarisationsfeld eines jeden
»Blobs* hat eine Singularitét (vgl. Abb. , die dem Maximum der Dichte der Aktinfila-
mente und der aktiven Nukleatoren in Bewegungsrichtung hinterherhinkt. Die Dichte der
aktiven Nukleatoren eines ,,Blobs“ weist auch hier eine dhnliche Form wie die Dichte der

Aktinfilamente auf und ist zu letzterer in Bewegungsrichtung verschoben.

Um ein zusammenhéangendes Bild der Zustédnde zu bekommen soll der Phasenraum des

Abbildung 4.5: Polarisationsfeld p des in Abbildung (b) gezeigten Zustands. Parameter sind
wie in Abb. [4.3] (b) gewiihlt. L = 0,525\,
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4 Theoretische Beschreibung des Aktin-Zytoskeletts

Systems bestehend aus den Gleichungen - in Bezug auf zwei wichtige Parame-
ter angeschaut werden. Indem wir die Parameterwerte fiir die Deaktivierungsrate &4 der
Nukleatoren und die Polymerisationsgeschwindigkeit o, der Aktinfilamente variieren, sind
wir in der Lage ein systematisches Bild der entsprechenden Schnitte durch den Phasenraum
zu erhalten. In Abbildung [4.6]sind die Zusténde des Systems in Bezug auf die Dynamik der
Aktinfilamente klassifiziert. Dabei markieren schwarze Punkte die Bereiche homogener, sta-
tiondrer Zustand, griine Dreiecke die Bereiche, in denen sich lineare Wellenfronten ausbilden
und blaue Quadrate Bereiche, in denen die Wellenfronten aufbrechen und Aktin-,,Blobs®
entstehen. Dabei héngt der kritische Wert der Deaktivierungsrate wq der Nukleatoren fiir
die Enstehung von Aktin-,,Blobs*“ hoher Dichte von der Polymerisationsgeschwindigkeit @,
der Aktinfilamente ab.

Wd
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0.34 " E B N E EEESEENNEENSNEBRERH®R
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EEEE
0.28 [ ]
0.22 |
0.16
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Abbildung 4.6: Phasenraum zu den Gleichungen - bezogen auf die Aktin-Dynamik
als Funktion der dimensionslosen Abléserate der Nukleatoren wq und der dimensionslosen Polyme-
risationsgeschwindigkeit der Aktinfilamente ©,. Alle anderen Parameterwerte sind in Tabelle
angegeben. Punkte: homogener, stationdrer Zustand; Dreiecke: lineare Wellenfronten; Quadrate:
aufbrechende Wellenfronten mit Aktin-, Blobs*.

Andert man die anfingliche Dichte der freien Nukleatoren entwickelt das System Spiral-
16sungen. Eine Momentaufnahme der Spirale aus Aktinfilamenten ist in Abbildung [£.7]
dargestellt. Wegen der periodischen Randbedingungen, ist die Spirale in unseren Simu-
lationen allerdings nicht persistent. Sie beginnt mit sich selbst wechselzuwirken. Zur
besseren Analyse der Spirallésung ist es deswegen notig, die Ausbildung der Spirale in
einer beschrankten Geometrie zu untersuchen (sieche dazu Abschnitt .

Das System aus der urspriinglichen dynamischen Gleichung (4.5 fir die Filamentdichte
und den dynamischen Gleichungen fiir die Nukleatoren (4.22]) und (4.23)) wurde bereits

in [86] untersucht, wobei zur Vergréberung der Gleichungen eine Momententwicklung bzgl.
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Abbildung 4.7: Momentaufnahme der Aktindichte T zur Zeit t = 0,34 * fiir &g = 0,4, ¥, = 0,024
und 7Y = 250 und Ausschnitt aus dem Polarisationsfeld p. Alle anderen Parameter sind wie in
Abb. [1.6] gewihlt. Der MaBstabsbalken hat eine Lange von 0,19 A.

der Filamentldnge ¢ betrachtet wurde, welche die Dynamik des Systems nicht qualitativ
beeinflusst. Eine lineare Stabilitdtsanalyse zeigte bereits die Existenz laufender Wellen
(vgl. Abb. . Fiir geniigend kleine Werte von w; ist der homogene, isotrope Zustand
stabil. Ubersteigt die Kooperativitit w; jedoch einen kritischen Wert, wird er instabil.
Interessanterweise zeigte sich, dass der stationdre Zustand fiir hinreichend grofie Werte
von wy erneut stabil ist. Fiir beide Stabilitdtsgrenzen existiert ein kritischer Wert von
D, unterhalb dessen die Bifurkation oszillatorisch ist, wohingegen sie fiir gréfiere Werte

stationar ist.

Wie wir in diesem Abschnitt gesehen haben, kann das Aktin-Zytoskelett-System oszillato-
rische Zusténde erzeugen, die sich bei periodisch gewéhlten Randbedingungen als laufende
Wellen darstellen. Wir kénnen also Phénomene reproduzieren, wie sie in verschiedenen
Experimenten beobachtet wurden (vgl. Kapitel . Im néchsten Kapitel wollen wir nun
diese Dynamik an ein Phasenfeld koppeln, das die Zellmembran, also einen beweglichen
Rand, reprasentiert, um das theoretische System besser mit experimentellen Beobachtungen

vergleichen zu kénnen.

D
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Abbildung 4.8: Stabilitdtsdiagramm des homogenen, stationdren Zustandes in Abhéngigkeit von
D und w;. Stabile Regionen sind hellgrau, instabile dunkelgrau eingefarbt. Gepunktete Linien
markieren oszillatorische Instabilitdten, durchgezogene Linien stationéire Instabilitdten. Aus .
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5 Phasenfeld-Beschreibung raumlich
abgegrenzter Aktin-Dynamik

In Kapitel 4] wurde gezeigt, dass das Aktin-Zytoskelett-System spontan laufende Wellen
erzeugen kann. In Zellen wird das Zytoskelett jedoch von der Zellmembran oder Zellwand
begrenzt. Sowohl das Kriechen von Zellen als auch die Ausbildung zelluldrer Struktu-
ren, wie Lamellipodien, beruht auf Wechselwirkungen zwischen dem Zytoskelett und der
Zellmembran. Eine physikalische Beschreibung solcher Phénomene ist nur moéglich durch
das Einfiihren eines beweglichen Randes, der die Zellmembran représentiert. In diesem
Kapitel wird das Verhalten des Aktin-Zytoskelett-Systems in beschrdnkten Doménen
untersucht und ein neuartiger Ansatz vorgestellt, der die gew6hnliche Beschreibung ei-
nes mikroskopischen Systems mit der Dynamik eines Phasenfeldes zur Darstellung der
Zellmembran verbindet |95, 96, |97, 98]. Das Phasenfeld wird in dieser Beschreibung als
eine Art Markierungsfeld der Zelle verstanden. Die numerische Simulation mit Hilfe der
Phasenfeldmethode bietet ein Werkzeug, um die faszinierende Wechselwirkung zwischen
Zytoskelettwellen und der Zellbewegung direkt nachzuvollziehen. Die in Kapitel [5] und [0]

besprochenen Ergebnisse wurden bereits in [99] verdffentlicht.

5.1 Der Phasenfeld- Ansatz

Betrachten wir nun das System aus Aktinfilamenten, die sich unter Regulierung von
Nukleationsproteinen auf- und wieder abbauen. Die Filamente werden durch ein Phasenfeld
auf einen begrenzten, raumlichen Bereich beschrankt. Das Phasenfeld markiert dabei das
Innere einer Zelle, eines Zellfragmentes oder eines Vesikels. Der Einfachheit halber wird
dieser Bereich im Folgenden als ,,Zelle“ bezeichnet. Wir beschranken uns weiterhin auf
eine zweidimensionale Beschreibung und vernachléssigen Verdnderungen in senkrechter
Richtung zur Oberfliche. Diese Annahme ist geeignet fiir Zellen mit einer einigermafien
konstanten H6he von einigen hundert Nanometern, kann jedoch auch zur Beschreibung

von Zellbewegung in drei Dimensionen genutzt werden [100].

Der Phasenfeldformalismus ist eine zweckgiinstige Methode um Multiphasen-Systeme wie

z. Bsp. feste und fliissige Phasen oder das Innere und Auflere eines Systems zu beschreiben
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5 Phasenfeld-Beschreibung raumlich abgegrenzter Aktin-Dynamik

[101}, 102]. Insbesondere wurde er benutzt um die unterschiedlichsten Aspekte der Zellbe-
wegung zu untersuchen. Dazu gehdren zum einen Arbeiten zur Struktur und Form von
Zellen [96, 98] und zum anderen Studien zur Wirkung von Adhésionsmolekiilen auf die
Bewegung [95), 97, 103 [104].

Die Schwierigkeit bei der Beschreibung einer rdumlich begrenzten Aktin-Dynamik liegt
nicht in der Losung der intrinsischen Gleichungen, sondern vielmehr in der Unterscheidung
der beiden Phasen innen und auflen und der Kopplung der inneren Dynamik an einen
frei beweglichen Rand. Die numerische Behandlung von Systemen mit frei beweglichen
Réndern stellt auch heute noch eine Herausforderung dar. Losungsansétze reichen von
»Sharp interface* -Methoden, ,,moving boundary“-Methoden, iiber ,level set*-Methoden
bis zu Phasenfeldmethoden. Jede dieser Methoden hat innerhalb gewisser physikalischer
Problembereiche ihre jeweiligen Vor- und Nachteile. Auch heute ist noch keine vollkommen

befriedigende Losung der Problematik gefunden worden.

Bei den ,sharp interface* -Modellen wird die Grenze zwischen innen und auflen - die
Berandung der Zelle - als scharfe Sprungflache verstanden, an der die Dichten oder andere
Parameter beim Uberschreiten der Grenze diskontinuierlich ihre Werte dndern. In der
Numerik wird das gekriimmte Diskretisierungsgitter in jedem Zeitschritt an die Membran

angepasst, um die notwendige Sprungbedingung an den freien Réndern anzubringen.

In theoretischen Untersuchungen von Doubrovinski et al. wurde eine ,moving boundary* -
Methode verwendet [85]. Hierbei wurde die Berandung, die numerische Darstellung der
Zellmembran, durch ein Potential V' reprasentiert. Die Zeitentwicklung des Randes I wurde

durch die dynamische Gleichung
OF

P:— ﬁ

beschrieben, wobei die freie Energie der Membran mit

.7::/ drmH2/2+7T+PQ+/ drV (r,I')eo(r)
r Q

berechnet wurde. Hierbei bezeichnen k die Biegesteifigkeit der Membran, 7 die Oberflachen-
spannung der Membran, H die mittlere Kriimmung der Membran, P die Druckdifferenz
zwischen innerem und duflerem Druck, ¢ einen Reibungskoeffizienten, 2 die Oberfliache
und ¢ die Gesamtdichte der Plus-Enden von Filamenten im System. In den dynamischen
Gleichungen fiir die Filamente wurde ein zusétzlicher Term bendétigt, der den Kréiften,
die von der Membran auf die Filamente ausgeiibt werden, Rechnung tragt. Diese Kraft
fiihrt zu einem zusétzlichen Fluss proportional zur Dichte der Filamente, einem phéno-

menologischen Reibungskoeffizienten und der Kraft durch die Membran. In diesem Fall
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5.1 Der Phasenfeld-Ansatz

erfahren die Filamente eine Kraft proportional zu —VV. Diese Methode zeigt deutliche
Vorteile durch die sehr genaue Darstellung der Berandung, hat allerdings den Nachteil

sehr rechenintensiv zu sein.

Die sog. ,level set*-Methode stellt einen weiteren Ansatz in Verbindung mit einem ,,sharp
interface* -Modell dar [105]. Die Berandung wird hier in einer impliziten Darstellung durch
die Null-Fléche einer charakteristischen Funktion ohne scharfe Gradienten dargestellt. Die
Nullstellenmenge eines (n — 1)-dimensionalen Randes I' in einem n-dimensionalen Raum

wird iiber die n-dimensionale Hilfsfunktion ¢(r,¢) beschrieben:

[(r,t) = {r | o(r,t) = 0}

Bewegt sich der Rand in Richtung seiner Normalen mit Geschwindigkeit v(r,t), so lasst

sich die Bewegung iiber eine Differentialgleichung fiir die Hilfsfunktion darstellen:

¢ =—v- |Vl

Zur Darstellung der Bewegung des Randes I' zu verschiedenen Zeitpunkten der Bewegung

geniigt es also, die Nullstellenmenge der Hilfsfunktion ¢ zu verfolgen [105].

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Phasenfeld-Ansatz stellen wir die Berandung
der Zelle implizit durch ein Phasenfeld dar, das zwischen den Bereichen reiner Phase
einen ausgeschmierten Bereich mit klar definiertem Profil fester Breite aufweist. Das
mathematisch sogenannte freie Randwertproblem, das die Bedingungen an der scharfen
Phasengrenze formuliert, wird iiber den Phasenfeldformalismus auf eine diffuse Grenzflache
abgebildet. Statt der rein numerischen Motivation geht die Ausschmierung der Grenze in
dieser Beschreibung direkt durch eine zusétzliche Phasenfelddynamik in die dynamischen
Gleichungen ein. Die Form der Berandung wird durch das Wechselspiel verschiedener
Krifte bestimmt. Dazu gehoren Oberflachenspannung, Biegesteifigkeit und der Druck in
der Zelle. Die Oberflichenenergie ist dabei proportional zum Umfang S der Zelle und lasst
sich durch

1 2
Hien =75 = W/drz [(G‘vwl) +V

5 (5.1)

beschreiben, wobei v die Oberflichenspannung und € den Parameter zur Kontrolle der
Breite der Berandung bezeichnen. Das Potential Vmit V(v) = 92(1 — 1)?/4 ist ein
Doppelmuldenpotential und legt die energetisch stabilen Werte des Phasenfeldes auf ¢ = 0

und ¢ = 1 fest. Der erste Term auf der rechten Seite beschreibt die Energieerhthung,
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5 Phasenfeld-Beschreibung raumlich abgegrenzter Aktin-Dynamik

proportional zu €, die mit einer Variation des Phasenfeldes verkniipft ist. Dieser, in Analogie
zu einer Oberflichenspannung definierte Energiebeitrag, verursacht z. B. die Minimierung
des Bereichs zwischen den beiden Gebieten konstanter Phase. Beide Terme konkurrieren
miteinander. Wihrend der erste Term einen moglichst flachen und glatten Ubergang

bevorzugt, strebt der zweite Term ein stufenférmiges Profil an.

Der zur Biegesteifigkeit gehorende Energiebeitrag lasst sich nach Helfrich in der Form

1 1.2
Hbend == g/dr g |:€v21/1 - EV/:| (52)

angeben, wobei xk die Biegesteifigkeit bezeichnet. Abhéngig von den Phasenfeldparametern
stellt sich daher zwischen Gebieten reiner Phasen ein Profil fester Breite ein, das die freie
Energie F[¢] des Phasenfeldes minimiert [98| 101} 106} 107].

Im néchsten Abschnitt beginnt die Beschreibung des Systems, indem die Dynamik des
Phasenfeldes 9 erlautert wird und anschliefend die dynamischen Gleichungen fiir die
Dichte der Aktinfilamente T', das Polarisationsfeld p und die Dichten der aktiven und

inaktiven Nukleationsproteine n, und n; vorgestellt werden.
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5.2 Dynamik des Phasenfeldes

Der Phasenfeldformalismus dient in dieser Arbeit zur Veranschaulichung des Einflusses von
Polymerisationswellen auf die Zellbewegung. Das Phasenfeld ) selbst ist ein reellwertiges,
positives Hilfs- oder Markierungsfeld, das das Innere vom AuBeren der Zelle abgrenzt und
dessen Verteilung innen-aufien durch eine charakteristische Funktion im Wertebereich [0,1]
beschrieben wird. Der Innenraum entspricht ¢» — 1, wohingegen der Auflenraum durch
1) — 0 definiert wird. Das Phasenfeld variiert kontinuierlich zwischen diesen beiden Werten.
Seine Dynamik geniigt der Gleichung [96} 98, (103|, |104]

O = DyAy + f(¥,6) = Bp- Vo . (5.3)

Der Wert des Phasenfeldes unterscheidet sich nur im Bereich der Membran von den Werten
reiner Phase. Dieser Umstand kann dazu verwendet werden, die Position der Membran

numerisch zu bestimmen. Mit dem Ausdruck
n=-V¢/|Vg| (5.4)

lasst sich ein Normalenvektor an die Membran definieren. Die Nullstellen der Funktion f
charakterisieren die beiden Phasen innen (¢ = 1) und auflen (¢ = 0). Sie hat die kubische

Form

f(,0) = k(1 =) —=0) (5:5)

so dass das Phasenfeld in Abhéngigkeit des Anfangswertes g in eine der beiden reinen
Phasen (¢ = 0 oder ¢ = 1) relaxiert. Fiir Anfangswerte 1y < § bewegt sich das System in
den Zustand ¢ = 0, fiir Anfangswerte ¢y > § in den entgegengesetzten Zustand ¢» = 1. Zur
Anpassung der Zeitskala zwischen der intrinsischen Dynamik des Aktin-Zytoskeletts und
der des Phasenfeldes wird ein zusétzlicher Parameter x eingefiihrt. Er legt die Zeitskala fest,
auf der das Markierungsfeld die beiden Zustande 0 und 1 erreicht. Damit die Grofie der Zelle
im Mittel konstant bleibt, wird die Grofle § eingefiihrt. Sie fungiert als Zwangsbedingung
und ihre Werte hédngen vom Phasenfeld selbst ab. Der Zusammenhang ist durch die

Beziehung
1
§ = 3 +e (/ d’r(r) — AO) , (5.6)

festgelegt, wobei Ay die initiale Flidche der Zelle definiert. Dadurch soll nicht erreicht
werden, dass die Fliache der Zelle invariabel fixiert wird, sondern ein Kollaps bzw. ein

unbegrenztes Wachstum soll vermieden werden. Letztendlich fluktuiert die Fléche der Zelle
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um den Wert Ag |96]. Die Oberflachenspannung und Elastizitét der Zellmembran spiegeln
sich im Wert des Parameters ¢ > 0 wider. Er bestimmt die Stirke der Zwangsbedingung.
Unterschiedliche Werte von e konnen durch Reskalierung von Ag und Dy, ebenfalls erreicht
werden, wodurch der genaue Wert von € jedoch irrelevant wird. Die Abhéngigkeit der
Fliche A = [ d%r+ von e ist in Abbildung[6.19| gezeigt. Da Zellbewegung im iiberddmpften

Fall stattfindet, vernachléssigt man Inertialterme in den dynamischen Gleichungen.

Der effektive Diffusionsterm in Gleichung legt die Breite zwischen den Gebieten
reiner Phasen ¢ = 0 und ¢ = 1 fest. Daher steht der Wert der Konstanten D, im Zusam-
menhang mit der Oberflichenspannung der Membran. Gleichung minimiert den in
Gleichung definierten Anteil der Oberflichenspannung an der freien Energie. Betrach-

tet man die Variationsableitung der freien Energie, so erhélt man iiber den Zusammenhang

o=~ = |ebw - Tu(w ~ 1w - 5)| = Dudv + £(,5) (5.7)
die ersten beiden Terme auf der rechten Seite der Zeitentwicklung von . Der in Glei-
chung definierte Anteil der Biegesteifigkeit an der freien Energie fiihrt zu Ableitungen
héherer Ordnung in . Der Einfachheit halber vernachléssigen wir in dieser Beschreibung
mogliche Beitridge der Biegesteifigkeit der Membran auf die Dynamik des Phasenfeldes.
Eine Beriicksichtigung ware jedoch grundsatzlich moglich. Die wichtigste Frage besteht
darin, wie die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts an das Phasenfeld gekoppelt wird. Der
dritte Term auf der rechten Seite von Gleichung koppelt die Polymerisationsdynamik
der Aktinfilamente iiber das Polarisationsfeld p an das Phasenfeld. Wir nehmen an, dass
Filamente, die mit ihrem Plus-Ende in Richtung der Zellmembran zeigen, die Membran
weiter nach auflen schieben, wohingegen Filamente, die mit ihrem Minus-Ende an der
Zellmembran lokalisiert sind, diese nach innen zichen kénnen. Es wurde bereits suggeriert,
dass molekulare Motoren im Wechselspiel mit Aktinfilamenten ein Ziehen an der Membran
induzieren kénnen [108]. Wir beschreiben jedoch der Einfachheit halber ein System ohne
molekulare Motoren. Der Parameter § bestimmt die Stédrke der Kopplung zwischen den
Aktinfilamenten und der Membran. Er hingt im Wesentlichen von Eigenschaften der
Oberflache, auf der die Zelle kriecht, sowie der Polymerisierungsrate von Aktin ab [95]
103]. In Kapitel |§| zeigen wir, dass in den Losungen das Polarisationsfeld an der Mem-
bran immer nach auflen zeigt und folglich dafiir verantwortlich ist, die Membran nach
auflen zu schieben. Dies steht im Gegensatz zu Systemen mit molekularen Motoren, die

kontrahierende Spannungen im Zytoskelett erzeugen [72, |96].
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5.3 Kopplung der Aktin- und Nukleatoren-Dynamik an das
Phasenfeld

Es verbleibt nun die Gleichungen bis an das oben beschriebene Phasenfeld 1 zu
koppeln. Um die Aktin-Dynamik auf das Innere der Zelle zu begrenzen, multiplizieren wir
die Polymerisations- und Degradierungsterme der Gleichungen fiir die Aktindichte
T und fir das zugehorige Polarisationsfeld p mit dem Phasenfeld 1. Analog werden
in den Gleichungen fiir die aktiven und flir die inaktiven Nukleatoren, n,
und nj, die Aktivierungs- und Deaktivierungs-Prozesse auf das Zellinnere beschrénkt. Die

vollstdndigen, gekoppelten Gleichungen lauten demnach:

KT = DAT — kgyT — v,V - p + ayn, (5.8)
op = DAp — kqyp — v, VT (5.9)
Ona = DaAng + watp(1 + wlng)ni — wqTn, (5.10)
omi = DiAn; — wap(1 +win)n; + wahTn, . (5.11)

Da in den Gleichungen (5.10) und (5.11)) die Diffusionsterme nicht direkt an das Phasenfeld

1) gekoppelt werden, konnen die Nukleatoren aus der Zelle heraus transportiert werden.

Um dies zu verhindern werden im numerischen Integrationsschema Nukleatoren, die aus
7 | o< = 0 und
”i’w«z’) = 0 gesetzt wird, wobei 0.B.d.A. ¢ = 1072 gilt. Da es sich bei der Gesamtzahl der

Nukleatoren um eine Erhaltungsgréfie handelt, wird ein zusétzlicher Term zu den Dichten

dem Zellinneren hinaus diffundieren, in jedem Zeitschritt entfernt, indem n,

der Nukleatoren hinzugefiigt, der den Verlust aulerhalb der Zelle wieder ausgleicht:

- PN,

Ma = Mt s (5.12)
. PN

ng = n;+ 7f Pro@ (5.13)

Hierbei sind N, = [ d*r na‘¢<¢ und N; = fd2rni‘¢<d;

halb der Zelle degradierten aktiven bzw. inaktiven Nukleatoren. Wir haben unterschiedliche

die entsprechende Anzahl der aufler-

Moglichkeiten den Verlust an Nukleatoren auszugleichen untersucht und festgestellt, dass
alle unten beschriebenen Zustéinde unabhéngig von der gewédhlten Methode erzeugt wer-
den kénnen. Ebenso sind die Diffusionsterme in den Gleichungen und nicht
unmittelbar an das Phasenfeld ¢ gekoppelt. In &hnlicher Weise kénnten die Aktindichte
T und die Orientierung p aus der Zelle hinaus reichen. Da man in den Simulationen fiir

den Diffusionskoeffizienten D = 0 wahlt, dndert der beschriebene Effekt die Losungen
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=1 t =0
ésDw \...’ w

%ﬁoﬁ_’m

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Dynamik im Innern der Zelle. Das Innere der Zelle
wird durch Werte des Phasenfeldes von ¢ = 1 représentiert. Inaktive Nukleatoren (griin) kénnen
in diesem Bereich aktiviert werden (blau). Aktive Nukleatoren erzeugen neue Aktinfilamente, die
wiederum die Nukleatoren deaktivieren.

allerdings nicht qualitativ und demzufolge brauchen diese Felder nicht explizit degradiert

zu werden.

Bevor im néachsten Kapitel die Ergebnisse der numerischen Simulationen diskutiert werden,
soll zunéchst noch auf das Kréaftegleichgewicht im beschriebenen System eingegangen

werden.

5.4 Kriftegleichgewicht

Das Zytoskelett ist dazu in der Lage, Kraftdipole zu erzeugen. Gibt es keine dufleren
Kréifte, muss folglich der Impulsfluss durch die Zellmembran einer Zelle verschwinden.
Im Kriechfall, der hier betrachtet wird, bedeutet dies, dass die Summe aller internen
Krifte, die auf das Zytoskelett wirken, verschwinden. Im beschriebenen Fall kann das
Zytoskelett Impulse sowohl mit der Umgebung iiber Wechselwirkung mit der Zellmembran
als auch mit der Unterlage, auf der es sich bewegt, austauschen. Zusétzlich kénnten noch
Reibungskrifte auftreten, die durch die Wechselwirkung der Zelle mit der sie umgebenden
Fliissigkeit entstehen. Diese Kréfte sind allerdings so klein, dass sie nachfolgend vernachlés-
sigt werden kénnen. In diesem Abschnitt werden die dynamischen Gleichungen hinsichtlich
des Kréftegleichgewichtes untersucht, obwohl in der mikroskopischen Beschreibung Krifte
nicht explizit auftreten. Dazu nehmen wir an, dass die Zelle fest auf dem Substrat haftet

und wir vernachlassigen Fliisse relativ zur Unterlage.

Zur Beschreibung der grofiskaligen Strukturen kann der Ubergang zwischen den beiden
reinen Phasen im sog. ,sharp interface*-Grenzfall durch eine scharfe Grenzflache ersetzt
werden, d.h. Dy = 0. Man betrachtet nun das Kraftegleichgewicht in einer Situation fiir
sehr kleine D, also nahe des beschriebenen Grenzfalles. An der Membran miissen drei

Kréfte berticksichtigt werden. Zunéchst wird die Oberflachenspannung + betrachtet. Sie
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5.4 Kréftegleichgewicht

ist proportional zum Diffusionskoeffizienten und fithrt zu einer Kraftdichte entlang der
Membran. Die Kraftdichte fi., 1asst sich als

fien = yxn0 (5.14)

beschreiben, wobei y die Krimmung der Membran und n den nach auflen zeigenden
Normalenvektor n = —V¢/|V¢| bezeichnet [9§]. Auch das Zytoskelett tibt eine Kraft ;)

auf die Membran aus. Fir sie gilt:

f.pol = fﬁ(n ) p)n : (515)

Zuletzt werden dissipative Krafte durch v aufgefangen, wobei v die lokale Geschwindigkeit
der Zellmembran und & ein effektiver Reibungskoeffizient ist. Lokal erhélt man damit fiir

die Membran folgenden kinematischen Zusammenhang:
£v = ften + fpol- (516)

Wie bereits erwdhnt muss die Summe aller Kréfte, die auf das Zytoskelett einwirken, ver-
schwinden, um globales Kréftegleichgewicht zu erreichen. Unter den gemachten Annahmen
kann man nur die Zug- und Membrankréfte betrachten, die auf die Aktinfilamente wirken.
Fiir diese gilt

Firact + f Al Fem = 0, (5.17)

wobei  die Integration entlang der Membran  ausgefihrt wird und
fnem = —fpol = fien — &V gilt. An dieser Stelle soll erwéhnt werden, dass Zugkrafte
auf die Position der Membran beschrankt sind. Dies ldsst sich hauptséichlich darauf zurtick-
fiihren, dass man keine kontrahierenden Kréfte berticksichtigt, die durch das Wechselspiel

von molekularen Motoren mit dem Aktinnetzwerk entstehen [103].
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6 Bewegungsmuster werden durch
spontane Polymerisationswellen
erzeugt

In diesem Kapitel untersuchen wir die Gleichungen - durch numerische Integrati-
on in zwei Dimensionen auf einem quadratischen Gitter mit periodischen Randbedingungen.
Der in dieser Arbeit verwendete Phasenfeld-Ansatz hat es erméglicht, meinen numerischen
Code bis zu einem hohen Grad zu parallelisieren. Dariiber hinaus wurde die Rechenzeit
durch die Nutzung von Grafikkarten zur Berechnung um das 100-fache reduziert. Zum
Einsatz von Grafikkarten sei an dieser Stelle auf Anhang [C] verwiesen. Um die Rechenzeit
gering zu halten, ist man bei einer numerischen Simulation an einer Diskretisierung des
Phasenfeld-Uberganges durch moglichst wenige Gitterpunkte interessiert. Zusétzlich muss
jedoch bei vorgegebener Diskretisierung auf ein sauber erhaltenes Ubergangsprofil zwischen

innen und auflen geachtet werden.

Als Anfangszustand fiir die numerischen Simulationen nutzen wir ein quadratisches Gebiet
der Fliche Ag, in dem ¢ = 1 gesetzt wird. Auerhalb dieses Gebietes gilt ¢y = 0. Die
Anfangsdichte der inaktiven Nukleatoren ist im Bereich mit ¢y = 1 homogen verteilt und
mit einer zufilligen Storung von 30% versehen. Zur Losung der Gleichungen wurde eine
pseudo-spektrale Methode benutzt. In den folgenden Abschnitten werden die verschiedenen

Zustande, die das Zytoskelett-System erzeugen kann, diskutiert.

6.1 Stationarer Zustand

Abhéngig von der Polymerisationsgeschwindigkeit v, der Filamente und den Raten w,
und wq der Nukleatoren, werden unterschiedliche Zustdnde im Zytoskelett-System erreicht.
Die einfachste Form ist der stationére Zustand. Solange die Polymerisationsgeschwindig-
keit v, oder die Abléserate wq klein genug ist, geht das System in einen kreisférmigen
symmetrischen Zustand iiber. In diesem Fall nimmt die Dichte der Filamente und die
Amplitude der zugehorigen Polarisation monoton vom Mittelpunkt der Zelle her ab. Die
axialsymmetrische Dichteverteilung ist in Abbildung dargestellt. Der Polarisationsvek-
tor zeigt radial nach auflen entsprechend einem Punktdefekt der Ladung +1 im Mittelpunkt
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6 Bewegungsmuster werden durch spontane Polymerisationswellen erzeugt

Abbildung 6.1: Symmetrischer Zustand der Aktin-Verteilung und Polarisation von Lésungen zu
den Gleichungen ([5.3)-(5.11) fiir o, = 0,15 und wq = 0,12. Alle anderen Parameterwerte sind in
Tabelle angegeben. Der Maflstabsbalken hat eine Lénge von 0.19 A.

der Zelle. Das Gleiche gilt fiir die Dichte der aktiven und inaktiven Nukleatoren. Auch
sie nehmen monoton von der Mitte nach auflen hin ab. In diesem Zustand existiert ein
zeitlich konstanter Fluss von Nukleatoren vom Mittelpunkt der Zelle hin zur dufleren
Berandung. Der Diffusionsstrom der Aktinfilamente T und der aktiven Nukleatoren n, in
Abhéngigkeit vom Abstand r vom Dichtemaximum ist in Abbildung[6.2] gezeigt. Einige der
hier gemachten Beobachtungen finden sich auch in den unten diskutierten Losungen wieder.
Dazu zahlen z. B. die Lokalisation der Zentren der Punktdefekte des Polarisationsfeldes in
der Ndhe von Maxima der Dichte der Filamente bzw. der Nukleatoren. Aus den gewéhlten
Parameterwerten lisst sich schlieBen, dass Terme, die kq und & enthalten, die Dynamik
der dimensionslosen Gleichungen und dominieren. Dies fithrt dazu, dass p ~ 0
und T ~ @&it,. Nimmt man die Terme der nichst héheren Ordnung fiir die Polarisation
p hinzu, so sieht man, dass Ableitungen in T' die Quellen der Polarisation p sind, was

die Existenz topologischer Punktdefekte an den Orten maximaler Dichte in den présen-

0.5}

0 I I L I‘/)\

Abbildung 6.2: Diffusionsstrom der Aktinfilamente T (blau) und der aktiven Nukleatoren n, (rot)
sowie Phasenfeld ¢ (schwarz) in Abhéngigkeit vom Abstand r vom Dichtemaximum im stationéren,
symmetrischen Zustand fir o, = 0,15 und @q = 0,12. Alle anderen Parameterwerte sind in Tabelle

@ angegeben.
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tierten numerischen Losungen erklédrt. Weiterhin sind die Dichteprofile der Filament- und
Nukleatorenverteilung im Wesentlichen gleich. Anderungen der Polymerisationsgeschwin-
digkeit v, und/oder der Abloserate wq der Nukleatoren fithren dazu, dass die Symmetrie
des stationdren Zustands spontan gebrochen wird. Bei den Bewegungszustdnden kann
man zwischen gerichtet und ungerichtet bewegten Zusténden differenzieren. Die einzelnen
Zustdnde werden nun préasentiert, bevor Schnitte durch den Phasenraum des Systems

gezeigt werden.

6.2 Gerichtete Bewegung

Das System ist fiir grofle Werte von v, und wq in der Lage, spontan die Symmetrie des kreis-
formigen, stationdren Zustands zu brechen. Es entsteht ein Zustand gerichteter Bewegung,
der in Abbildung [6.3] gezeigt ist. In diesem Zustand der Bewegung sind sowohl die Nukleato-
ren als auch die Aktinfilamente am Leitsaum der Zelle lokalisiert. Das Polarisationsfeld hat
einen topologischen Defekt am Ort maximaler Aktindichte. Der Polarisationsvektor zeigt
an der Vorderflanke der Zelle in Richtung der Bewegung, wohingegen er am riickwértigen
Ende in die entgegengesetzte Richtung gerichtet ist (vgl. Abb. und .

X

Abbildung 6.3: Momentaufnahme eines gerichtet bewegten Zustands (Gleiten) als Losung der
Gleichungen (5.3)-(5.11)). a) Phasenfeld ¢, b) Aktindichte 7" und Polarisation p (weifie Pfeile) und
¢) Dichte der aktiven Nukleatoren n,. In (b) und (c) markiert die griine Linie die Lokalisation der
Membran entsprechend eines Wertes von 1) = 0,05. Alle anderen Parameterwerte sind in Tabelle
m mit @q = 0,36 und v, = 0,39 angegeben. Der Maflstabsbalken hat eine Lange von 0,19 .

Da die Aktindichte eine variierende Anzahl von Maxima hat, kann man konstatieren,
dass die Zahl der Punktdefekte des Polarisationsfeldes nicht erhalten ist. An dieser Stelle
soll auch festgestellt werden, dass die Felder keine solitdren Wellen bilden, sondern sich
stdndig dndern. Dies steht im Gegensatz zu den Zusténden gerichteter Bewegung, die in
[85] untersucht wurden. Im oben beschriebenen Zustand lésen sich die Bereiche, die reich
an Nukleatoren sind, periodisch auf und entstehen von Neuem im Innern der Zelle nahe

des Mittelpunkts. Von dort aus wandern sie wieder in Richtung der Vorderflanke der Zelle
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6 Bewegungsmuster werden durch spontane Polymerisationswellen erzeugt

(vgl. Abb. . Analog dazu lassen sich die Aktinfilamente beschreiben, die als ,,Blobs*
vom Zentrum der Zelle hin zur Vorderflanke der Zelle wandern.

a) b) t=0.915w; "
1 T
0,5 > v
0
08 0,164 0,328 010z X/A

Abbildung 6.4: Momentaufnahme von Schnitten eines gerichtet bewegten Zustands (Gleiten) als
Losung der Gleichungen (5.3)-(5.11). a) Aktindichte T. b) Schnitt entlang der Symmetrieachse.
Aktinfilamente T sind blau und das Phasenfeld 1) ist schwarz eingefirbt. Die Polarisation (griin)
zeigt an der Vorderflanke in Richtung der Bewegung (positiv) und am riickwértigen Ende in die
entgegengesetzte Richtung (negativ). Parameter sind wie in Abb. gewahlt.

t=10.377w "

de
C
/

X X 3.22 3.23 3.24 X/A

Abbildung 6.5: Aktindynamik im gerichteten Bewegungszustand. a)-e) Aufeinanderfolgende
Momentaufnahmen der Aktindichte T und der Polarisation p (weifle Pfeile). f) Entsprechende
Trajektorie des Phasenfeld-Schwerpunktes. Die Buchstaben markieren die Position der Zelle zu den
entsprechenden Zeiten der nebenstehenden Momentaufnahmen (a)-(e). Parameter sind wie in Abb.
gewahlt. Der Maflstabsbalken hat eine Lange von 0,19 .
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Diese periodischen Anderungen in der Dichteverteilung fithren unmittelbar zu einer os-
zillatorischen Anderung der Kraft auf die Zelle. Aus dieser Tatsache ergeben sich stabile
periodische Oszillationen in der Fortbewegungsgeschwindigkeit der Zelle, wie in Abbil-
dung gezeigt. Solche resultierenden Geschwindigkeitsoszillationen konnten auch in
Dictyostelium discoideum festgestellt werden [109]. Beobachtungen des Schwerpunktes
einer sich bewegenden Dictyostelium discoideum Zelle zeigen ein periodisches Verhalten.
Wegstrecken persistenter Bewegung werden durch kurze Stopps unterbrochen, an denen
sich die Zelle in eine neue Richtung orientiert oder umkehrt. Viele bewegliche Zellen zeigen
ein oszillatorisches, periodisches Verhalten. In Abbildung [6.7] ist ein Vergleich zwischen
experimentellen und theoretischen Daten dargestellt. Gezeigt wird auf der linken Seite
die typische Bewegung des Zellschwerpunktes einer Dictyostelium discoideum Zelle. Der
zeitliche Abstand zwischen den Messpunkten betrégt 12s. Die Bewegung stoppt nahezu
an Punkten, die mit schwarzen Pfeilen markiert wurden. Auf der rechten Seite ist die
Trajektorie des Schwerpunkts von ¢ des in Abbildung dargestellten gerichtet bewegten
Zustands gezeichnet. Der zeitliche Abstand zwischen zwei Stichproben ist dabei konstant.
Periodische Anderungen der Migrationsgeschwindigkeit wurden ebenfalls in Neutrophilen
beobachtet [110], allerdings vermutlich als Konsequenz von Ca?"-Oszillationen in der
Zelle. Mandeville et al. fanden einen Zusammenhang zwischen der Ca?t-Konzentration in
einzelnen Zellen und deren Geschwindigkeit. Messungen haben ergeben, dass Ca?t-Peaks
mit einer Zunahme der Bewegungsgeschwindigkeit assoziiert sind, wohingegen geringe

Ca?*-Konzentrationen zu einer Verringerung der Geschwindigkeit fiihren.

v/ w;t
0.8

0.4

.02 111 1.19 t/w;t

a

Abbildung 6.6: Absolutwert der Geschwindigkeit der Zelle als Funktion der Zeit. Parameter sind
wie in Abb. @ gewahlt.

Im beschriebenen Zustand ist die durchschnittliche Geschwindigkeit der Zelle weitgehend
unabhéngig von der Polymerisationsgeschwindigkeit v,. Stattdessen hangt sie empfindlich

von der Filament-Nukleationsrate o und den Aktivierungs- und Deaktivierungsraten w,
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a) b) /A

1.36 /

S » Ve

1.32 ./

3.65 3.7 3.75
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Abbildung 6.7: (a) Typische Bewegung des Zellschwerpunktes einer Dictyostelium discoideum
Zelle. Der zeitliche Abstand zwischen den Messpunkten betrégt 12 s. Die schwarzen Pfeile markieren
Punkte, an denen die Bewegung nahezu stoppt. Aus [109]. (b) Trajektorie des Schwerpunkts von
¢ eines gerichtet bewegten Zustands (Gleiten) als Losung der Gleichungen -. Alle
Parameterwerte sind wie in Abb. [6.3|angegeben.

bzw. wq der Nukleatoren ab. Dieses Verhalten kann ausfiihrlich begriindet werden, wenn
man sich die dimensionslose Form der Gleichungen - anschaut, die in An-
hang [B] hergeleitet werden. Fiir die gewédhlten Parameter werden die Aktindichte 7" und
die zugehorige Polarisation p von der Dichte der aktiven Nukleatoren n, dominiert. Diese
Eigenschaft legt weiter nahe, dass die genauen Einzelheiten des Polymerisierungsprozesses
keine grofle Bedeutung fiir das Verhalten des Gesamtsystems haben. Zahlreiche Arbeiten
zeigen ebenfalls, dass die spontane Bildung von Wellen unabhéngig von der Polymerisie-
rungsdynamik ist [17, 18, 85, 86]. Unterschiedliche Systeme fiir die Dynamik der Filamente
im Zusammenspiel mit Nukleationsproteinen wurden in [15, (19} 93, |94] untersucht. Alle

zeigten die Entstehung spontaner Polymerisierungswellen in der Zelle.

Eine weitere Ubereinstimmung der experimentellen Daten mit den numerischen Resulta-
ten erhdlt man, wenn man sich Schnitte durch die zweidimensionalen Dichtefelder von
Filamenten 7" und aktiven bzw. inaktiven Nukleatoren n, und n; anschaut. Die rdumliche
Verteilung zeigt deutlich, dass die Dichte der aktiven Nukleatoren am Leitsaum der Zelle
lokalisiert ist, wohingegen sich die Filamentdichte rdumlich gesehen daran anschliefit. Die
experimentellen Daten von Ryan et al. haben genau dies belegt (vgl. Abb. . Moment-
aufnahmen von Schnitten entlang der Symmetrieachse der in Abbildung dargestellten
gerichteten Bewegung sind in Abbildung gezeigt.

Die Wellengeschwindigkeit wie auch die Migrationsgeschwindigkeit der Zelle werden haupt-

séchlich durch die Aktivierungs- und Deaktivierungsrate w, und wq der Nukleatoren sowie
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t=0.915w; ' t=0.920w; '
1 1
n,
0,5 > 0,5 >
0 0
0,164 0,328 0,492 0,164 0,328 0,492 X/\
t=0.925w ! t=0.930w; !
1 1
0,5 > 0,5 >
0 0 M
0,164 0,328 0,492 0,164 0,328 0,492 X/A

Abbildung 6.8: Momentaufnahmen von Schnitten entlang der Symmetrieachse der in Abbildung
[6-3] dargestellten gerichteten Bewegung. Aktive Nukleatoren n, sind rot, inaktive Nukleatoren n;
griin, Aktinfilamente T" blau und das Phasenfeld v schwarz eingefiarbt. Parameter sind wie in Abb.

@ gewahlt.

die Nukleationsrate o der Filamente bestimmt. Beide Geschwindigkeiten sind weitgehend
unabhingig von der Polymerisationsgeschwindigkeit v,. Dennoch kénnen Anderungen der
Polymerisationsgeschwindigkeit zu qualitativen Anderungen in der Art der Zellbewegung

fithren, die im nachfolgenden Abschnitt erldutert werden.

6.3 Irregulare Bewegung

Verringert man die Polymerisierungsgeschwindigkeit der Filamente von @, = 0,39 auf
Ua = 0,27 &ndert sich der Zustand des Systems qualitativ. Die Zelle bewegt sich weiterhin,
allerdings ist ihre Trajektorie nicht ldnger gerade. Wie in Abbildung[6.9)zu sehen ist, besteht
sie aus kreisformig gekriimmten Segmenten. Diese werden durch Punkte unterbrochen,
an denen sich die Bewegungsrichtung der Zelle diskontinuierlich &ndert. An dieser Stelle
soll besonders darauf hingewiesen werden, dass die zuféllige Bewegung Ergebnis der
deterministischen dynamischen Gleichungen - ohne Hinzufiigen von zuféllig

verteilten Storungen ist.
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Abbildung 6.9: Irregulire Bewegung als Losung der Gleichungen (5.3))-(5.11). a) Trajektorie des
Schwerpunkts von 1 in einem Zeitintervall von 300 w; . b) Wurzel aus der mittleren quadratischen
Verschiebung der Trajektorie aus (a). Die roten Linien entsprechen Steigungen von 1 und 1/2. Der

Wert der Polymerisationsgeschwindigkeit ist ¥, = 0,27. Alle anderen Parameter sind wie in Abb.
gewéahlt.

Die Trajektorie der Bewegung kann durch Berechnung der Wurzel der mittleren quadrati-
schen Verschiebung (RMSD) {iber die Beziehung

. o T o 1/2
(r2(8)) = (%EEOT'/O (¢ + 1) — x(¢)] dt) (6.1)
niher charakterisiert werden (vgl. Abb.[6.9] (b)). Auf einer kurzen Zeitskala von ¢ < 1,7 w; !
wichst die RMSD linear in der Zeit. Danach gibt es einen Ubergang hin zu einem Bereich,
in dem die RMSD mit einem Exponenten nahe bei aber etwas kleiner als 1/2 wéchst. Die
Abweichung von 1/2 kénnte aufgrund der endlichen Grofle (,,finite-size“-Effekt) entstehen.
Wir konnen schlieflen, dass die Bewegung innerhalb der numerischen Genauigkeit der
Berechnungen in diesem Zustand subdiffusiv ist und als Random Walk beschrieben werden
kann. Unterstiitzt wird dies weiterhin durch die Geschwindikgeits- Autokorrelationsfunktion,
die schnell abféllt. Auflerdem sind die Kriimmungsrichtungen der Kreissegmente der
Trajektorie gleichwahrscheinlich verteilt. Dadurch dass weder die eine noch die andere
Krimmungsrichtung bevorzugt wird, ist der Random Walk unverzerrt. Die Verteilung der
Winkel zwischen Tangentenvektoren an die Trajektorie der Bewegung und der x-Achse
sind in Abbildung dargestellt. Eine Vorzugsrichtung lasst sich daraus nicht erkennen,

womit die Bewegung isotrop ist.

76



6.3 Irregulire Bewegung

50

40

0 120° 240° 360°
®

Abbildung 6.10: Verteilung der Winkel ¢ zwischen Tangentenvektoren an die Trajektorie der
irreguliren Bewegung aus Abb. und der x-Achse.

Zur weiteren Analyse wollen wir uns die Verteilung der Geschwindigkeiten zur irreguldren
Bewegungstrajektorie aus Abbildung[6.9|nédher anschauen. Tragt man die Geschwindigkeits-
vektoren in einem Graphen auf, so lassen sich zwei Regime der Bewegung identifizieren.
Die Zelle bewegt sich auf den Kreissegmenten mit einer Geschwindigkeit von im Mit-
tel 0,12 \w; !, wohingegen sie in den Punkten, in denen sie die Bewegungsrichtung #ndert,
nur eine Propagationsgeschwindigkeit von im Mittel 0,03 Aw, ! erreicht. Ein Polardiagramm
der Geschwindigkeitsvektoren sowie ein Histogramm der Betrdge der isotropen Vektoren
sind in Abbildung dargestellt.

vy Aw !
2) 10013
0.3 80
0.1 60
-0.1 40
0.3 20
0
03 01 01 03 0 0.05 0.1 0.15
Vx Aw; ! V| Aw;?

Abbildung 6.11: Polardiagramm und Verteilung der Geschwindigkeitsvektoren zur Trajektorie
der irreguldren Bewegung aus Abb. a) Auftragung nach Betrag und Richtung. b) Histogramm
der Betrage der Geschwindigkeitsvektoren.
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6 Bewegungsmuster werden durch spontane Polymerisationswellen erzeugt

Bemerkenswerterweise stehen diese Ergebnisse im Einklang mit experimentellen Beobach-
tungen an dendritischen Zellen. Dendritische Zellen sind spezielle Zellen des Immunsystems.
Sie sind beispielsweise in der Lage bakterielle Antigene aufzunehmen und eine primére
Immunantwort zu induzieren, indem sie T-Lymphozyten ihre Antigene préasentieren und
auf diese Weise aktivieren. Die Trajektorie einer dendritischen Zelle ist in Abbildung [6.12]
dargestellt. Die Bewegung erfolgt auf irreguldren kreisférmigen Bahnen. Die kreisférmigen
Anteile konnen geschlossen oder segmentformig sein. Insbesondere lassen sich auch hier zwei

Regime der Bewegung ausmachen, die jeweils mit einer entsprechenden Geschwindigkeit

korrespondieren.
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Abbildung 6.12: Bewegungstrajektorie einer dendritischen Zelle auf Fibronectin zwischen zwei
Platten im Abstand von 3 wm und Histogramm der Geschwindigkeiten. Aufnahmeintervall At =
3min [111].
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6.3 Irregulire Bewegung

Um ein besseres Verstdndnis der Prozesse zu erhalten, die zur Bildung eines irregu-
lar bewegten Zustandes beitragen, betrachten wir nun die Aktindichte-Verteilung 7" im
Ubergangsbereich zwischen zwei unterschiedlich gekriimmten Segmenten der Bewegungs-
trajektorie. In Abbildung erkennt man, dass sich das Dichtefeld der Filamente jeweils
wieder auf einen Bruchteil der ganzen Zelle verdichtet. Im Gegensatz zu den Aktin-,,Blobs*
im sich gerichtet bewegenden Zustand fehlt hier jedoch eine laterale Symmetrie. Stattdessen
bewegen sich die Dichtefelder spiralférmig entlang der Membran, was zu den gekriimmten
Segmentanteilen der Trajektorie in Abbildung fiihrt. Ahnlich zu dem in Abschnitt
beschriebenen Zustand 16sen sich die Dichtefelder auf und es entstehen neue ,,Blobs“ im
Zentrum der Zelle, die sich dann wieder zu einer spiralférmigen Bewegung zusammensetzen.
Ein Zusammenhang zwischen der Orientierung zweier aufeinanderfolgender Spiralwellen
konnte nicht festgestellt werden. Folglich kann sich die Richtung der Bewegung diskontinu-
ierlich &ndern. Wie in Abbildung|6.13|(b),(c) zu sehen ist, konnen die ,,Blobs“ in zwei oder
mehrere Anteile aufbrechen. Dieses zusétzliche Merkmal der Dynamik fiihrt typischerweise

zu Anderungen im Kriimmungsradius der gekriimmten Segmente der Trajektorie.

Die Aktin-,,Blobs* kénnen sich zu Spiralwellen entwickeln, wenn die Fliche Ay der Zelle
ausreichend grof3 ist. Daher ist zu vermuten, dass die irreguldre Bewegung aus einer intrin-
sischen und nicht-trivialen Dynamik der Spiralwellen resultiert. Eine solche nicht-triviale
Dynamik ist bereits von anregbaren Systemen mit verzogerter Hemmstoff-Produktion
[112] oder mehr als zwei Komponenten [113] und von oszillatorischen Medien [114} 115]
bekannt.
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t="7.618w; !

X X 04 02 0 XA\

Abbildung 6.13: Detailansicht eines Richtungswechsels in der Bewegungstrajektorie aus Abb.
a)-k) Momentaufnahmen der Aktindichte T" und der Polarisation p. 1) Die entsprechenden Punkte
in der Trajektorie des Schwerpunktes des Phasenfeldes . FEinsatz: Vergroflerung eines Teils der
Trajektorie. Die Buchstaben markieren die Position der Zelle zu den entsprechenden Zeiten der
nebenstehenden Momentaufnahmen (a)-(k). Der Mafistabsbalken hat eine Lénge von 0,19 .
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6.4 Uberblick iiber die Bewegungsmuster

In diesem Abschnitt soll der Phasenraum des Systems in Bezug auf zwei wichtige Parameter
angeschaut werden, um ein systematisches Verstdndnis der auftretenden Zustinde zu
erhalten. Indem wir die Parameterwerte fiir die Deaktivierungsrate wq der Nukleatoren
und die Polymerisationsgeschwindigkeit v, der Aktinfilamente variieren, sind wir in der

Lage, ein Bild der entsprechenden Schnitte durch den Phasenraum zu zeichnen.

In Abbildung[6.14] sind die Zusténde des Systems in Bezug auf die Aktindynamik im Innern

der Zelle klassifiziert. Wie bereits in den vorherigen Abschnitten erldutert, kann die Aktin-
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Abbildung 6.14: Phasenraum zu den Gleichungen und — bezogen auf die Aktin-
Dynamik als Funktion der dimensionslosen Abléserate der Nukleatoren &g und der dimensionslosen
Polymerisationsgeschwindigkeit der Aktinfilamente #,. Punkte: axialsymmetrische, stationdre
Zustande; Quadrate: periodisch entstehende und verschwindende ,,Blobs“ mit (blau) und ohne (rot)

axiale Symmetrie; Dreiecke: stabile (magenta) und instabile (griin) Spiraldynamik. Alle anderen
Parameter sind wie in Abb. [6.3] gewéhlt.

Verteilung stationir oder axialsymmetrisch sein, sie kann sich in Spiralen organisieren oder

Aktin-,,Blobs* hoher Dichte bilden, die stdndig entstehen und wieder verschwinden.

Bei den Zusténden, in denen die Aktinfilamente Spiralwellen bilden, kann man erneut zwei
Klassen unterscheiden: stabile und instabile Spiralen. Die Einteilung in eine der beiden
Klassen erfolgt {iber das Verhalten der Spiralen. Stabile Spiralen haben einen festgelegten
Rotationssinn, wohingegen instabile Spiralen unabléssig aufbrechen, verschwinden und an

anderer Stelle abermals durch erneute Nukleation von Aktinfilamenten entstehen. Zwei
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6 Bewegungsmuster werden durch spontane Polymerisationswellen erzeugt

Beispiele der unterschiedlichen Formen stabiler Spirale sind in den Abbildungen (b),(c)
dargestellt.

Die Aktin-,,Blobs“ kénnen entweder axialsymmetrisch organisiert sein, wie in Abschnitt
beschrieben, oder nicht. Im asymmetrischen Zustand spiralisiert die Aktindichte entlang
der Zellmembran. Diese Bewegung ist in den Abbildungen [6.15](d)-(f) verdeutlicht. Das
Erscheinen und Verschwinden der Aktin-,Blobs“ ist nicht nur im axialsymmetrischen
Zustand periodisch in der Zeit, sondern offensichtlich auch im allgemeinen Fall. Ob der
Ubergang von Aktin-Spiralen zu Aktin-,,Blobs“, die sich entlang der Membran bewegen,
eine Bifurkation oder einen kontinuierlichen Ubergang darstellt, kann aus den numerischen

Simulationen nicht eindeutig geschlossen werden.

T, p
Hl
0

Abbildung 6.15: Aktinverteilung und Polarisation der Losungen zu Gleichungen — fiir
unterschiedliche Werte von o, und @4. a) Axialsymmetrischer Zustand fiir 9, = 0,15 und @q = 0,12.
b) Stabile rotierende Verteilung fir 9, = 0,15 und @q = 0,14. ¢) Stabile Spiralen fir o, = 0,15
und &g = 0,16. Die grofien weiflen Pfeile zeigen die Rotationsrichtung an. d-f) Aufeinanderfolgende
Momentaufnahmen eines unsymmetrischen Aktin-, Blobs* fiir 7, = 0,24 und wq = 0,38. Alle anderen
Parameter sind wie in Abb. gewahlt. Der Mafistabsbalken hat eine Lange von 0,19 A.

M +—0.0240 !

X X

Wie die Simulationen gezeigt haben, korrespondieren die verschiedenen Zusténde der
internen Aktin-Dynamik jeweils mit unterschiedlichen Bewegungsmustern der Zelle. Dieser
Zusammenhang soll nachfolgend erldutert werden. Der Schwerpunkt der Zelle, der fiir
die Berechnung der Trajektorien der Bewegung verwendet wird, berechnet sich jeweils
aus dem Phasenfeld 1) iiber die Beziehung rs = [d?rri(r)/ [ d?ri(r). Im stationiren,
symmetrischen Zustand bewegt sich der Schwerpunkt offensichtlich nicht. Auch im Fall der

Ausbildung stabiler rotierender Spiralen bewegt sich der Schwerpunkt der Zelle nicht.
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6.4 Uberblick iiber die Bewegungsmuster

Im Bereich der instabilen Spiralen werden irregulidre Bewegungsmuster erzeugt, wie in
Abschnitt beschrieben. Bewegt man sich von der Stabilitdtsgrenze der Spiralen weg,
nimmt die zugehorige effektive Diffusionskonstante zu. Fiir instabile Aktin-,,Blobs“ werden
erneut regelméfigere Orbits erzeugt. Der Schwerpunkt der Zelle bewegt sich auf Bahnen,
die an Lissajous-Figuren erinnern. Ein Beispiel fiir diesen Bereich des Phasenraums ist
in Abbildung dargestellt. Nahert sich die Periode fiir ein Umkreisen entlang dem
Umfang der Zelle der Lebenszeit eines Aktin-, Blobs“ an, geht die Form der Trajektorie
in einen Kreis iiber. Letztlich sind die Zustdnde mit axialsymmetrischen Aktin-,,Blobs“,
die fiir grole Werte von v, und wq erreicht werden, mit einer gerichteten Zellbewegung
verkniipft. Dieser Zustand wurde bereits ausfithrlich in Abschnitt behandelt.

/A
0.492
0.328
0.164
0.082
0 0.082  0.164  0.328
x/A

Abbildung 6.16: Entsprechende Trajektorie des Schwerpunkts der Zelle. Alle anderen Parameter
sind wie in Abb. gewihlt.

Zur vollstéandigen Analyse des Systems werden nachfolgend die Einfliisse der iibrigen,
wichtigen Parameter auf die erzeugten Zustédnde diskutiert. Die Abhéngigkeit von der
Aktivierungsrate w, der Nukleatoren und der Nukleationsrate o der Aktinfilamente ist
dhnlich zu den oben beschriebenen Abhéngigkeiten von der Deaktivierungsrate wq und der
Polymerisationsgeschwindigkeit v,. Da die Dichteverteilung der Aktinfilamente jener der
aktiven Nukleatoren dicht folgt, haben Anderungen im Wert von « #hnliche Auswirkungen
auf die Dynamik des Systems wie Verédnderungen in wq. Wie man an den dynamischen
Gleichungen - sieht, taucht in den Gleichungen der Nukleatoren-Dynamik stets
das Produkt wqT auf und es gilt weiter T" x a. Im Gegensatz dazu fithrt eine Erhohung
des Wertes von w, zu ebensolchen Effekten, die auch durch eine Erniedrigung des Wertes

von wq erreicht werden konnen.
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6 Bewegungsmuster werden durch spontane Polymerisationswellen erzeugt

Die beschriebene Dynamik der Zelle hingt weiter von der Grofle, respektive der Fléache
Ag der Zelle ab. Unter einem kritischen Wert fir Ag, der von der Wahl der iibrigen
Parameter abhéngt, bleibt die Zelle immobil und geht in einen stationédren Zustand iiber.
Uberschreitet die Zellfliche diesen kritischen Wert, geht sie zunéchst in einen dynamischen
Zustand zufélliger Bewegung iiber. Sie kann auch abhéngig von der Parameterwahl einen
Zustand mit festem Schwerpunkt aber periodischen Fluktuationen in der Ausdehnung der
Zellmembran annehmen. Bei weiterer Vergrofierung der Zelle entstehen Aktin-, Blobs“ und
das System geht in den Zustand gerichteter Bewegung iiber. Interessanterweise wird der
Schwerpunkt der Zelle fiir sehr grofie Flachen Ag wieder ortsfest und im Inneren bildet die
Aktindichte eine gut entwickelte Spirale aus, die in Abbildung zu sehen ist. Diese ist
qualitativ mit Spiralen von F-Aktin zu vergleichen, die in Dictyostelium discoideum Zellen
fluoreszenzmikroskopisch aufgenommen wurden (vgl. Abb. [116).

Abbildung 6.17: Spirallssung bei Zellfliche AgA~2 = 0,06. Alle anderen Parameterwerte sind in
Tabelle |E| mit 9, = 0,4 und wq = 0,36 angegeben.

Abbildung 6.18: Spiralwelle in einer Dictyostelium discoideum Zelle. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme, in der LimE, ein Protein, das an F-Aktin bindet, markiert wurde [116].
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6.4 Uberblick iiber die Bewegungsmuster

Schliefllich beeinflusst auch der Parameter € die Zellflache. Die Zeitentwicklung der Zellféche
A in Abhéangigkeit von € ist in Abbildung dargestellt. Je kleiner der Wert von e gewéahlt
wird, umso starker nehmen die Fluktuationen der Flache um Ay zu. Unter einem kritischen
Wert von € ist die kreisférmige Form der Zelle stabil. In diesem Fall &ndert sich die Zellfldche
Ay periodisch entsprechend einem ,,breather*-Zustand des Aktin-Zytoskeletts, wie bspw.
in [27] beschrieben. Momentaufnahmen eines solchen Zustandes sind in Abbildung
dargestellt.

0.165

0.16

0.155

0.15
0.1 0.17 0.34 0.51 0.68 t/"-’a_l

Abbildung 6.19: Abhéngigkeit der Fliche A der Zelle vom Parameter € fiir 9, = 0,15 und
@q = 0,12. Alle anderen Parameterwerte sind in Tabelle angegeben.

Abbildung 6.20: Breather-Zustand. Momentaufnahmen der Aktindichte fiir e = 0,5. Alle anderen
Parameter sind wie in Abb. gewdhlt. Der Maflstabsbalken hat eine Lange von 0,19 A.
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6 Bewegungsmuster werden durch spontane Polymerisationswellen erzeugt

Dariiber hinaus beeinflussen auch die zum Phasenfeld 1 gehérigen Parameter die vom
System erzeugten Zustédnde. Wie bereits in Kapitel [5] erklért, kann die Breite des Bereiches
zwischen innen und aufien iiber den Diffusionskoeffizienten D, reguliert werden. Fiir Werte
Dy, — 0 erreicht das Phasenfeld den , sharp-interface”-Limes. Durch Erhohung des Wertes
von Dy, wird eine Ausschmierung des Zellrandes erreicht, die als Konsequenz auch eine
Verkleinerung der Zellfliche mit sich bringt. Fiir die Parameterwerte aus Tabelle fithrt
ein Anstieg in D, von 0,0005 auf 0,01 zu einer Abnahme der Fliche von 0,24 A2 auf 0,17

A? (vgl. Abb. |6.21)).

A2

0.24

0.22

0 0.0025  0.0075 0.01 Dw

Abbildung 6.21: Zellfliche als Funktion von D,;. Alle anderen Parameter sind wie in Abb.
gewahlt.

Naheliegend ist auch ein erheblicher Einfluss des Kopplungsparameters 5 der Aktin-
Dynamik an das Phasenfeld ¢ auf das Verhalten des Systems. Er beschreibt die Wechsel-
wirkung zwischen den Aktinfilamenten im Inneren und der Zellmembran. Anderungen in 3
fithren abhiingig von der Polymerisationsgeschwindigkeit v, zu Anderungen des Zustands
des Systems. Ahnlich wie durch Variation in den Werten der Aktivierungsrate w, der
Nukleatoren und der Nukleationsrate v der Aktinfilamente kénnen alle oben beschriebenen
Zusténde des Phasenraumes erzeugt werden. Eine Erhohung des Wertes von § generiert
die gleiche Folge von Zustanden, die auch durch eine gleichzeitige Erhéhung von v, und wq
erreicht werden kann. Die fiir kleine Werte von § entstehenden instabilen Spirallésungen
gehen zunéchst in periodisch erscheinende und wieder verschwindende Aktin-,Blobs* fiber,
die erst unsymmetrisch sind, fiir grole Werte von § allerdings eine axiale Symmetrie
aufweisen und zu einer gerichteten Bewegung der Zelle fithren (vgl. Abb. .
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Abbildung 6.22: Aktinverteilung der Losungen zu Gleichungen — fiir unterschiedliche
Werte von £3. a) Aufeinanderfolgende Momentaufnahmen einer instabilen Spirale und zugehorige
Trajektorie fir § = 8- 1074, b) Aufeinanderfolgende Momentaufnahmen eines unsymmetrischen
Aktin-,Blobs“ und zugehérige Trajektorie fiir 3 =4 - 1073, ¢) Aufeinanderfolgende Momentauf-
nahmen eines symmetrischen Aktin-,Blobs“ und zugehérige Trajektorie fiir § = 8 - 1073, Die
Trajektorien wurden mit Hilfe des Schwerpunkts von 1 in einem Zeitintervall von 9 w; ! berechnet.
Alle anderen Parameter sind wie in Abb. gewdhlt. Der Maflstabsbalken hat eine Linge von
0,19 X
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7 Zellen bewegen sich auf strukturierten
Oberflachen

Die meisten lebenden Zellen bewegen sich in dreidimensionalen, strukturierten Umgebungen.
Damit ihre Bewegung in diesen Umgebungen geleitet werden kann, sind sie auf duflere
Signale wie mechanische Eigenschaften oder topographische Strukturen angewiesen. Sie
sind in der Lage sowohl auf Reize mechanischer wie auch chemischer Art zu reagieren. Dazu
empfangen sie Informationen aus ihrer Umgebung und verarbeiten diese weiter. T-Zellen,
hochspezialisierte Killerzellen im menschlichen Immunsystem, spielen eine wichtige Rolle
bei der Vernichtung von Bakterien und Viren, aber auch im Kampf gegen Krebs. Sie gehen
gezielt auf die Jagd nach einem speziellen Zelltyp. Sobald sie mit ihrem Ziel in Kontakt
kommen, zerstoren sie es, indem sie die Zellwand ihres Opfers perforieren. Wie diese Zellen
dabei Signale ihrer Auflenwelt wahrnehmen, intern verarbeiten und in gerichtete Bewegung

iibersetzen, ist weitgehend unerforscht.

Externe Stimuli verursachen eine Polarisierung der Zelle durch die Umordnung ihres
Zytoskeletts. Wie genau das Zytoskelett auf duflere Reize reagiert, wie es an der Signalver-
arbeitung partizipiert und wie Informationen iiber Umgebungsbedingungen gesammelt
werden, ist noch wenig verstanden. In diesem Kapitel wird die Wechselwirkung einer
Zelle mit einer strukturierten Oberfliche untersucht. Alle in diesem Kapitel gezeigten
experimentellen Untersuchungen wurden von Doris Heinrich, vorher LMU Miinchen, heute

Leiden University Netherlands durchgefiihrt.

7.1 Die Topographie der Oberfliche wird durch ein
Phasenfeld reprasentiert

Stellt man sich die Oberfliche als zweidimensionale Struktur vor, lasst sich ihre Geometrie
mit Hilfe eines Phasenfeldes W abbilden, das einer Potentiallandschaft entspricht. Die
Strukturen auf der Oberfldche definieren dabei Hindernisse, welche die Bewegung der Zelle
einschranken. Gebiete, in denen sich die Zelle frei bewegen kann, entsprechen einem Wert
von ¥ = 0. Aus dem Potential ldsst sich eine Kraft ableiten, welche die Aktinfilamente

von den Hindernissen wegdriickt.
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7 Zellen bewegen sich auf strukturierten Oberflichen

In den Gleichungen fiir die Zeitentwicklung der Filamente und der Nukleatoren wird ein
zusétzlicher konvektiver Term eingefiigt, der den Einfluss der topographischen Struktur

auf die Zelle beriicksichtigt. Fiir die dynamischen Gleichungen ergibt sich die Form:

0T = DAT — kqyT — v,V - p 4+ ayyny — nrV - (TVY) (7.1)
op = DAp — kqup — v,y VT (7.2)
Ona = DaAng + wap(1 + wlng)ni — wa¥Tny — MV - (n, V) (7.3)
omi = DiAng — wap(1 + win2)ns + waTng — muiV - (V) (7.4)

wobei 11, 7. und ny; effektive Mobilitdtskonstanten bezeichnen. Der letzte Term in
Gleichungen , und beschreibt die Wechselwirkung der Hindernisse mit den
Aktinfilamenten und den Nukleationsproteinen. Wir nehmen an, dass die Kraft f, die von
den Hindernissen ausgeiibt wird, durch eine effektive Reibungskraft der Filamente bzw.
Nukleatoren ausgeglichen wird, die proportional zu den entsprechenden Geschwindigkeiten
von Filamenten bzw. Nukleatoren ist. Damit lasst sich der resultierende Fluss als nfT,

nfn, bzw. nfn;, schreiben.

Die Kraftdichte f lasst sich unmittelbar bestimmen, was anhand der Gleichung fiir die
Filamente gezeigt werden soll. Wir gehen davon aus, dass die Wechselwirkung zwischen
Filamenten und den Hindernissen durch ein Potential V' beschrieben werden kann, das
gerade dem Phasenfeld ¥ entspricht. Die Stirke der Wechselwirkung hingt folglich vom
Abstand d der Plus-Enden der Filamente von den Hindernissen ab. Die Kraft auf die

Filamente ergibt sich damit zu
f=—0(0-n)V'(d) = -a(ave) |, (7.5)

wobei n = —V¢/|V¢| einen Normalenvektor an die Hindernisse definiert. Entwickelt man
die Abhéngigkeit der Dichten von @ beziglich der Momente der Orientierung, wie in
Abschnitt beschrieben, so erhdlt man die in Gleichung ((7.1) verwendete Form.

In diesem System kann die Hohe des Potentials bzw. der Wert des Phasenfeldes ¥ mit
der Hohe der Hindernisse assoziiert werden. Fiir ein niedriges Potential bewegen sich die
Zellen nur oben auf den Hindernissen. Ist der Wert des Potentials hoch, bewegen sie sich
vorzugsweise in den Kanélen zwischen den Hindernissen. In unseren numerischen Unter-
suchungen haben wir zwei strukturell verschiedene Topographien zur Analyse verwendet.
Abbildung zeigt eine Geometrie mit rechteckigen Hindernissen. Jedes Hindernis hat
eine Léange von 0,2 A und eine Breite von 0,07 A. Der Abstand zwischen zwei Hindernissen

betrigt in z- und y-Richtung 0,06 \. In Abbildung [7-2]ist eine Topographie mit kreisrun-
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den Hindernissen dargestellt. Sie haben einen Radius von 0,06 A, wobei der Abstand der
Mittelpunkte 0,18 X betragt.

0 0

0 L 0 L

Abbildung 7.1: Rdumliche Darstellung der strukturierten Oberflédche, repriasentiert durch das
Phasenfeld ¥ (links) und Schnitt entlang der weilen Linie (rechts). L = 1,05\.
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Abbildung 7.2: Riumliche Darstellung der strukturierten Oberfliche, repréisentiert durch das
Phasenfeld ¥ (links) und Schnitt entlang der weiflen Linie (rechts). L = 1,05\.

In einem ersten Schritt schauen wir uns die Wechselwirkung einer Zelle mit rechteckigen Hin-
dernissen niedriger Hohe an. Fiir die intrinsische Dynamik werden die Parameter so gewahlt,
dass sich die Zelle in einem gerichtet bewegten Zustand, wie er in Abschnitt beschrieben
wurde, befindet. Die numerischen Losungen der dynamischen Gleichungen -
zeigen, dass die Front der Polymerisationswelle durch die Wechselwirkung mit den Hinder-
nissen in mehrere Fokuspunkte aufbricht. Momentaufnahmen der Aktindichte T sind in
Abbildung gezeigt. Wir schlieflen daraus, dass die Wechselwirkung der Polymerisati-

onswellen von Aktin mit der topographischen Struktur Fokuspunkte erzeugen kann, die
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7 Zellen bewegen sich auf strukturierten Oberflichen

entlang der Kanten der Hindernisse wandern. Diese Fokuspunkte ,fithren“ die Zelle iiber
ein Hindernis und leiten somit die Bewegung in einer strukturierten Umgebung, ohne dass

eine explizite Signalkaskade fiir das Detektieren der Oberfliche eingefiithrt werden musste.

Abbildung 7.3: Momentaufnahmen der Aktindichte T als Losung der Gleichungen —.
Fiir die effektiven Mobilitdtskonstanten gilt nr = 7,8 - 107, npa = 7,8 - 1074 und n,; = 0,156.
Alle anderen Parameterwerte sind in Tabelle mit g = 0,36 und 7, = 0,39 angegeben. Der
Mafstabsbalken hat eine Lénge von 0,19 A.

Experimentelle Beobachtungen an Dictyostelium discoideum zeigen ebenfalls, dass der
Schleimpilz in der Lage ist, topographische Strukturen, die in der Gréflenordnung einer
Zelle liegen, zu spiliren. Zur Untersuchung wurden Dictyostelium discoideum Zellen auf
eine strukturierte PDMS-Oberfldche gesetzt. Die Oberfliche bestand aus einer Anordnung

von Stiitzsdulen mit einer Hohe von 8 um, einer Breite von 4 um und einer Lénge von

12 um (vgl. Abb. .
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x1000 cOoprm
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Abbildung 7.4: Strukturierte PDMS-Oberflache mit Stiitzsdulen \|

Zur Bestédtigung unserer theoretisch gefundenen Ergebnisse wurden Aktinfilamente mit
den Markerproteinen Lim-GFP und RFP-Coronin fluoreszent markiert. Lim bindet an das
Plus-Ende der Filamente wihrend der Polymerisation, wohingegen Coronin als Marker
fir die Depolymerisation verwendet wird. Wie in Abbildung dargestellt, entstehen
in Zellen, die sich auf einer strukturierten Oberfliche bewegen, laufende Fokuspunkte
von polymerisierenden Aktinfilamenten. Diese Fokuspunkte entstehen an den Ecken der
Stiitzsdulen und laufen entlang der Léangsseite der Hindernisse. Thre Bewegungsrichtung
stimmt dabei mit der Migrationsrichtung der ganzen Zelle iiberein. Fokuspunkte, die
entlang einer Stiitzsdule gewandert sind, verschwinden und entstehen von Neuem an einem
Hindernis, das der Leitsaum der Zelle erreicht hat. Dariiber hinaus bewegen sich die Zellen

im Mittel in Langsrichtung der Stiitzsdulen.

Abbildung 7.5: Momentaufnahmen einer Animation der Verteilung von Aktin in einer kriechenden
Dictyostelium discoideum Zelle auf einer strukturierten Oberfliche. Lim-GFP ist rot, Coronin griin
und der Zellkorper blau eingeférbt [117].

Wir haben gezeigt, dass spontane Aktinwellen das Migrationsverhalten kriechender Zellen in
einer quasi dreidimensionalen Umgebung erklaren konnen. Dieses Ergebnis beruht auf einem
intrinsischen Mechanismus des Zytoskeletts, der durch kollektive Effekte hervorgerufen

wird, die durch das Wechselspiel vieler Proteine entstehen.
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7 Zellen bewegen sich auf strukturierten Oberflichen

7.2 Die Form der Hindernisse entscheidet iiber die
Vorzugsrichtung der Bewegung

Das Bewegungsmuster der Zelle hangt im Wesentlichen von der Stéarke der Wechselwirkung
und damit effektiv von der Héhe der Hindernisse ab. Dariiber hinaus spielt auch die
Geometrie der Hindernisse eine entscheidende Rolle fiir die Bewegungsrichtung der Zelle
Wie die Simulationen zeigen, korrespondieren die verschiedenen Strukturen jeweils mit
unterschiedlichen Bewegungsmustern der Zelle. In diesem Abschnitt untersuchen wir die
Wechselwirkung einer Zelle mit rechteckigen und kreisrunden Hindernissen, die wesentlich

hoher sind als die im vorangegangenem Abschnitt betrachteten.

Fir kreisformige Hindernisse finden wir heraus, dass die Trajektorie ein unregelméfiges
Muster zeigt und die Geschwindigkeitsvektoren anndhernd isotrop verteilt sind. Wie zu
erwarten, sind auch die Winkel zwischen den Richtungsvektoren der Bewegung und der z-
Achse isotrop verteilt und es ldsst sich keine Vorzugsrichtung feststellen. Die entsprechenden
Graphen sind in Abbildung dargestellt.
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Abbildung 7.6: Trajektorie, Polardiagramm und Winkelverteilung fiir die in Abb. dargestellte
Struktur. a) Trajektorie des Schwerpunktes von 1 in einem Zeitintervall von ¢t = 10w, *. b) Polar-
diagramm der Geschwindigkeitsvektoren. ¢) Histogramm der Betrige der Geschwindigkeitsvektoren.
Alle anderen Parameter sind wie in in Abb. angegeben.

Bewegt sich die Zelle in den Kanélen zwischen den Hindernissen, so stellen wir fest, dass
die Bewegung durch die Hindernisse geleitet wird und in der rechteckigen Geometrie
eine Anisotropie in der Bewegungsrichtung entsteht. Die Bewegung ist vorzugsweise in
Léngsrichtung der Hindernisse ausgerichtet. Die korrespondierende Trajektorie ist gerade
(vgl. Abb. (a)). Die Aktinverteilung zeigt wahrend der Bewegung spontane laufende
Fokuspunkte, die periodisch entstehen und wieder verschwinden. Wie in Abbildung
zu sehen ist, bricht die Front der Aktinfilamente durch die Wechselwirkung mit der

Wand auf. Neue Fokuspunkte entstehen unmittelbar an den Kanten der Hindernisse
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Abbildung 7.7: Trajektorie, Polardiagramm und Winkelverteilung fiir die in Abb. dargestellte
Struktur. a) Trajektorie des Schwerpunktes von 1 in einem Zeitintervall von ¢ = 4w, 1. b) Polardia-

gramm der Geschwindigkeitsvektoren. ¢) Histogramm der Betrdge der Geschwindigkeitsvektoren.
Alle anderen Parameter sind wie in in Abb. [6.3] angegeben.

Abbildung 7.8: Momentaufnahmen der Aktindichte 7" als Losung der Gleichungen (|7.1))-(7.4)).
Fiir die effektiven Mobilitatskonstanten gilt np = 2-107%, 9. = 2-1073 und n,; = 0,4. Alle anderen

Parameterwerte sind in Tabelle B mit &g = 0,36 und @, = 0,39 angegeben. Der MaBstabsbalken
hat eine Lénge von 0,19 A.
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7 Zellen bewegen sich auf strukturierten Oberflichen

und werden durch diese geleitet. Wir gehen davon aus, dass die laufenden Fokuspunkte
durch eine dynamische Instabilitdt bei der Polymerisation von Aktinfilamenten wiahrend
dem Auftreffen auf ein Hindernis entstehen. Die Zelle bewegt sich in den Kanélen und
weist eine laterale Symmetrie auf. Die Aktindichte oszilliert dabei periodisch. Ahnlich
wie in den Zustdnden der gerichteten Bewegung in Abschnitt fithren die periodischen
Anderungen in der Dichteverteilung unmittelbar zu einer periodischen Oszillation in der

Fortbewegungsgeschwindigkeit der Zelle.

Wir zeigen, dass die Zelle in der Lage ist, mit Hilfe ihres Zytoskeletts eine strukturierte
Oberflache zu erspiiren und ihre Bewegung durch die Geometrie der Struktur beein-
flusst wird. Kreisrunde Hindernisse fithren zu einer Isotropie in der Bewegungsrichtung,

wohingegen die Bewegung in einer Struktur rechteckiger Hindernisse anisotrop ist.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Damit Zellen richtig funktionieren, miissen sie sich im Raum selbst organisieren und auf
vielfaltige Weise mit ihrer Umgebung wechselwirken. Dabei reagieren sie auf duflere Reize
und passen sich an stdndig wechselnde Gegebenheiten an. Motiviert durch Experimente an
Neutrophilen und Dictyostelium discoideum haben wir in dieser Arbeit eine dynamische
Beschreibung des Zytoskeletts eingefiithrt und das System aus Filamenten im Wechselspiel
mit Nukleationsproteinen, wie sie in Dictyostelium discoideum und XTC-Zellen beobachtet

wurden, mit den daraus resultierenden Bewegungsmustern analysiert.

Die Ergebnisse der Arbeit weisen darauf hin, dass die Selbstorganistation der Filamente,
z. Bsp. in Zytoskelettwellen, ein wichtiger Punkt im Verstdndnis der Dynamik des Zytoske-
letts ist. Das zugrundeliegende System erfasst alle wesentlichen Eigenschaften der Dynamik
von Nukleationsproteinen von Dictyostelium discoideum oder XTC-Zellen wie ARP2/3 und
p21. Wir zeigen, dass das Maximum der Konzentration der aktiven Nukleationsproteine,
die fiir die Bildung des Aktinnetzwerkes zustédndig sind, am Leitsaum der Zelle lokalisiert
ist, wo auch die Dichte der Plus-Enden der Aktinfilamente ihr Maximum erreicht. Es wére
sicherlich von groflem Interesse, die Existenz laufender Wellen in Systemen mit ,, Tread-
milling“-Filamenten experimentell zu tberpriifen. Da wir von Eigenschaften einzelner
Bestandteile des Zytoskeletts ausgehen, sind unsere Beschreibungen insbesondere fiir in
vitro Experimente geeignet, in denen Systeme aus Zytoskelettkomponenten, die zuvor aus
Zellen extrahiert wurden, betrachtet werden. Die Schwierigkeit hierbei wird sein, alle fiir
das System notwendigen Prozesse in vitro zu realisieren. Carlier et al. haben ein minimales
Medium zur Untersuchung der Zellbewegung durch Polymerisation genutzt |118]. Zusétz-
lich miissten nun auch Membranen, z. Bsp. in Form unterstiitzter Lipiddoppelschichten

(supported lipid bilayer), und der Scar/WAVE-Komplex in das System integriert werden.

Ausgehend von den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit scheint es plausibel, dass die
Umordnung des Zytoskeletts, ausgelost durch die Selbstorganisation weniger Komponenten
des Zytoskeletts, in Zusammenhang mit der Zellbewegung steht. Ein wichtiger Aspekt
ist hierbei die Wechselwirkung der Filamente mit der Zellmembran als duflere Begren-
zung. Dazu haben wir die Interaktion von Filamenten mit der Zellmembran in einem
Phasenfeld-Ansatz untersucht. Der Phasenfeld-Ansatz ist numerisch sehr effizient und

zur parallelen Berechnung auf Grafikkarten bestens geeignet. Wir finden in dieser Arbeit
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Zusténde gerichteter Bewegung, bei denen die Form der Zelle in Richtung der Bewegung
ausgedehnt ist. Dies steht im Gegensatz zu Systemen, bei denen die Kontraktilitiat des
Aktinnetzwerkes durch molekulare Motoren hervorgerufen wird. In letzterem Fall ist die
Form der Zellen typischerweise senkrecht zur Richtung der Bewegung ausgedehnt [102, [98].
Die Form der Zelle kann somit als Hinweis dafiir dienen, wie wichtig die Kontraktilitét
des Aktinnetzwerkes durch Motoren relativ zur Polymerisierungsaktivitdt wahrend der
Bewegung ist. Im Zustand gerichteter Bewegung finden wir weiter, dass die Dynamik der
Aktinfilamente im Innern der Zelle wihrend der Bewegung oszilliert. In einer fritheren
Arbeit zu spontanen Polymerisationswellen war die Aktinverteilung im Referenzsystem

der Zelle meist stationdr [85].

In der vorliegenden Arbeit wurde ein spezifischer Mechanismus zur Erzeugung spontaner
Wellen vorgeschlagen und untersucht. Dennoch kann man erwarten, dass wesentliche
Eigenschaften, die wir beobachtet und festgestellt haben, unabhéngig von vielen Details
dieses Mechanismus sind. Wir haben festgestellt, dass die Propagationsgeschwindigkeit der
laufenden Wellen unabhéngig von der Polymerisationsgeschwindigkeit v, der Filamente
ist. Daraus konnte man beispielsweise schlieflen, dass es fiir die Zellbewegung unerheblich
ist, ob Aktinfilamente Treadmilling durchfithren oder nicht. Beim Treadmilling wachst
das Filament im Mittel am Plus-Ende und schrumpft am Minus-Ende. Da die Raten fiir
Wachsen und Schrumpfen in diesem Fall gleich sind, dndert sich die Gesamtlénge des
Filamentes wéihrend dieses Vorgangs nicht. Erste Untersuchungen weisen auf einen weiteren
moglichen Mechanismus hin. Ein Filament polymerisiert am freien Ende, solange der
Nukleator an das Filament gebunden ist. Lost sich dieser, so beginnt es zu depolymerisieren,
da die Schrumpfrate grofler als die Wachstumsrate wird und das Filament 16st sich in

Monomere auf.

Neben den Zustdnden gerichteter Bewegung finden wir ein unregelméfliges Muster zu-
falliger Bewegung, das mit Spiralwellen in der Aktinverteilung verkniipft ist. Diese Art
der Fortbewegung erinnert stark an die Bewegung amoboider Zellen, wie menschlichen
Neutrophilen oder dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum. Die Resultate zeigen, dass
amo6boide Bewegung im Wesentlichen durch die deterministische, chaotische Dynamik
der Aktinfilamente hervorgerufen werden kénnte. Damit wére diese Art der Zellbewegung
nicht durch thermisches oder molekulares Rauschen evoziert. Die numerischen Lésungen
zeigen ebenso, dass die unregelméflige Bewegung mit der Dynamik von Spiralwellen ver-
kniipft ist, die durch das Wechselspiel von Nukleationsproteinen und Aktinfilamenten
erzeugt werden. Die nicht-triviale Dynamik von aufbrechenden Spiralen ist bereits aus
einer Vielzahl anregbarer Systeme bekannt [112,|113}|114]. In weiteren Untersuchungen
konnten die Techniken, die in diesem Zusammenhang entwickelt wurden, zur Analyse der

in dieser Arbeit beschriebenen Spiralwellen verwendet werden. Es wére interessant, wenn
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sich daraus ein Zusammenhang zwischen den Parametern des theoretischen Systems und
den Parametern der unregelméfligen Bewegung, wie z. Bsp. dem entsprechenden effektiven
Diffusionskoeffizienten, ergeben wiirde. Dieser Koeflizient ist unter anderem im Kontext
der Immunzellen von enormer Bedeutung, da er groflen Einfluss auf die Zeitdauer hat, die

eine Immunzelle benétigt, um eine infizierte Zelle aufzuspiiren und zu vernichten.

Ein weiterer wichtiger Punkt dieser Arbeit ist die Bewegung von Zellen auf strukturierten
Oberflachen. Zur Verbesserung der Effizienz ihrer Suchstrategien kénnte es niitzlich sein,
dass Immunzellen ihre Bewegung an sich d&ndernde Umgebungsbedingungen anpassen [119)].
Wir zeigen, dass die Zelle in der Lage ist, mit Hilfe ihres Zytoskeletts eine strukturierte
Oberflache zu erspiiren und ihre Bewegung durch die Geometrie der Struktur beein-
flusst wird. Kreisrunde Strukturen fithren zu einer Isotropie in der Bewegungsrichtung,

wohingegen rechteckige Strukturen zu einer Vorzugsrichtung der Bewegung fiithren.

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse und Zusammenhénge erdffnen den Weg fiir
weitere Projekte. Ein Ansatz konnte speziell die Physiologie von T-Lymphozyten be-
riicksichtigen. T-Lymphozyten bilden MHC-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche aus. Diese
Eiweifimolekiile in der Zellmembran, auch T-Zell-Rezeptoren (TCR) genannt, kénnen kor-
perfremde Stoffe erkennen. Im Gegensatz zu Antikérpern erkennen T-Zellen korperfremde
Stoffe jedoch nur dann, wenn deren Antigene auf der Oberfliche anderer Zellen an deren
MHC gebunden sind. Das Ausmafl der Reaktion der Rezeptor- mit den Antigen-MHC-
Komplexen hingt von der Konzentration beider Partner ab, d.h. ihrer Dichte auf den
beteiligten Zellmembranen, und von der spezifischen Affinitat des TCR |120, |121]. Wir
haben gefunden, dass die Polymerisationsgeschwindigkeit der Filamente und die Deaktivie-
rungsrate der Nukleationsproteine einen wesentlichen Einfluss auf die Zusténde des Systems
haben. Zellen reagieren weiter auf &uflere Reize, sodass sich nicht die gesamte Zelldynamik
auf Selbstorganisation zuriickfithren lasst. Dies ertffnet konzeptuell neue Moglichkeiten
der Zellantwort auf dulere Reize durch eine lokale Verdnderung entsprechender Raten. So
ist es moglich, dass spezielle Signalmolekiile die Polymerisierungsaktivitat der Filamente
beeinflussen und das System auf diese Weise von einem oszillatorischen in einen stationéren
Zustand tiberfithren oder umgekehrt. Mogliche molekulare Mechanismen kénnten dabei
die ARP2/3-Aktivitit, die Formin-Aktivitit oder die Anderung der Konzentration des

Pools an Aktin-Monomeren sein.

Es wére wiinschenswert, wenn weitere Untersuchungen mit Hilfe des in dieser Arbeit vorge-
stellten Systems durchgefiihrt wiirden. Erste Resultate zeigen bereits, dass es moglich ist,
durch lokale Anderung von Raten den Bewegungszustand des Systems zu beeinflussen. Ab-
bildung zeigt die Wechselwirkung einer sich gerichtet bewegenden Zelle mit einer festen

Wand. Dabei wurde die Wand durch ein zweites Phasenfeld représentiert und die Wechsel-
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Abbildung 8.1: Wechselwirkung einer sich gerichtet bewegenden Zelle mit einer festen Wand.
Momentaufnahmen der Aktindichte T'. (a) Wechselwirkungsparameter a = 1,0. (b) Wechselwir-
kungsparameter a = 0,5 und wg = wJ(1—exp(—d/0,08)), wobei d den Abstand zur Wand bezeichnet.
Alle anderen Parameter wie in Abb.

wirkung iiber ein Potential beschrieben. Die Deaktivierungsrate der Nukleationsproteine

ist abhéngig vom Abstand zum Hindernis.

Interessant wére auch die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen zwei oder meh-
reren Zellen, die jeweils mit Hilfe eines eigenen Phasenfeldes repréasentiert werden. Die
Wechselwirkung zwischen den Zellen kann dabei ebenso durch ein Wechselwirkungspo-
tential auf einfache Weise beschrieben werden, das zu einem zusétzlichen Term in der
freien Energie fithrt. Sind 1 und 1o die Phasenfelder zweier Zellen, so definiert man das

Wechselwirkungspotential W durch

W) = 50303

wobei a die Starke der Wechselwirkung beschreibt und woraus sich ein zusétzlicher Term

in der Dynamik der Phasenfelder ergibt:

oy = .. —;%W(l/}h%): e —ahhy
b = o — W () = . — a0
W = 8¢2 1,¥2) = ... ap1yP2

Wir haben in dieser Arbeit wichtige Zusammenhénge zwischen Zytoskelett und Zellverhalten
besser verstehen kénnen. Inwiefern sich Zellen in vivo die gefundenen Mechanismen
zu eigen machen, miissen weitere experimentelle Untersuchungen zeigen. Wir erwarten
insbesondere Belege dafiir, dass die in dieser Arbeit beschriebenen Polymerisationswellen

flir die Zellbewegung von essentieller Bedeutung sind.
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Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine physikalische Beschreibung von Prozessen in le-
benden Zellen méglich ist und wichtige Resultate fiir deren Verstdndnis liefern kann. Die
unterschiedlichen Arten der Bewegung kriechender Zellen kénnen mit den verschiedenen
Zusténden unseres dynamischen Systems verkniipft werden. Intrinsische Instabilitédten des
Aktinnetzwerkes fiithren je nach Wahl der Parameter in unserer einheitlichen Beschrei-
bung zu einer gerichteten Bewegung oder einer unregelméfligen Bewegung, wie sie in
dendritischen Zellen und Dictyostelium discoideum beobachtet werden. Wir haben gezeigt,
dass die Selbstorganisation zu Prozessen fithren kann, die den in Zellen beobachteten
dhneln. Angesichts unserer Ergebnisse ist zu vermuten, dass unabhéngig der in dieser
Arbeit betrachteten spezifischen Prozesse die Orchestrierung des Zytoskeletts wihrend der
Zellbewegung auf eine inhdrente Selbstorganisation einiger weniger Komponenten der Zelle

zurickzufihren ist.
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Anhang






A Herleitung der Gleichungen fiir die Aktin-Dynamik

Der theoretische Ansatz startet mit der Beschreibung der Dynamik des Aktin-Zytoskeletts.
Dabei sehen wir die Filamente als starre Stdbchen an. Die Position im Raum wird durch
einen Punkt entlang des Filamentes - wir wihlen das Plus-Ende - und seine Orientierung,
die in Richtung des Plus-Endes zeigt, eindeutig beschrieben. Der Zustand des Systems
wird durch die Dichte ¢ = ¢ (r, 1, ¢,t) der Plus-Enden der Aktinfilamente beschrieben, die
von der Position r, der Filamentorientierung i, wobei @1 in Richtung des Plus-Endes zeigt
und 62 = 1 gilt, der Filamentlinge ¢ und der Zeit ¢t abhingt. Ihre Zeitentwicklung ist
gegeben durch

Orc = DAc— V - vylic — (vy — vq)0pc — kqc . (A.1)
Fiir die Randbedingung im /-Raum gilt

(va —va)c(£ =0) = Jol,g = vna - (A.2)

Zur weiteren Vereinfachung des Systems kann man zwei neue Ordnungsparamter einfithren,
die eine wesentliche Vereinfachung des Systems ermdglichen, ohne dabei ndhern zu miissen.
In einem ersten Schritt soll die Ladngenabhéngigkeit von ¢ ausintegriert werden. Dazu
definieren wir die Dichte ¢*(r, @) der Plus-Enden, ¢~ (r, @) der Minus-Enden und die

Gesamtaktindichte 7'(r, 1) am Ort r fiir Filamente mit Orientierung in Richtung t:

dl ¢(r,4,0) (A.3)

dg C(I‘ - gﬁa ﬁa §) ) (A4)

K

5

e
|

14
cw/dg ofr — €0, 0,0) . (A.5)
0

Angewendet auf Gleichung (A.1)) erhélt man damit:
Oict = DAct =V -vatict — (va — vq) /dﬁ e — kgct (A.6)
0

= DAcT — V- -v,licT — (va — vq) [e(r, 1, 00) — ¢(r,1,0)] — kqe™
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= DAct -V -v,lict — (va — vq) [ —ha ] — kqcT

Va — Ud

= DAct =V vyt +vn, — kge™ ,

oic- = DAc —V-

= DAc -V

= DAc -V
= DAc -V
= DAc — V-

ol = DAT-V-

= DAT -V
= DAT -V
= DAT -V

vatic™ — (va — vg) / A€ Dye(r — £0,0,6) — kqe™
0

(A7)

valic” — (va — va) /dé [Occ(r — £0,0,8) = V- c(r — £0, 0, )] — kac™
0

007 — (Va — vq) [—c(r,0,0) = V-] — kqe™
cvac” — (va — vq) [— Pa V -t | — kqc™
Va — Vg
vqic~ +vn, — kqc~ ,

V0T — (vy —vq) [ Al [ d§ Ope(r — £, G, 0) — kqT

V0T — (vy —vq) [ d€ | A€ Ope(r — £, G, 1) — kqT

\8 0\8
m\8 S

V0T — (vy — vq)

l—lo

dfC(I‘ - §ﬁ> ﬁ7 f)] — kaT

V0T + (vy — vq)c™ — kqT

Wie man erkennt, héngen die Gleichungen fiir die Zeitentwicklung von ¢~ und 7T nicht

von ¢ ab. In einem zweiten Schritt entwickeln wir daher nur mehr die Abhéngigkeit der

Dichten ¢~ und T von @ beziiglich der Momente der Orientierung. Bezeichnen wir mit

p~(r) und p~(r) bzw.

Tiot und piot die entsprechenden ersten bzw. zweiten Momente der

Entwicklung fiir ¢~ und T, so lassen sich diese als
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Tion(r) = %/dﬁTrﬁ) , (A.12)

Ptot(r) = f/du aT'(r,0) (A.13)

schreiben. Wendet man diese Entwicklung an, ergibt sich aus Gleichungen (A.7) und
(A.8):

Oip~ = DAp  —vgV-p~ +vng, —kqp~ ) (A.14)
op- = DAp —kqp~ —v4V - Q‘ , (A.15)
OTit = DATiot — 2V - Prot + (Va —va)p~ — kaTtot ) (A.16)
OPtot = DAPtot + (Va — va)P~ — kaTPtot — vaV 'QJF ; (A.17)

wobei Q+ und Qi Tensoren zweiter Stufe bezeichnen.

Es verbleibt nun die Gleichungen (A.14) und (A.16) weiter zu vereinfachen. Dazu berechnen
wir zunéchst V- Q1 und V- Q™.

vV-Qt = 2i dada’(a- V)T(r,a) (A.18)
= s
21

= %/ do (C?S(9)> (cos(@) sin(@)) -VT(r,0)
0

sin(6)

2m )
_ 1 d0< cos*(6) cos() sin(6)
2 4 cos(0) sin(0) sin?(6)

27
_ 1 1/2 0 cos(26)/2  sin(26)/2 ' )
) 2”0/ Y K 0 1/ 2) ' <Sin(29)/2 —cos(ze)/zﬂ VI(r,6)

) -VT(r,0)

27
in(2

- L / dOVT(r, &) + / dg (05200 s oo )

4r J sin( — cos(26)

in(2

- 9@ / qg (0052000 sin(20)0, 1 1 )

2 sin(20)0, — cos(26)0,
~ %VTtot(I')
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Q

%/dﬁﬁ*(ﬁ-wa(r,ﬁ)

27
1 cos2(f) cos(#) sin(#)
271'0/ a0 (cos(@)sin(ﬂ) sin?(0)

2m

1o _ 1 cos(20)0,  sin(20)0,
2 vr <r)+47r0/ a0 (sin(29)3m ~ cos(20)d,
SV ()

Zusammen ergeben sich somit die dynamischen Gleichungen

unter Vernachlédssigung von Termen der Ordnung 2 und héher in .
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OtPtot

Oip
op

) Ve (r,0)

) ¢ (r,0)

DATtot — 1,V - Ptot + (Ua - Ud)P_ - de’tot s

1 _
DApiot — Evavﬂot + (va —va)P~ — kdPtot -

DAp™ —vgV -p~ —kqp™ +vn,
1
DAp™ — kgp™ — ivde_

Y

(A.19)



B Entdimensionalisierung und Parameterwerte

Um die in dieser Arbeit verwendeten dynamischen Gleichungen numerisch zu ldsen, soll
hier eine entdimensionalisierte Form zur Verfiigung gestellt werden, bevor in einer Tabelle

die benutzten dimensionslosen Parameter aufgelistet werden.

Zur Entdimensionalisierung der dynamischen Gleichungen (4.20)) - (4.23) wird die Zeit mit
der spontanen Aktivierungsrate w, und der Ort mit der Diffusionsldnge A der inaktiven

Nukleatoren skaliert, wobei A\? = D; /wa. Man erhélt damit:

WT = DAT —kqT — 0,V - p + any (B.1)
Op = DAP—Fkeqp — 0,VT (B.2)
Ot = DaAfig + (1 +0102)05 — 0qTha (B.3)
oni = AR — (1 +o1n2) i + 0qT . (B.4)

Durch Tilden wird hierbei angezeigt, dass es sich um dimensionslose Groflen handelt.
Es gelten die Zusammenhinge T = \2T, p = A2p, na = A2fa, ni = 27y, D = DDi_l,
D, = DaDi_l, a= ozwa_l, l;:d = kdwa_l, Uy = vawgl)\_l, 01 =wi A2 und &g = wdwafl/\_Q.

Anaolog dazu ergeben sich die aus der Dynamik des Phasenfeldes (5.3) mit entspre-
chend gekoppelter Aktin- und Nukleatoren-Dynamik (5.8 - ([5.11]) entdimenionalisierten

Gleichungen

T = DAT — kqyT — 0,hV - P + dahitg (B.5)

p = DAP — kap — 5aVT (B.6)

Ot = DaAfy + (1 + 0172) 7 — OqTi, (B.7)
i = ARy — (1 + On2) i + g T, (B.8)
(B.9)

o = DyA+Rp(l—)(v —8) = fp- V¥,
wobei D¢, = D¢D;1, f=rw L und f = Buwi A3 gilt.

a

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Parameter sind soweit nicht explizit anders
angegeben in Tabelle aufgelistet.
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Wert Beschreibung
D 0.0 effektive Diffusionskonstante der Aktinfilamente
D, 0.045 effektive Diffusionskonstante der aktiven Nukleatoren
[)1/) 0.003 Diffusionskonstante des Phasenfeldes
w1 0.006 Wert der Kooperativitéit
wq 0-0.4 Deaktivierungsrate der Nukleatoren
Vg 0-0.4 Polymerisationsgeschwindigkeit
kq 175.0 Degradierungsrate
n; 120.0 Anfangsdichte der inaktiven Nukleatoren
AgA™2 0.015 Startflaiche des Phasenfeldes
€ 4.0 Starke der Fliachenerhaltung
& 588.0 Ma#f fir die Nukleationsrate
B 0.006 Stéarke der Kopplung
R 118.0 setzt die Zeitskala fiir das Phasenfeld fest
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C GPU-basierte Programmierung

In diesem Abschnitt soll ein grundlegendes Wissen und Verstidndnis iiber den Aufbau
und die Funktionsweise von Grafikkarten vermittelt werden. Die in der vorliegenden
Arbeit prisentierten Modelle erfordern einen hohen numerischen Aufwand. Um den Si-
mulationsprozess zu beschleunigen, bietet es sich an, Programme bis zu einem gewissen
Grad zu parallelisieren. Moderne Prozessoren (CPU) besitzen in den meisten Féllen
vier bis acht separate Recheneinheiten, die parallel zueinander unabhéngige Aufgaben
erfilllen kénnen. Graphische Prozessoren (GPU) sind jedoch noch weitaus mehr auf
parallelisierte Rechnungen optimiert. Fiir die Rechnungen in der vorliegenden Arbeit
wurde eine Grafikkarte mit 2880 unabhéngigen Prozessoren (Modell NVIDIA GeForce
GTX 708 Ti) genutzt.

Hauptkomponente einer jeden Grafikkarte ist die dhnlich zur Central Processing Unit
(CPU) arbeitende Graphics Processing Unit (GPU). GPUs der neueren Generation beste-
hen aus mehreren Streaming-Multiprozessoren, die zu Blécken zusammengefasst sind und
aus mehreren Streaming-Prozessoren bestehen. Jeder Multiprozessor verfiigt iiber verschie-
dene Ressourcen, auf die er zugreifen kann. Beim Grafikspeicher unterscheidet man drei
verschiedene Arten. Neben dem globalen Hauptspeicher der Grafikkarte existiert ein um
Groflenordnungen schneller arbeitender lokaler Speicherbaustein. Besonders zu erwahnen
ist der Shared Memory. Er ist ein kleiner, ebenfalls lokaler, 16 KB grofler Speicher, der fiir
die temporére Speicherung der fiir die Berechnung relevanten Daten zustédndig ist. Dartiber
konnen alle Threads aus einem Block miteinander kommunizieren. Der Grafikspeicher
besitzt im Vergleich zum Arbeitsspeicher eine wesentlich hohere Taktrate. Diese erhéhte

Geschwindigkeit ermdglicht eine deutlich schnellere Berechnung auch komplexer Daten.

Die volle Leistung der speziellen Architektur einer Grafikkarte kann in der Programmierung
ausgenutzt werden. Dafiir wurde eignens die Sprache CUDA entwickelt. CUDA ist eine in
erster Linie auf C/C++ basierende Programmiertechnik, die es ermoglicht, Algorithmen
auf der Grafikkarte auszufithren. Um die Parallelitiat der Grafikprozessoren ausnutzen zu
kénnen, muss der numerische Code neu organisiert und umstrukturiert werden, worin das
grofite Potential zur Optimierung des Programms liegt. Eine moglichst effektive Ausfithrung
ist nur dann moglich, wenn man die hierarchische Struktur der Grafikkarte kennt und
flir das Programm vorteilhaft nutzt, weswegen jeweils eine aufwendige Anpassung des
Algorithmus nétig ist. Die hierarchisch angeordneten Moglichkeiten zur Organisation
der Daten sind in Abbildung dargestellt. Die erste Ebene bildet das sog. Grid. Es
koordiniert, auf welchem Streaming-Multiprozessor die Berechnung ausgefiihrt wird. Alle
Elemente eines Grids kénnen auf den globalen Speicher zugreifen. Darunter befinden

sich die Blocke, die sich auf mehrere Streaming-Prozessoren beziehen. Mit jedem Block
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Abbildung C.1: Speicherhierarchie einer Grafikkarte. Aus \\

ist ein eigener Shared Memory assoziiert. Auf der untersten Ebene befinden sich die
Threads, die von einem einzigen Streaming-Prozessor ausgefiihrt werden und einen eigenen
lokalen Speicherbereich besitzen. In Bezug auf die Software besteht CUDA aus mehreren
Erweiterungen, unter denen sich vor allem Funktions- und Variablenqualifizierer befinden.
Eine Funktion, die von der CPU aufgerufen und auf der GPU ausgefiihrt wird, bezeichnet
man als Kernel. Sie wird im Code durch vorangestelltes _ global____ gekennzeichnet.
Der Code selbst besteht aus einem sequentiell und einem parallel abzuarbeitenden Teil.
Der sequentielle Teil wird stets von der CPU ausgefiihrt und sollte nicht parallelisiert
werden. Die CPU verwaltet diesen Teil des Codes, wihrend die GPU die parallelisierten
Berechnungen durchfihrt.

Die Berechnung auf der Grafikkarte erfolgt in mehreren Schritten (vgl. Abb . In einem
ersten Schritt kopiert die CPU die benétigten Datenfelder aus dem Arbeitsspeicher in
den globalen Speicher der Grafikkarte. Die Kommunikation zwischen der Grafikkarte und
dem Arbeitsspeicher ist der Flaschenhals des gesamten Systems. Daher sollte man durch
Kopieren aller relevanten Datenfelder permanente Speicherzugriffe der Grafikkarte auf
den Arbeitsspeicher vermeiden. Zusétzlich nutzt man so die Zugriffsgeschwindigkeit des
Grafikspeichers aus. Hat man die Daten auf die Grafikkarte kopiert, ruft die CPU die ent-
sprechenden Kernel auf und erteilt damit den Befehl den zu berechnenden Algorithmus auf
der Grafikkarte auszufithren. Die Grafikkarte organisiert dann die parallele Abarbeitung,
indem die Datenfelder sinnvoll auf alle Streaming-Multiprozessoren und weiter auf die

einzelnen Streaming-Prozessoren verteilt werden. Es liegt dabei in der Hand des Program-
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Host Device
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Abbildung C.2: Schritte der Berechnung auf der Grafikkarte mit Hilfe von CUDA. Aufteilung in
Grids, Blocks und Threads einer Grafikkarte. Aus [122].

mierers, zusammenhingende Datenfelder auf verschiedene Streaming-Multiprozessoren
zu verteilen, um so die parallele Architektur bestmdéglich auszunutzen. Im letzten Schritt
werden die neu berechneten Datenfelder wieder in den Arbeitsspeicher der CPU zuriick
kopiert, so dass die CPU mit der sequentiellen Abarbeitung des Programms fortfahren
kann. Optimierungen am Code, welche einerseits die Datenzugriffe des Arbeitsspeichers
und des Grafikspeichers minimieren und andererseits den sequentiellen Teil des Codes
mindern, ermdéglichen eine bis zu 100-fache Beschleunigung der Berechnungen .

Als einfaches nachvollziehbares Beispiel sei hier die Addition zweier Vektoren A und B der
Lange N gezeigt. Das Ergebnis der Addition wird in C' gespeichert. Jeder Iterationsschritt
aus einem Standard C-Programm wird durch einen Thread ersetzt. Jeder Thread fiihrt
genau eine paarweise Addition aus. Im Gegensatz zum C-Programm gibt es hier keine
Schleife zur Berechnung des Ergebnisses. Als Zéhler dient die sog. threadld. Nahezu alle
Schleifen werden durch if-Anweisungen realisiert. Dabei wird jeder ehemalige Iterations-
schritt durch die parallele Abarbeitung eines Threads ersetzt. Der Funktionsaufruf gibt

zuséatzlich an, wieviele Blocke und Threads pro Block zur Berechnung genutzt werden
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sollen. In diesem Beispiel bedeutet das konkret, dass 1 Block mit N Threads den selben
Code ausfiihrt.

#define N 10

// Kernel Definition

__global _ void VektorAddition (doublex A, doublex B, doublex C) {
int i = threadldx.x;
Cli] = A[i] +B[i]; }

int main() {

double a[N], b[N], c[N];
// Kernel Aufruf mit N Threads
VektorAddition <<<1l, N>>>(A, B, C);

Bevor man jedoch den Mehraufwand bei der Entwicklung eines parallel laufenden Algorith-
mus in Kauf nimmt, sollte man zunéchst den theoretisch méglichen Geschwindigkeitsgewinn
betrachten. Dazu nimmt man an, dass ein Algorithmus auf N Prozessoren parallelisiert
werden soll, wobei ein Prozentsatz P des Algorithmus parallelisierbar sei. Vergleicht man
nun die Laufzeit des parallelisierten Algorithmus mit dem sequentiell ausgefiihrten, so

erhélt man fiir den Geschwindigkeitszuwachs S:

1

S:1—P+P/N

Obwohl eine genaue Berechnung nicht méglich ist, lohnt es sich dennoch eine Abschitzung

des Geschwindigkeitszuwachses zu betrachten [122].

Es sei hier noch erwidhnt, dass CUDA nur auf NVIDIA Grafikkarten ausfiihrbar ist.
Eine Alternative dazu ist OpenCL. OpenCL ist ein OpenSource-Projekt, das auf allen
Grafikkarten unabhéngig von deren Hersteller genutzt werden kann und die Portabilitat
sich nicht ausschliellich auf Grafikkarten beschrinkt. Die Programmierplattform hat einen
analogen Aufbau zu CUDA und unterscheidet sich nur in Details der Implementierung.
Ein Unterschied besteht z. B. darin, dass das Programm bei OpenCL genau wissen muss,

auf welcher Hardware es ausgefiihrt werden soll.

Der Trend hin zu mehr Parallelitdt wird sich weiter fortsetzen. Insofern wird es immer
wichtiger, bei der Entwicklung eigener Programme diese Paradigmenverdnderung zu
beriicksichtigen. Wenn man die Amortisationszeit der gesparten Kosten fiir die benétigte

Rechenzeit beriicksichtigt, lohnt sich auch schnell ein gréflerer Entwicklungsaufwand.
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