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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Obwohl inzwischen viele Kenntnisse zur Struktur des Aktinfilaments im Skelettmuskel von
Vertebraten vorliegen, fehlen immer noch wichtige Aspekte, welche die Regulation der Mus-
kelkontraktion betreffen. Am Aktinfilament selbst dienen Tropomyosin und Troponin zur An-
und Abschaltung des Filaments, was durch eine Anderung der Calciumkonzentration indu-
ziert wird. Bei diesem Vorgang kommt es zur strukturellen Umlagerung einiger Proteine des
diinnen Filaments, wobei allgemein von einer Anderung der azimuthalen Position von Tropo-
myosin ausgegangen wird. Uneinigkeit besteht dariiber, wie groB diese Anderung ist. Auch
gibt es bisher nur wenige Untersuchungen dazu, wie sich Troponin dabei verhilt. Aufgrund
der regelmiBigen Querstreifung der Skelettmuskeln eignen sich diese sehr gut zur Untersu-
chung mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse. Deshalb wurden Rontgendiffraktionsexperi-
mente an Einzelmuskelfaserarrays durchgefiihrt und die Intensititsverteilungen auf den Ak-
tinschichtlinien der registrierten Pattern analysiert. Zur Interpretation der gewonnenen Daten
wurde ein Computermodell erstellt.

Zunichst wurden zweidimensionale Diffraktionspattern von Faserarrays unter relaxierenden
Bedingungen mit niedriger Calciumkonzentration registriert. Die Aktinfilamente befanden
sich dabei im off-Zustand. Basierend auf den Aktin- und Tropomyosinstrukturen von Lorenz
et al. und einer selbst aufgebauten Troponinstruktur wurde ein Modell erstellt. Zur Optimie-
rung wurde es mit Parametern, welche bestimmte Typen von Disorder simulieren, erweitert
und den experimentellen Daten angepalt. Dieses Modell wurde dann zur Interpretation von
Rontgenstrukturaufnahmen herangezogen, die bei niedriger bzw. hoher Calciumkonzentration
registriert worden waren (off- bzw. on-Zustand des Filaments). Eine Anheftung von Myosin-
kopfen wurde bei diesen Versuchen vermieden, indem die Uberlappung von Aktin- und Myo-
sinfilamenten durch eine Uberdehnung der Fasern verhindert wurde. Die stereospezifische
Anheftung von S1-Kopfen aufgrund einer moglichen Restiiberlappung wurde durch die Ver-
wendung von ATPyS-haltigem Medium ausgeschlossen. Dies war notwendig, weil die Inten-
sitdtsverteilungen der analysierten Aktinschichtlinien empfindlich auf die stereospezifische
Anheftung von Myosinmolekiilen reagieren. Auf der erhaltenen Datengrundlage wurde das
Modell um den on-Zustand des Filaments erweitert. Wihrend die Simulation der Intensitéts-
dnderungen auf den Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs beim Ubergang vom off- in den
on-Zustand gut gelang, konnten die Anderungen der Troponinreflexe nur durch eine zusitzli-
che Variation der Troponinposition entlang des Filaments in der off-Position simuliert wer-
den.

Aus dem Modell leitet sich eine Anderung der azimuthalen Position des Tropomyosins ab,
welche im Bereich von 10° beim Ubergang des Filaments vom off- in den on-Zustand liegt.
Die damit einhergehende Positionsidnderung des Troponins entspricht im wesentlichen der des
Tropomyosins, wobei zusitzlich eine azimuthale Drehung relativ zum Tropomyosin ange-
nommen wird. Die Simulation von Disorder war zur Modellierung der relativen Intensitdten
der Aktinschichtlinien unerldBlich. Die mit dem Modell simulierten Strukturdnderungen im
Aktinfilament zeigen eine Moglichkeit zur Beschreibung der realen Situation im Muskel auf.
Unterschiede zwischen Experiment und Modell lassen sich auf verschiedene Faktoren zuriick-
fiihren. Dazu gehoren im wesentlichen die groe Anzahl von Moglichkeiten bei Anwendung
der verschiedenen Disordertypen, das Fehlen einer vollstindig aufgeklédrten Troponinstruktur
und die Reduktion des Modells auf die Darstellung nur eines Aktinfilaments.



Summary

Summary (Abstract)

Although we already have a good knowledge about the structure of actin filaments in verte-
brate skeletal muscle there are many unknown aspects concerning the regulation of muscle
contraction. Tropomyosin and troponin are responsible for the activation of the actin filament,
which is induced by a change of calcium concentration. Within this process several proteins
of the thin filament undergo a structural change. In general this is thought to be an azimuthal
positional change of tropomyosin. Disagreement exists about the extent of this change. Yet
only little is known about the structural change of troponin. Because of the regular striation
pattern of vertebrate muscle they are best suited for an examination by x-ray diffraction.
Therefore x-ray diffraction studies on arrays of single muscle fibers were carried out and the
intensity distribution on the actin layer lines of the diffraction patterns was analyzed. For in-
terpretation of the data a computer model was created.

At first, experiments with fiber arrays under relaxing conditions with low calcium concentra-
tion were performed. Hence actin filaments were in off-position. A model was created, based
on the structures of actin and tropomyosin from Lorenz and coworkers, together with a struc-
ture of troponin which was built using adequate sources. The model was then optimized by
the introduction of several parameters for the simulation of disorder. This model was finally
used for the interpretation of x-ray diffraction patterns recorded at low and high calcium con-
centration, respectively ‘off” and “on” state of the filament. The attachment of myosin heads
was prevented by stretching the fibers to a sarcomere length out of overlap. The stereospecific
binding of myosin heads, caused by a possible remaining overlap was prevented by the use of
ATPYS. This was necessary because actin layer lines are sensitive to the stereospecific at-
tachment of myosin molecules. On the basis of the experimental data the model was extended
for the simulation of the “on” state. The simulation of the intensity changes on actin layer line
one, two and six during transition from the “off” to the ‘on” state was adequate. For modelling
the changes on the troponin reflections an additional randomized function for the position
along the filament in the “off” state was necessary.

The model showed that the change of the azimuthal tropomyosin position while going from
the “off” to the “on” state is in the range of 10°. The corresponding change of the troponin po-
sition is similar, but with an additional azimuthal rotation around tropomyosin. The simula-
tion of disorder was absolutely necessary for modelling the relative intensities on the actin
layer lines. The structural changes of the actin filament simulated by the final model are a
reasonable description of the processes occuring in muscles. Differences between experimen-
tal data and model originate from various factors, in particular the large number of possibili-
ties a particular type of disorder can be applied, the lack of a crystal structure for the complete
troponin molecule, and the reduction of the model to only one actin filament.
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Abkiirzungen

Abkiirzungen

ADP Adenosin-5‘-Diphosphat

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzylsulfonylfluorid

ALL Aktinschichtlinie (Actin Layer Line)

ApsA P1, P5-(Di-Adenosin 5°¢)-Pentaphosphat

ATP Adenosin-5 ‘-Triphosphat

ATPase Adenosin-5‘-Triphosphatase, ATP-spaltendes Enzym
ATPYS Adenosin-5 ‘-O-(3-thiotriphosphat)

A Angstrdm (1 A=10"m= 0,1 nm)

CCD ladungsgekoppeltes Bauelement (Charge Coupled Device)
CrP Kreatinphosphat

CYS Cystein

DESY Deutsches Elektronen-Synchrotron

DTT DL-Dithiothreitol

E64 N-(trans-Epoxylsuccinyl-L-Leucin-4-guanidinobutylamid)
EGTA Ethylenglykol-bis(-Aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-Tetraessigsdure
EM Elektronenmikroskop

ESRF European Synchrotron Radiation Facility

FFT Schnelle Fourier-Transformation (Fast Fourier Transform)
FWHM Breite einer Gausskurve auf halber Hohe (Full Width at Half Maximum)
GeV Gigaelektronenvolt

HMM schweres Meromyosin (Heavy Meromyosin)

kDa Kilodalton

KH,PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

KOH Kaliumhydroxid, Kalilauge

A Wellenlinge (lambda)

LMM leichtes Meromyosin (Light Meromyosin)

M Myosinreflex

mA Milliampere

ml Milliliter

mM Millimol

MgCl, Magnesiumchlorid

MLL Myosinschichtlinie (Myosin Layer Line)

u Ionenstirke

pm Mikrometer (1 um = 10° m)

Na, (ATP)  ATP-Dinatriumsalz

NaNj; Natriumazid

NaOH Natriumhydroxid, Natronlauge

nm Nanometer (1 nm = 107 m)

pCa negativer dekadischer Logarithmus der Ca**-Ionenkonzentration
PDB Proteindatenbank (Protein Data Bank)
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pH negativer dekadischer Logarithmus der H;O"-Ionenkonzentration
S1 Subfragment 1

S2 Subfragment 2

SAXS Kleinwinkelstreuung (Small Angle X-ray Scattering)

SL Sarkomerenldnge

SRS Synchrotron Radiation Source

Tn Troponinreflex

Triton X-100 Oktylphenolpoly(ethylenglykolether),

U Einheit (Unit)



Einleitung

1 Einleitung

In der belebten Natur gibt es viele Prozesse, bei denen Dinge bewegt werden. Dabei handelt
es sich oft um fiir den Menschen ohne Hilfsmittel nicht wahrnehmbare Bewegungen, wie
z. B. den Geillelschlag eines Bakteriums oder den Transport von Vesikeln innerhalb von Zel-
len. Solche Vorginge sind zu klein, um sie mit dem bloen Auge registrieren zu konnen. Soll
sich etwas im groBen Stil bewegen, miissen mehrere Zellen gleichzeitig angesprochen und zu
einer konzertierten Aktion gebracht werden. Alle makroskopischen Bewegungsprozesse sind
deshalb auf groflere, gemeinsam agierende Zellverbidnde zuriickzufiihren. Bei den Wirbeltie-
ren handelt es sich dabei um glatte oder quergestreifte Muskeln. Die glatte Muskulatur ist
nicht dem Willen unterworfen. Zu ihr gehoren die Muskeln des Intestinaltrakts, der Blut- und
der LymphgefiBle. Quergestreifte Muskeln, deren Bezeichnung von ihrer streifenartigen Er-
scheinung im Lichtmikroskop herriihrt, werden weiter in skeletal und kardial unterschieden.
Wihrend die Skelettmuskeln willkiirlich bewegt werden konnen, arbeitet der Herzmuskel
unwillkiirlich.

Die quergestreifte Skelettmuskulatur ist wegen ihrer sehr regelmifBigen Struktur, die fast an
die eines Kristalls heranreicht, dazu pridestiniert, rontgenstrukturanalytisch untersucht zu
werden. Wihrend die Elektronenmikroskopie z. T. sehr hoch auflosende Bilder vom Muskel-
aufbau liefern kann, ist sie nicht in der Lage, den Muskel bei seiner Bewegung zu beobachten.
Untersuchungen an isolierten Aktinfilamenten konnen zum besseren Verstidndnis deren Fein-
struktur beitragen, jedoch fehlt hier die Interaktion mit Myosin. So sind besonders der Me-
chanismus der Krafterzeugung und die dafiir notwendigen strukturellen Anderungen der
Muskelproteine noch nicht vollstindig aufgeklart.

Diese Arbeit soll dazu beitragen, die strukturellen Anderungen, welche zu Beginn der Kraft-
entwicklung im Wirbeltierskelettmuskel stattfinden, besser zu verstehen. Als Werkzeug
wurde die Rontgenstrukturanalyse eingesetzt. Mit ihrer Hilfe lassen sich Masseumlagerungen
auf Proteinebene im nativen Muskel erkennen. Zur besseren Interpretation der mit diesem
Verfahren registrierten Rontgendiffraktionspattern wurde ein Computermodell der Anord-
nung bestimmter Muskelproteine entworfen.

1.1 Struktur und Funktion des quergestreiften Muskels

Der quergestreifte Skelettmuskel der Wirbeltiere besteht aus mehreren Muskelfaserbiindeln.
Jede einzelne Faser ist eine mehrkernige Zelle mit einem Durchmesser von ca. 50 - 100 um
und einer Linge von 2 - 30 cm. Eine Faser besteht aus mehreren Myofibrillen, deren Durch-
messer etwa 1 - 2 um betrigt. Die Zellkerne sind auflen an der Faser lokalisiert und die Mito-
chondrien liegen verstreut zwischen den Myofibrillen. Unter dem Lichtmikroskop zeigen die
Mpyofibrillen eine deutliche Querstreifung. Sie entsteht durch die Unterteilung in Sarkomere,
wiederkehrende Untereinheiten von etwa 2 - 3 um Linge, abhingig vom Funktionszustand
des Muskels (Squire, 1981). In Abbildung 1.1 a ist der Muskelaufbau schematisiert darge-
stellt, Abbildung 1.1 b zeigt den Ausschnitt aus einem Sarkomer.
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Abbildung 1.1: Aufbau des quergestreiften Wirbeltierskelettmuskels

a) Der quergestreifte Skelettmuskel der Vertebraten besteht aus mehreren Muskelfaserbiindeln, die einzelnen
Fasern wiederum aus mehreren Myofibrillen. Die Untereinheiten der Myofibrillen sind die Sarkomere. b) Aus-
schnitt aus einem Sarkomer, dem Bereich zwischen zwei Z-Scheiben. Beschreibung s. Text. a) verdndert nach
Wakabayashi, K. und Amemiya (1991), b) aus Stryer (1995, nach H. E. Huxley).

Die Namen gebende Querstreifung des Skelettmuskels im Lichtmikroskop riihrt von der re-
gelmiBigen Anordnung der Aktin- und Myosinfilamente her. Wegen ihres jeweiligen Durch-
messers werden sie auch als diinnes bzw. dickes Filament bezeichnet. Im Zentrum des Sar-
komers liegen die Myosinfilamente. Sie sind an der M-Linie nebeneinander im hexagonalen
Gitter aufgehédngt und iiberlappen zum Teil mit den Aktinfilamenten, welche an den Z-Schei-
ben tetragonal nebeneinander aufgehingt sind. Der mit Licht gut zu durchleuchtende Bereich
um die Z-Scheiben herum wird auch als I-Bande (isotrop) bezeichnet, wohingegen der dunk-
ler erscheinende Bereich, in dem die Myosinfilamente liegen, doppelbrechend ist und ent-
sprechend A-Bande (anisotrop) genannt wird. Die H-Zone liegt innerhalb der A-Bande, hier
findet keine Uberlappung der dicken mit den diinnen Filamenten statt.

Neben den beiden Hauptbestandteilen Aktin und Myosin sind noch andere Molekiile im Sar-
komer vorhanden. Dazu gehoren das C-Protein, gebunden ans dicke Filament, Nebulin, ge-
bunden ans diinne Filament und Titin. Im folgenden wird nur noch auf den Aufbau von Aktin-
und Myosinfilament niher eingegangen, da dies fiir das Verstindnis der Muskelfunktion von
grundlegender Bedeutung ist.

1.1.1 Das Myosinfilament

Ein Myosinfilament im Sarkomer eines Wirbeltierskelettmuskels hat eine Linge von etwa
1,6 um, der Durchmesser betrigt ca. 15 nm (Squire, 1981). Es besteht aus einer Vielzahl von
Myosinmolekiilen, die in den beiden Hilften des Sarkomers entgegengesetzt zueinander aus-
gerichtet sind. Ein einzelnes Myosinmolekiil, dargestellt in Abbildung 1.2 b, hat eine Linge
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von ca. 180 nm (Elliott und Offer, 1978) und ein Molekulargewicht von etwa 500 kDa
(Lowey et al., 1969). Es kann enzymatisch in kleinere Untereinheiten zerlegt werden. Die
beiden, am einen Ende liegenden globuldren Doméinen, die Myosinkopfe, werden demzufolge
auch als S1 (Subfragment 1) bezeichnet. Die daran anschlieBenden Ketten, zwei superspirali-
sierte o-Helices, sind unterteilt in S2 (Subfragment 2) und LMM (leichtes Meromyosin). Im
Gegensatz zum LMM werden S1 und S2 auch als HMM (schweres Meromyosin) bezeichnet
(Lowey und Cohen, 1962, Lowey et al., 1969).

Motordoméne Hebelarm
N-Terminus r ~ ~

Jsi
HMM D C-Terminus
S2 g ANy . Y g
N 3 \ t\}‘
S % &
(AR

o8 4%,4 -
4 @ \
LMM regulatorische
leichte Kette
. C-Terminus essentielle
Aufsicht leichte Kette
a) b) ¢)

Abbildung 1.2: Aufbau des Myosinfilaments

a) Ausschnitt aus einem Myosinfilament, b) einzelnes Myosinmolekiil, ¢c) S1-Kopf. Graphik ¢) wurde mit dem
Programm RASMOL (Sayle und Milner-White, 1995) erzeugt. Die Molekiilstruktur wurde von M. Lorenz iiber-
nommen, sie basiert auf den Daten von Rayment ef al. (1993b). Erlduterungen s. Text.

In der Abbildung 1.2 a ist ein schematisierter Ausschnitt aus einem Myosinfilament zu sehen.
Es besteht aus vielen zusammengelagerten Myosinmolekiilen, deren leichte Ketten das zylin-
derformige Riickgrat (,,backbone‘) bilden. Durch die Anordnung der Myosinmolekiile grup-
pieren sich auf der Oberfliche des Filaments Ebenen mit jeweils drei Kopfpaaren im Winkel
von 120° zueinander. Sie haben einen Abstand von jeweils 14,3 nm in axialer Richtung. Da
die Myosinkopfe jeder Ebene zur vorhergehenden um 40° verdreht sind, kommen sie nur in
jeder dritten Ebene zur Deckung.

Die S1-Molekiile oder Myosinkopfe (s. Abbildung 1.2 c¢) fungieren als aktiver Part in der
Muskelbewegung. Sie konnen mit einem Teil der Motordoméne ans Aktinfilament binden
und es durch eine Kraft erzeugende Konformationsinderung relativ zum Myosinfilament ver-
schieben. Die Loslosung vom Aktinfilament geschieht unter ATP-Spaltung. Das S1-Molekiil
hat eine Linge von ca. 19 nm und ist an der dicksten Stelle etwa 5 nm breit (Elliott und Offer,
1978). Es besteht aus einer schweren und zwei leichten Ketten, die nicht kovalent an die
schwere Kette gebunden sind. Die schwere Kette 146t sich strukturell in Motordoméne und
Hebelarm unterteilen. Das Molekulargewicht des gesamten Kopfs liegt bei 130 kDa, wovon
jeweils 15 bis 20 kDa auf die regulatorische und die essentielle leichte Kette entfallen
(Margossian et al., 1981, Weeds und Lowey, 1971). Obwohl die leichten Ketten nicht direkt
an der ATP-Spaltung beteiligt sind, sind sie zur Stabilisierung der Myosinkonfiguration we-
sentlich, insbesondere zur Stabilisierung der langen o-Helix im Hebelarm (Wagner und Gini-
ger, 1981).
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1.1.2 Das Aktinfilament

Die Linge eines Aktinfilaments im Sarkomer eines Sdugetierskelettmuskels betrdgt etwa
1,1 pm, der Durchmesser liegt bei 10 nm (Egelman und Padron, 1984). Seine Struktur wurde
mit Hilfe von Elektronenmikroskopie und Rontgenkristallographie untersucht und bestimmt
(z. B. Egelman, 1985, Holmes et al., 1990, Mendelson und Morris, 1994). Das Aktinfilament
(s. Abbildung 1.3 a) besteht aus globuldren Untereinheiten, den Aktinmonomeren oder G-Ak-
tinen (s. Abbildung 1.3 b), die bei physiologischer Ionenstirke durch ATP-Spaltung zum fi-
lamentosen F-Aktin mit helikaler Struktur aggregieren. An den beiden Seiten dieser Helix
verlaufen die Doppelstringe der fadenférmigen Tropomyosinmolekiile (s. Abbildung 1.3 c).
Sie werden begleitet von den globuldren Troponinmolekiilen (s. Abbildung 1.3 d), welche in
bestimmten Abstidnden an das Filament gebunden sind.

, N-Terminus
Aktin- 5,46 nm ]
monomere /. 273 nm ATP-Bindestelle \: -
! § Subdoméne 4
oL 3 4 Subdomane 2 %; TnC/1
Tropomyosin- T A % A
doppelstrang g dy § NeTerm ié ot
Ry, , N-Terminus : ]
35.49 nm ! “ — A
; ¢ 5 CYS 190 TnT
: ) 3 Subdoméine 1 8~ n
38,22 nm > [ F
. . £3
4 C-Terminus /
- ) Subdomine 3
roponin-
molekiil C-Terminus
a) b) c) d

Abbildung 1.3: Aufbau des Aktinfilaments

a) Ausschnitt aus einem Aktinfilament (Aktinmonomere blau, Tropomyosindoppelstrang gelb, Troponin rot).
b) Aktinmonomer, c¢) Tropomyosindoppelstrang ohne Uberlappungsregion, d) Troponinmolekiil, die Struktur
wurde erstellt aus Fragmenten von Troponin C und I, sowie o-Aktinin. Alle Graphiken wurden mit dem Pro-
gramm RASMOL (Sayle und Milner-White, 1995) erzeugt. Die Strukturdaten von Aktinmonomer und Tropo-
myosindoppelstrang wurden von Lorenz ef al. (1993, 1995) iibernommen. Erldauterungen s. Text.

In der einzelstringigen Aktinhelix betrigt der Winkel zwischen zwei aufeinander folgenden
Monomeren 166,154°. Der Abstand in axialer Richtung liegt bei 2,73 nm (Huxley, H. E. und
Brown, 1967). Aus diesem Aufbau resultiert das doppelstringige Aussehen der Aktinhelix.
Da zwei aufeinander folgende Monomere um einen Winkel von -166,154°, bzw. +193,846°
gegeneinander versetzt sind, befindet sich nach einer vollen Umdrehung nur ein Teil der
Masse zweier Monomere direkt iibereinander. Als Steigung der Helix, also der Lédnge in
axialer Richtung, die einer vollen Umdrehung von 360° entspricht, erhilt man zwei unter-
schiedliche Werte. Dies ist abhingig davon, ob die Helix als links- oder rechtshindig angese-
hen wird (Vgl. Abschnitt 1.2.2 und 1.2.3, Abbildung 1.15 d). Im Falle der linkshindigen He-
lix mit dem Drehwinkel von -166,154°, wobei in axialer Richtung 2,73 nm zuriickgelegt wer-
den, ergibt sich fiir eine volle Drehung um 360° ein Wert von 5,91 nm fiir die Steigung. Unter
der Annahme einer rechtshindigen Helix mit dem Drehwinkel von +193,846°, betrdgt die
Steigung 5,07 nm.

Da erst nach sechs vollen Umdrehungen dieser Helix zwei Monomere direkt {ibereinander zu
liegen kommen, was dem 13fachen des Winkels zwischen zwei Monomeren entspricht, wird
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die Aktinhelix auch als 13/6-Helix bezeichnet. Die Steigung (,.true repeat*) dieser langen He-
lix (,,Jong-pitch helix*) ergibt rein rechnerisch einen Wert von 35,49 nm. Im realen Sarkomer
weichen die Steigungen einzelner Abschnitte der Aktinhelices allerdings in unterschiedlich
starkem Malle vom Idealwert ab. Es ergeben sich Uber- oder Unterdrehungen (,,over-,, oder
,undertwists*), die zu einer Streuung der Steigungswerte (,,Crossoverlidngen*) der Long-Pitch
Helix im Bereich von 30 nm bis 45 nm fiihren (Hanson, 1967).

Die Struktur des Aktinmonomers wurde von Kabsch ef al. (Kabsch et al., 1985, Kabsch et al.,
1990, Kabsch und Vandekerckhove, 1992) rontgenkristallographisch aus Kristallen des Ak-
tin-DNAse [-Komplexes determiniert (Proteindatenbank-Code 1ATN) und spiter von Lorenz
et al. mit Hilfe von Modellingergebnissen verbessert (Lorenz et al., 1993). Bestehend aus 375
Aminosduren, besitzt es ein Molekulargewicht von 42 kDa und hat eine GroéBe von ca. 6 X 4 X
4 nm (Milligan und Flicker, 1987). In Abbildung 1.3 b ist die Einteilung der Molekiilstruktur
in die vier Untereinheiten (Subdoméinen) gezeigt. In der Nukleotidbindetasche kann neben
ATP noch ein zweifach geladenes Metallion binden. Die Bindestellen fiir den Myosinkopf
liegen liber mehrere Subdominen verteilt (Rayment et al., 1993a, Vibert et al., 1997, Lehman
et al., 2000, s. Abbildung 3.31).

Das der Long-Pitch Helix des Aktins folgende Tropomyosin dient der Regulation der Muskel-
funktion. Seine Struktur wurde zuerst von Phillips er al. bestimmt (Phillips et al., 1986,
Whitby et al., 1992, Whitby und Phillips, 2000). Es besteht aus zwei superspiralisierten o-
Helices. Beide Ketten haben ein Molekulargewicht von jeweils etwa 34 kDa (Holtzer et al.,
1965, Woods, 1967), sind etwa 40 nm lang (Rowe, 1964, Ooi und Fujime-Higashi, 1971) und
bestehen aus je 284 Aminosduren (Sodek et al., 1972, Stone und Smillie, 1978). Entlang der
Aktinhelix tiberlappen aufeinander folgende Tropomyosinmolekiile mit ca. 8 - 10 Aminosiu-
ren (McLachlan und Stewart, 1975). Der Binderadius des Tropomyosins am Aktin betrigt
3,9 nm, wobei von einem Doppelstrang 7 Aktinmonomere iiberspannt werden (Lorenz et al.,
1995). Die Struktur ohne Uberlappungsregion ist in Abbildung 1.3 ¢ zu sehen. Im Bereich der
Position der Aminosédure Cystein 190 bindet Troponin ans Tropomyosin (Nonomura et al.,
1968, Stewart, 1975).

Jedem Tropomyosinmolekiil ist ein Troponinmolekiil zugeordnet (Ebashi und Endo, 1968).
Es besteht aus drei Untereinheiten, dem Calcium bindenden Troponin C, dem inhibitorischen
Troponin I und dem Tropomyosin bindenden Troponin T. Sie besitzen zusammen ein Mole-
kulargewicht von etwa 80 kDa, wobei auf Troponin C 18 kDa, auf I 23 kDa und auf T 37 -
39 kDa entfallen (Ebashi und Endo, 1968, Greaser und Gergely, 1971, Greaser und Gergely,
1973). Die exakte Molekiilstruktur aller drei Untereinheiten ist bisher noch nicht vollstiandig
aufgeklart. Es existieren lediglich Teilstrukturen von Troponin C allein (Satyshur et al., 1988,
Sundaralingam et al., 1985, PDB-Code 1TOP), oder Troponin C in Komplex mit Fragmenten
von Troponin I (Vassylyev et al., 1998, Saijo et al., 1997, PDB-Code 1A2X; Tung et al.,
2000, PDB-Code 1EW7). Erst kiirzlich wurden zwei Strukturen der Kerndoméne des huma-
nen kardialen Troponins verdffentlicht (Takeda et al., 2003, PDB-Code 1J1D bzw. 1J1E). Sie
haben ein Molekulargewicht von 46 kDa bzw. 52 kDa. Somit fehlen immer noch etwa 50 - 60
Prozent der Masse fiir eine vollstindige Proteinstruktur. Aus diesem Grund ist das in
Abbildung 1.3 d dargestellte Troponinmolekiil eine Annéherung der Gesamtstruktur mit einer
Kombination von Teilen eines Fragments von Troponin C und I (PDB-Code 1EW7) mit ei-
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nem Fragment des humanen skelettmuskulidren o-Aktinins (Djinovic-Carugo et al., 1999,
PDB-Code 1QUU). Es entspricht keiner tatsidchlich ermittelten Molekiilstruktur und darf da-
her nur als Modell angesehen werden. Die Funktion von Troponin besteht, zusammen mit
Tropomyosin, in der Regulation der Muskelbewegung, die im nichsten Kapitel beschrieben
wird.

1.1.3 Die Muskelbewegung und ihre Regulation

Da sich die Linge der A-Bande bei der Verkiirzung des Muskels nicht verdndert, jedoch die
Ausdehnungen von I-Bande und H-Zone abnehmen (Vgl. Abbildung 1.1 b), schlo3 man da-
raus, da} die Muskelkontraktion auf einem Gleiten der Aktin- und Myosinfilamente aneinan-
der entlang beruht (,,sliding filament model of contraction®, Huxley, A. F. und Niedergerke,
1954, Huxley, H. E. und Hanson, 1954). Abbildung 1.4 a zeigt das Filamentgleiten und die
damit einhergehende Verkiirzung des Sarkomers im Schema. Angetrieben wird dieser Prozef3
durch den Querbriickenzyklus, einem zyklischen Anheften und Ablosen der Myosinkopfe ans
Aktinfilament unter ATP-Spaltung durch die Myosinkopfe (,,cross-bridge cycle®, Huxley,
A.F., 1957a, Huxley, H. E., 1957b). Der vereinfachte Zyklus (nach Lymn und Taylor, 1971)
ist in Abbildung 1.4 b graphisch dargestellt.

— -
= + ATP =

4 A o, .4 MATP
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o -

= e : AMADPP. + i M.ADP.P
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung von Gleitfilamenttheorie und Querbriicken-
zyklus

a) Innerhalb eines Sarkomers gleiten dicke und diinne Filamente aneinander entlang (,.sliding filaments®), es
kommt zur Verkiirzung des Sarkomers. b) Querbriickenzyklus, A: Aktin, M: Myosin, P;: anorganisches Phos-
phat. Ein S1-Kopf (grau) ist ans Aktinfilament gebunden (1); ATP bindet ans S1, dieses 16st sich vom Aktin ab
(2); das ATP wird gespalten in ADP und P;, dabei geht die S1-Konformation in den Ausgangszustand zuriick (3);
S1 bindet erneut ans Aktinfilament (4); der Kraft erzeugende Ruderschlag des Kopfs wird ausgefiihrt, dabei

werden die Spaltprodukte ADP und P; abgegeben, der Zyklus kann von neuem beginnen (1). a) nach H. E.
Huxley (1956), b) nach Lymn und Taylor (1971).

Dieses sehr einfache Modell wurde inzwischen stindig erweitert. Mit der Entdeckung weite-
rer Zwischenzustidnde (Stein et al., 1979, Eisenberg und Greene, 1980, Geeves et al., 1984,
Eisenberg und Hill, 1985) entstand die Vorstellung, dal Myosinkdpfe unterschiedlich stark
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ans Aktin binden konnen (,,weak und strong binding states®, Stein et al., 1979, Eisenberg und
Greene, 1980, Brenner et al., 1982, Brenner et al., 1986). Aulerdem wird davon ausgegan-
gen, daB3 die Phosphatfreisetzung durch die Bindung des S1-Kopfs ans Aktin induziert wird,
wihrend die ADP-Abgabe nach dem Kraft erzeugenden Ruderschlag stattfindet.

Damit der Querbriickenzyklus itiberhaupt durchlaufen werden kann, mufl das Aktinfilament
angeschaltet sein. Dies geschieht, indem ein Nervenimpuls die Muskelfaser dazu veranlaf3t,
Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ins Zytoplasma auszuschiitten. Die hohe
Konzentration von Calciumionen fiihrt dazu, daf die Calciumbindestellen am Troponin
(Tn C) besetzt werden. Das Troponinmolekiil, welches bei niedriger Calciumkonzentration
die Anheftung des Tropomyosinmolekiils am Aktin vermittelt, andert darauthin seine Kon-
formation und entldBt Tropomyosin (Hitchcock et al, 1973, Potter und Gergely, 1974,
Hitchcock, 1975). Dieses bewegt sich zur Seite und gibt die vorher verdeckten Bindestellen
fiir die hochaffine Bindung des S1-Kopfs frei, das Aktinfilament ist angeschaltet (,,steric
blocking mechanism®, Haselgrove, 1972, Huxley, H. E., 1972, Parry und Squire, 1973). Es
wird davon ausgegangen, daf} bei niedriger Calciumkonzentration Tropomyosin nur die Bin-
destellen fiir die starke S1-Bindung iiberdeckt, die fiir die schwache Bindung sind fiir den
Myosinkopf zuginglich (Vgl. Abbildung 3.31). Eine stereospezifische Bindung kann jedoch
erst bei hoher Calciumkonzentration zustande kommen, wobei das Tropomyosin vom binden-
den S1-Kopf noch um ein weiteres Stiick zur Seite geschoben wird (,.kooperativer Effekt®,
Lehrer und Morris, 1982). So werden drei verschiedene azimuthale Tropomyosinpositionen
angenommen, die von der vorhandenen Calciumkonzentration und der An- oder Abwesenheit
der Myosinkopfe abhingig sind (Phillips et al., 1986, McKillop und Geeves, 1993, Vibert et
al., 1997). Wie sich Troponin in Bezug auf Position und Konformation dabei verhilt, ist bis-
her noch nicht vollstindig geklirt. Es existieren nur wenige Daten, die iiber strukturelle Ande-
rungen von Troponin wihrend der Aktivierung Auskunft geben (Narita et al., 2001).

1.2 Prinzip der Rontgendiffraktion

Aufgrund der quasi-kristallinen Struktur des quergestreiften Wirbeltiermuskels ist die Struk-
turanalyse mit Hilfe von kohédrenten Rontgenstrahlen moglich. Da herkommliche Rontgen-
quellen nur eine geringe Strahlintensitét bieten, liegt es nahe, hochenergetische Synchrotron-
strahlung fiir die Versuche zu verwenden. So konnen je nach Anforderung Aufnahmen im
Bereich von wenigen Sekunden bis herunter zu einigen hundertstel Sekunden gemacht wer-
den.

Das Prinzip zur Nutzung der hochenergetischen Rontgenstrahlung fiir die Versuche ist an den
verschiedenen Einrichtungen, wie dem ESRF in Grenoble, dem SRS in Daresbury oder dem
DESY in Hamburg, das gleiche. Die in einem Beschleunigerring durch den Umlauf von elek-
trisch geladenen Teilchen, wie z. B. Elektronen, entstehende Bremsstrahlung (Synchrotron-
strahlung) tritt tangential aus dem Ring aus. Sie wird mit Hilfe von Monochromatoren und
nachgeschalteten Blenden auf einen bestimmten Wellenlidngenbereich eingeengt und durch
Toroidalspiegel fokussiert. So gebiindelt gelangt der Strahl in einen nach auflen abgeschirm-
ten Raum (,,hutch®), und trifft dort, wie in Abbildung 1.5 gezeigt, auf die Probe. Zum Schutz
des Detektors vor der hohen Intensitidt des Hauptstrahls wird dieser durch ein in der evaku-
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ierten Rohre aufgehingtes Stiick Metall (,,beamstop*) absorbiert. Die viel schwichere Streu-
strahlung wird mit Hilfe des Detektors am Kameraende registriert. Die Aufnahme der Inten-
sitdtsverteilung findet dabei unter einem kleinen Winkel (< 2°) zum Strahl statt (,,Kleinwin-
kelstreuung®, ,,SAXS®).

Detektor
|

Kammer mit
Einzelmuskelfasern

Kamera (evakuierte Rohre)

Rontgenstrahl

|

Hauptstrahl Streustrahlung Beamstop

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Kameraaufbaus zur Registrierung von
Rontgendiffraktionspattern

Der fokussierte Strahl trifft von links kommend auf die Probe. Der Hauptstrahl und die entstandene Streustrah-
lung erreichen nach Durchqueren einer evakuierten Rohre den Detektor.

Der Rontgenstrahl ist nach dem Durchgang durch die Monochromatoren und Blenden auf ein
schmales Wellenldngenband hoher Kohérenz eingeengt. An den im Skelettmuskel regelmiBig
angeordneten Strukturen wird der Strahl wie an einem Kristallgitter gebeugt. Abbildung 1.6 a
zeigt das Prinzip der Beugung (,,Diffraktion®, s. Squire, 1981, Holmes und Blow, 1966) von
Wellen an Objekten, die senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des Strahls nebeneinander ange-
ordnet sind.

Detektor
resultierende Intensititsverteilung,
registriert mit dem Detektor

zweidimensionale Intensitdtsverteilung

> Maximum 4. Ordnung
b Maximum 3. Ordnung

D Maximum 2. Ordnung

Doppelspalt

e

auftreffende Strahlung

Maximum 1. Ordnung

: Maximum 0. Ordnung

VAV : Maximum 1. Ordnung

:D Maximum 2. Ordnung

> Maximum 3. Ordnung
> Maximum 4. Ordnung

a) b)
Abbildung 1.6: Prinzip der Diffraktion

a) Treten kohirente elektromagnetische Strahlen durch einen Doppelspalt, dann fiihrt die Uberlagerung der
Wellen zu einem Interferenzmuster. Die resultierende Intensitédtsverteilung kann mit Hilfe eines Detektors regis-
triert werden. Auf einem zweidimensionalen Detektor ergeben sich so waagerechte Streifen hoherer Intensitéit
(helle Streifen in b). Erlduterungen s. Text.
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Beim Auftreffen kohidrenter Strahlen auf einen Doppelspalt, entstehen nach dem Austritt auf
der anderen Seite neue Elementarwellen (HUYGENSSCHES PRINZIP). Zur Vereinfachung ist in
der Abbildung jeweils nur eine Wellenfront pro Spalt eingezeichnet, eigentlich ist jede Kante
als Quelle einer neuen Wellenfront anzusehen. Bei einer Uberlagerung der Wellen aus einem
Strahl kommt es zur Interferenz. Dabei verstirken sich die Intensitidten der Wellen an den
Stellen, an denen sie mit gleicher Phase schwingen, in den Bereichen mit entgegengesetzten
Phasen 10schen sie sich aus. Zwischen diesen beiden Extrema kommt es zu einer anteiligen
Ausloschung bzw. Verstirkung der Intensititen. So entsteht die mit Hilfe des Detektors regis-
trierte Intensitétsverteilung (Abbildung 1.6 b). Aufgrund der unterschiedlichen Weglidngen,
die von zwel interferierenden Wellen zuriickgelegt werden konnen, kommt es an unterschied-
lichen Stellen auf dem Detektor zur Verstiarkung, bzw. Ausloschung der Strahlen. Haben zwei
Wellen die gleiche Strecke zuriickgelegt, dann tragen sie zur Intensitit des Maximums O.
Ordnung bei. Bei einem Gangunterschied zweier interferierender Wellen von einer Wellen-
lange entsteht das Maximum 1. Ordnung, beim Gangunterschied von zwei Wellenldngen das
2. Ordnung usw. Der gleiche Effekt entsteht beim Auftreffen eines kohdrenten Strahls auf ein
Gitter.

Zur Entstehung von Interferenzbildern (Beugungsmustern, Diffraktionspattern) miissen be-
stimmte Voraussetzungen erfiillt sein. Die Intensitidtsverteilung auf einem registrierten Bild ist
abhingig von der Wellenlidnge des Strahls, von der Entfernung zwischen Gitter und Detektor
(Kameraldnge) und vom Abstand und der Anzahl der einzelnen Gitterelemente. Fiir eine im
Verhiltnis zum Gitterabstand sehr lange Kamera 146t sich die Beziehung zwischen Gitterab-
stand, Wellenldnge und Intensitidtsmuster vereinfacht wiedergeben (s. Abbildung 1.7).

Kameralidnge k

/ A
Maximum
0. Ordnung
Gitterabstand g

d
Maximum
1. Ordnung

g NdP+k® Nd? +k* 1

g _NaTHk o MNA A (1)

A d d
Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Beugung am Gitter

Ist die Kameraldnge um mehrere Zehnerpotenzen grofer als der Gitterabstand (bei den fiir diese Arbeit verwen-
deten Kameraléingen und den hier untersuchten Strukturen betrug das Verhiltnis ca. 10° : 1), dann ergibt sich
nach dem Strahlensatz fiir dhnliche Dreiecke Gleichung (1). So kann bei bekannter Wellen- und Kameraldnge
der Gitterabstand einer Struktur anhand der Positionen der Maxima auf dem Diffraktionsbild errechnet werden.

Mit Hilfe der Zeichnung wird deutlich, da§ bei kleiner werdendem Gitterabstand g und gleich
bleibender Wellenldnge A der Abstand zwischen den Maxima d groBer werden mufl. Nimmt g
den Wert von A an, dann ist o = 90° und die Detektion des Maximums 1. Ordnung ist nicht
mehr moglich. Ist g im Verhiltnis zur Wellenldnge sehr groB3, dann liegt das Maximum 1.

Ordnung sehr nah an dem 0. Ordnung. Zur Auflésung der einzelnen Maxima muf} dann eine
entsprechend grofle Kameralidnge verwendet werden. Von der Anzahl der Elemente im Gitter
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hingt ab, wie hoch die Intensitdt und wie gro3 die Breite eines Maximums ist. Je mehr Ele-
mente das Gitter besitzt, desto hoher wird die Intensitit der Maxima. Dies geschieht, weil
aufgrund der groeren Anzahl von Gitterelementen (,,Diffraktoren) mehr Strahlen gebeugt
werden und dementsprechend zum Diffraktionsbild beitragen. Gleichzeitig nimmt mit stei-
gender Anzahl der Gitterelemente die Breite der Maxima ab, denn abhéngig von der Anzahl
der Diffraktoren 16schen sich Teilstrahlen im Randbereich der Maxima aus oder verstdrken
sich gegenseitig. So entstehen Nebenmaxima mit geringerer Intensitit als die Hauptmaxima,
letztere werden entsprechend schmaler (Vgl. Abbildung 2.9 c).

Aufgrund der strukturellen Eigenschaften des Skelettmuskels von Vertebraten entsteht auf
einem davon registrierten Rontgendiffraktionspattern eine typische Intensitétsverteilung. Alle
regelmiBig angeordneten Molekiile sind an der Entstehung von Bereichen hoherer Intensitiit,
den ,,Reflexen* und ,,Schichtlinien®, auf dem Diffraktionsbild beteiligt. UnregelméBig ange-
ordnete Molekiile oder Molekiilteile fithren zu einer diffusen Streuung der Rontgenstrahlung.
Dadurch entstehen keine Reflexe oder Schichtlinien, sondern eine charakteristische Intensi-
titsverteilung iiber das ganze Bild (,,Hintergrundstreuung®). Diese fillt von der Bildmitte
nach auf3en ab.

1.2.1 Myosinreflexe und -schichtlinien

Durch die Anordnung der S1-Képfe am Myosinfilament (Vgl. Abbildung 1.2 a) werden auf
einem Rontgendiffraktionsbild bestimmte Reflexe und Schichtlinien erzeugt. Um dies zu il-
lustrieren, zeigt Abbildung 1.8 a modellhaft die Anordnung der Myosinkopfe eines Filaments
anhand einer Massenprojektion (s. Abschnitt 2.2).

a)

Abbildung 1.8: Massenprojektion der S1-Kopfe eines Myosinfilaments und resultieren-
des Diffraktionsbild

a) Massenprojektion von 408 Myosinkdpfen in 68 Austrittsebenen (,,crowns®) auf ein Bild mit 1024 x 1024
Bildpunkten (Pixel). Um die Struktur deutlicher zu zeigen, ist ein Ausschnitt aus dem Filament herausvergrofert.
b) Diffraktionsbild der Projektion in linearer Darstellung der Helligkeitswerte mit gleicher Bildgrofle wie die
Massenprojektion (Minimum: 0, Maximum: 5000000). A: Aquator, M (wei3): Meridian, MLL: Myosinschicht-
linie (,,myosin layer line*), M (griin mit Zahl): Myosinreflex. Zur Erzeugung der Abbildungen s. Abschnitt 2.2.
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Bei dieser Darstellung wurde das Filamentriickgrat zur Vereinfachung nicht beriicksichtigt. In
Abbildung 1.8 b ist das aus der Projektion berechnete Diffraktionsbild zu sehen. Die Bezeich-
nungen ,,Aquator“ und ,,Meridian®, auf der Abbildung 1.8 b mit weilem LAY bzw. , M“ ge-
kennzeichnet, beziehen sich auf die beiden Hauptachsen des Diffraktionsbilds. Die Bildachse,
die bei der Aufnahme eines Rontgendiffraktionsbilds parallel zum Verlauf der Muskelfasern
liegt, nennt sich ,,Meridian®, die dazu senkrecht stehende Achse ,,Aquator“. In der Abbildung
1.8 b sind parallel zum Aquator mehrere Linien zu sehen, die ,,Myosinschichtlinien®. Sie sind
teilweise unterbrochen und haben gleiche Abstinde voneinander. Die hellen Reflexe auf dem
Meridian sind die ,,Meridionalreflexe des Myosins. Ihre Abstinde voneinander sind dreimal
so grof} wie die zwischen den Myosinschichtlinien. Sie entstehen aufgrund der Anordnung der
Myosinkopfe entlang des Filaments in tibereinander liegenden Ebenen. Der Abstand zwischen
zwei aufeinander folgenden Ebenen im Filament betrdgt 14,3 nm (Vgl. Abbildung 1.2 a). Da
die Reflexe auf dem Diffraktionsbild mit reziprokem Abstand vom Mittelpunkt angeordnet
sind (Vgl. Abschnitt 2.2.4), liegt der erste Meridionalreflex (M 3) bei einem reziproken Ab-
stand (,,spacing®) von 1/ 14,3 nm'. Wie bei der Beugung am Gitter entstehen neben diesem
Maximum 1. Ordnung auch Maxima hoherer Ordnung mit niedrigerer Intensitit. In
Abbildung 1.8 b sind aufgrund des gewdhlten Bildkonstrasts die Maxima zweiter, dritter und
vierter Ordnung mit doppeltem, dreifachem und vierfachem Abstand zum Aquator zu erken-
nen (M 6bei 1/72nm", M9 bei 4,8 nm™ und M 12 bei 3,6 nm™', Vgl. Abbildung 1.6 a und
b).

Die Entstehung der Myosinschichtlinien 148t sich mit Hilfe des Konvolutionstheorems erkla-
ren. Das Theorem besagt, da3, wenn ein Objekt C als Konvolution (,,Faltung*) zweier einfa-
cherer Objekte A und B (geschrieben als A ~ B) beschrieben werden kann, das Diffraktions-
bild von C das Produkt der Diffraktionsbilder von A und B ist. Weiterhin gilt, wenn ein Ob-
jekt C das Produkt zweier einfacherer Objekte A und B ist, dann ist das Diffraktionsbild von
C die Konvolution der Diffraktionsbilder von A und B.

Da die Anordnung der S1-Kopfe am Myosinfilament in Form einer regelmiBigen Helix vor-
liegt, kann mit Hilfe des Konvolutionstheorems das resultierende Diffraktionsbild abgeleitet
werden. Aufgrund der sich wiederholenden Struktur der Helix kann diese in eine Reihe von
einzelnen, aneinander grenzenden Helixumdrehungen zerlegt werden. Ist das Diffraktionsbild
einer einzelnen Helixumdrehung bekannt, dann kann auf das Diffraktionsbild der gesamten
Helix geschlossen werden. In Abbildung 1.9 wird das Konvolutionstheorem anhand der Er-
zeugung des Diffraktionsbildes einer kontinuierlichen Helix erldutert. Danach ergibt sich das
Diffraktionsbild der gesamten Helix (f) aus der Multiplikation des Diffraktionsbildes (d) einer
einzelnen Helixumdrehung (a) mit dem Diffraktionsbild (e) einer Reihe von jeweils im Ab-
stand der Helixumdrehung iibereinander angeordneten Gitterpunkten (b). Das Diffraktionsbild
(d) einer einzelnen Helixumdrehung einer kontinuierlichen Helix (a) zeigt, in Abhéngigkeit
von der Helixsteigung, eine Intensititsverteilung in Form eines Kreuzes (d). Das Diffrakti-
onsbild (e) der Gitterpunkte (b) besteht aus mehreren horizontal verlaufenden, parallelen Li-
nien mit dem reziproken Abstand der Linge einer Helixumdrehung voneinander. Die Multi-
plikation des aus der Helix resultierenden Kreuzes in (d) mit der Reihe horizontal verlaufen-
der Linien in (e) ergibt ein Diffraktionsbild mit einem Helixkreuz (f), welches aus unterbro-
chenen horizontalen Linien besteht und seinen Mittelpunkt in der Mitte des Bildes hat. Diese
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Linien, die Schichtlinien, werden von der Bildmitte ausgehend durchnumeriert, wobei mit
n=0 der Aquator bezeichnet wird. Zur Interpretation des Diffraktionsbildes der einzelnen
Helixumdrehung s. Abschnitt 2.2.4.
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Abbildung 1.9: Entstehung des Diffraktionsbilds einer kontinuierlichen Helix (Schema)

a) Abbildung einer Umdrehung einer kontinuierlichen Helix, b) Abbildung einer Reihe von Punkten, die jeweils
den Abstand einer Helixumdrehung voneinander haben. c) Konvolution von a) und b). ¢) entsteht, indem an jede
Position der Punkte aus b) die Helix aus a) gesetzt wird. d) Diffraktionsbild von a), e) Diffraktionsbild von b). f)
Diffraktionsbild von c) bzw. Produkt aus d) und e). A: Aquator, M: Meridian, n: Index der Schichtlinien (Zahlen
von 0 bis 3). Abbildungen nach Squire (1981).

Obwohl die S1-K&pfe am Myosinfilament in Form einer Helix angeordnet sind, entspricht ein
unterbrochenes Helixkreuz nicht dem Diffraktionsbild der Myosinkpfe in Abbildung 1.8 b.
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Abbildung 1.10: Entstehung des Diffraktionsbilds einer diskontinuierlichen Helix
(Schema)

a) Abbildung einer kontinuierlichen Helix mit Steigung P, b) Abbildung mehrerer Linien, die jeweils den Ab-
stand p zwischen zwei Untereinheiten der diskontinuierlichen Helix voneinander haben. ¢) Produkt aus a) und b).
d) Diffraktionsbild von a), e) Diffraktionsbild von b). f) Diffraktionsbild von c¢) bzw. Konvolution aus d) und e),
an jede Position der Punkte aus e) wird die unterbrochene Helix aus d) gesetzt. A: Aquator, M: Meridian, M 1: 1.
Meridionalreflex (bei 1/ p), LL 1: 1. Schichtlinie (bei 1 / P). Abbildungen nach Squire (1981).
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Dies 148t sich damit erkldren, da3 es sich bei der Myosinhelix nicht um eine kontinuierliche
Helix handelt. Sie ist aus einzelnen, voneinander getrennten Myosinkopfen aufgebaut und
daher diskontinuierlich. Das Diffraktionsbild einer diskontinuierlichen Helix kann wiederum
mit Hilfe des Konvolutionstheorems hergeleitet werden (s. Abbildung 1.10). So kann eine
diskontinuierliche Helix (c) mit der Steigung P auch als Produkt der Abbildungen einer kon-
tinuierlichen Helix (a) mit der einer Anzahl senkrecht zur Helixachse verlaufenden Linien (b),
jeweils mit dem Abstand p zweier Untereinheiten der diskontinuierlichen Helix voneinander
(,,subunit axial translation‘), betrachtet werden. Aus der Konvolution des Diffraktionsbildes
der kontinuierlichen Helix (d) mit dem Diffraktionsbild der Linien (e) ergibt sich dann das
Diffraktionsbild der diskontinuierlichen Helix (f). Dieses besteht aus einer Reihe von unter-
brochenen Helixkreuzen, wobei der Abstand zwischen den einzelnen Schichtlinien, wie bei
der kontinuierlichen Helix, dem reziproken Abstand einer ganzen Helixumdrehung (1/ P)
entspricht. Die Abstinde der einzelnen Helixkreuze in axialer Richtung auf dem Diffraktions-
bild entsprechen dem reziproken Abstand zweier Untereinheiten der Helix in axialer Richtung
(1/p).

Daraus ergibt sich fiir die helikale Anordnung der Myosinkopfe in einem Filament ein Dif-
fraktionsbild wie in Abbildung 1.8 b. Die einzelnen Helixkreuze sind aufgrund der groB3en
Steigung der Helix entsprechend flach. Der Schnittpunkt von Aquator und Meridian, sowie
die Meridionalreflexe (M 3, M 6, usw.) markieren die Positionen der einzelnen Helixkreuze,
wihrend die neben dem Meridian liegenden Schichtlinien die Arme der Helixkreuze darstel-
len. Das reziproke Spacing der ersten Myosinschichtlinie (1 /42,9 nm™) gibt die Grofle der
Helixsteigung an (P =42,9 nm), wihrend der reziproke Abstand des ersten Meridionalrefle-
Xes vom Aquator (1/14,3 nm'l) den Riickschluf3 auf den Abstand der einzelnen Untereinhei-
ten (p = 14,3 nm) der diskontinuierlichen Helix zulaft.

1.2.2 Reflexe und Schichtlinien des Aktinfilaments

Wie die S1-Kopfe im Myosinfilament sind auch die Aktinmonomere in Form einer diskonti-
nuierlichen Helix angeordnet (s. Abbildung 1.11 a). Der Abstand zweier benachbarter Mono-
mere in axialer Richtung betrigt 2,73 nm (Vgl. Abschnitt 1.1.2 und Abbildung 1.3 a). Somit
befindet sich der erste Meridionalreflex bei einem reziproken Spacing von 1 /2,73 nm™'. Dies
ist auf dem Diffraktionsbild der Aktinhelix gut zu erkennen (s. Abbildung 1.11 b).

Anders als bei der Myosinhelix handelt es sich bei der Aktinhelix aber um eine nonintegrale
Helix, das heif3t, da} eine volle Helixumdrehung nicht durch eine ganzzahlige Anzahl von
Monomeren reprisentiert wird. Die Steigung der einzelstringigen, linkshindigen Helix ent-
spricht einer Lange von 5,91 nm und somit etwa 2,2 Monomeren (Vgl. Abschnitt 1.1.2).

Um die Lage der Aktinschichtlinien auf dem Diffraktionsbild zu bestimmen, muf3 zusétzlich
die echte Wiederholung R (True Repeat) der Helix beriicksichtigt werden. Damit ist die Linge
des Helixabschnitts in axialer Richtung gemeint, nach der zwei Monomere direkt iibereinan-
der zu liegen kommen. Das ist jeweils etwa nach 13 Monomeren und entsprechend sechs
Umdrehungen der Fall. Die Steigung besitzt somit rein rechnerisch einen Wert von 35,49 nm.
Aufgrund von Abweichungen in der helikalen Struktur, ergibt sich jedoch ein Mittelwert von
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etwa 1/38 nm’! (,,variabler Aktintwist*, s. Abschnitte 2.2.3.1, 3.1.2.3 und 4.2.1), der an die-
ser Stelle zur Vereinfachung vernachlissigt wird.

a)
Abbildung 1.11: Massenprojektion der Aktinhelix und resultierendes Diffraktionsbild

a) Massenprojektion einer Aktinhelix, bestehend aus 360 Aktinmonomeren, auf ein Bild mit 1024 x 1024 Pixeln.
Um die Struktur deutlicher zu zeigen, ist aus der Helix ein Ausschnitt herausvergroBert. b) Diffraktionsbild der
Projektion in linearer Darstellung mit gleicher BildgroBe wie die Massenprojektion (Minimum: 0, Maximum:
50000). M: Meridian, A: Aquator, ALL: Aktinschichtlinie (,,actin layer line). Im Bild sind nur die Positionen
von ALL I - 7 markiert. Bei 1/2,73 nm™ liegt der erste Meridionalreflex. Zur Erzeugung der Abbildungen s.
Abschnitt 2.2.

Die Schichtlinien des Helixkreuzes, welches sein Zentrum z. B. auf dem ersten Meridionalre-
flex hat, fallen bei der nonintegralen Helix nicht mit den Schichtlinien des Helixkreuzes, wel-
ches im Bildmittelpunkt liegt, zusammen. Eine Schichtlinie tritt generell in einem Abstand Z
parallel zum Aquator auf, fiir den gilt (Vgl. Squire, 1981)

m n
Z=—+— 2

P @)

wobei P die Steigung der Helix, p der Abstand zweier Monomere in axialer Richtung und m
und n ganze Zahlen sind. Der True Repeat R der Helix erscheint nach ¢ Helixumdrehungen,
wenn u = Pt/ p ganzzahlig ist. u ist dann die Anzahl von Monomeren in t Umdrehungen einer

Helix mit dem Repeat R. Somit gilt

R=Pt=pu 3)
Das Diffraktionsbild ergibt sich dann als eine Serie von Schichtlinien mit Abstinden Z, so daf}
gilt
z=L )
R

wobei / Nummer oder Index der Schichtlinie genannt wird. Die Kombination von (2) und (4)
ergibt
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Z = +

®)

< |3
~ s

Ll
R
woraus mit (3)

R nR P
_mR _nR_m(puw)  n(Pt)
p P p

[=ZR

=um-+in (6)

folgt. Mit (6) lassen sich die Werte von n berechnen, die auf einer bestimmten Schichtlinie
mit Index [/ moglich sind, wenn die Anzahl der Untereinheiten « in + Umdrehungen bekannt
ist. n gibt die Ordnung der zugehorigen Besselfunktion einer Schichtlinie an. Damit 148t sich
die Position des Maximums auf einer Schichtlinie bestimmen (Harford, J. und Squire, 1997).
Mit Hilfe des Konvolutionstheorems kann das Diffraktionsbild der Aktinhelix anschaulich
konstruiert werden (s. Abbildung 1.12).

—_— M - M M 113 %
\ / A 12 2
/| /
\ / I
-~ |+ 1 o
M 1 p 7 v 5031
v/ = w v/ \ g
\/ P 2 54
7X * ~ X _> 7X G O
/A IBYAYINA
AR
e ===
/ \ AW [/ v/ Y
_L/ \A_ | e et
- .
a) b) c)

Abbildung 1.12: Entstehung des Diffraktionsbilds einer nonintegralen diskontinuierli-
chen Helix (Schema)

a) Diffraktionsbild einer kontinuierlichen Helix mit der Steigung P, die gestrichelten Linien dienen zur Orientie-
rung fiir die Anordnung in c). b) Diffraktionsbild einer Reihe von Linien mit dem Abstand p. ¢) Konvolution aus
a) und b). An jede Position der Punkte aus b) wird die unterbrochene Helix aus a) gesetzt. Die diinnen horizon-
talen Linien deuten die Positionen der Schichtlinien an. A: Aquator, M: Meridian, [: Schichtlinienindex, n: Ord-
nung der zugehorigen Besselfunktion. Abbildungen nach Squire (1981).

Aus dem Diffraktionsbild einer kontinuierlichen Helix (a) mit der Steigung P = 5,91 nm und
dem Diffraktionsbild einer Reihe von Ebenen (b) mit dem Abstand p = 2,73 nm, ergibt sich
durch eine Konvolution das Diffraktionsbild (c) einer diskontinuierlichen und nonintegralen
Helix, da P / p keine ganze Zahl ergibt. Das Auftreten der Schichtlinien kann mit Hilfe von
Gleichung (5) berechnet werden:

_ [ o oom N n
3549nm 2,73nm  591nm

Die erste Aktinschichtlinie liegt demnach bei Z=1/R = 1/35,49 nm’! (m=1, n=-2), die
zweite be1 Z=2/R=1/17,75 nm’! (m =2, n=-4), usw. Durch die Anordnung der unterbro-
chenen Helixkreuze (s. Abbildung 1.12 c), entstehen die neben dem ersten Meridionalreflex
(bei 1 /2,73 nm'l) am deutlichsten hervortretenden Schichtlinien erst bei einem reziproken
Spacing von 1/591 nm™ m=0,n=1)und 1/5,07nm” (m=1,n=-1).
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Anders als die Monomere der Aktinhelix verlaufen die Tropomyosinmolekiile in einer Dop-
pelhelix (s. Abbildung 1.13 a). Bei der hier verwendeten Auflosung erscheint das Tropomyo-
sin als kontinuierliche Helix. Wegen des Verlaufs entlang der Long-Pitch Helix des F-Aktins
besitzt die Tropomyosindoppelhelix eine Steigung, die im Bereich derjenigen der langen Ak-
tinhelix liegt. Demzufolge ergibt sich fiir das Diffraktionsbild des Tropomyosins ein einfaches
Helixkreuz in der Bildmitte, wobei die erste Tropomyosinschichtlinie bei einem reziproken
Spacing von etwa 1 /38 nm’' liegt (s. Abbildung 1.13 b).

a) b)

Abbildung 1.13: Massenprojektion aneinander gereihter Tropomyosinmolekiile und re-
sultierendes Diffraktionsbild

a) Massenprojektion einer Doppelhelix aus insgesamt 50 aneinander gereihten Tropomyosindoppelstringen auf
ein Bild mit 1024 x 1024 Pixeln. Die Tropomyosinmolekiile folgen dem Verlauf der Long-Pitch Aktinhelix aus
Abbildung 1.11 a. Um die Struktur deutlicher zu zeigen, ist aus der Helix ein Ausschnitt herausvergroBert.
b) Diffraktionsbild der Projektion in linearer Darstellung mit gleicher BildgroBe wie die Massenprojektion (Mi-
nimum: 0, Maximum: 50000). Die gelben Pfeile deuten auf die Positionen der Tropomyosinschichtlinien. M:
Meridian, A: Aquator, ALL 1, ALL 2: relative Positionen der Aktinschichtlinien eins und zwei. Zur Erzeugung
der Abbildungen s. Abschnitt 2.2.

Anhand der Lage der Tropomyosinschichtlinien (gelbe Pfeile in Abbildung 1.13 b) wird
deutlich, dal die azimuthale Tropomyosinposition einen Einflu} auf die Intensitédtsverteilung
von ALL 1 und 2 (blaue Pfeile) haben kann, da diese das gleiche reziproke Spacing wie die
Tropomyosinschichtlinien besitzen.

Die Anordnung des Troponins am Aktinfilament entspricht einer diskontinuierlichen Doppel-
helix mit einer sehr gro3en Steigung (s. Abbildung 1.14 a). Der erste Meridionalreflex (Tn 1)
liegt aufgrund des Abstands zwischen zwei Troponinmolekiilen in axialer Richtung bei etwa
1/38nm™ (s. Abbildung 1.14 b). Die diskontinuierliche Helix fiihrt zur Uberlagerung mehre-
rer Helixkreuze, wobei durch den gewihlten Kontrast in der Abbildung insgesamt fiinf Meri-
dionalreflexe zu sehen sind (Tn 1 - 5). Die Lage der Schichtlinien 1d6t sich wegen der groflen
Steigung der Helix, die im Bereich von etwa 500 nm liegt, in der Abbildung nur noch schwer
erkennen. Die Intensititen auf dem Diffraktionsbild des Troponins sind so verteilt, da} da-
durch eine Beeinflussung der Intensitdten der Aktinschichtlinien bis zu einem Spacing, bei
dem ALL 6 liegt, zu erwarten ist.
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a) b)

Abbildung 1.14: Massenprojektion von helikal angeordneten Troponinmolekiilen und
resultierendes Diffraktionsbild

a) Massenprojektion von insgesamt 50 einzelnen Troponinmolekiilen auf ein Bild mit 1024 x 1024 Pixeln. Die
Troponinmolekiile folgen dem Verlauf der Aktinhelix aus Abbildung 1.11 a. Um die einzelnen Molekiile deutli-
cher zu zeigen, ist ein Ausschnitt herausvergrofiert. b) Diffraktionsbild der Projektion in linearer Darstellung mit
gleicher BildgroBe wie die Massenprojektion (Minimum: 0, Maximum: 50000). M: Meridian, A: Aquator,
ALL 1 - ALL 7: relative Positionen der Aktinschichtlinien eins bis sieben, Tn: Troponinreflex. Zur Erzeugung
der Abbildungen s. Abschnitt 2.2.

1.2.3 Reflexe und Schichtlinien auf Rontgendiffraktionsbildern des
Kaninchenskelettmuskels

Die Positionen der Schichtlinien und Reflexe, die von den Myosinkdpfen, der Aktinhelix und
der helikalen Anordnung der Tropomyosin- und Troponinmolekiile am Aktinfilament stam-
men, wurden in den Abschnitten 1.2.1 und 1.2.2 ausfiihrlich beschrieben. Zum Vergleich mit
den Diffraktionspattern realer Muskelfasern, zeigt Abbildung 1.15 a die Hilften zweier typi-
scher Rontgendiffraktionsbilder, die unter verschiedenen Bedingungen registriert wurden.

In der obere Bildhilfte ist eine Aufnahme, die unter Relaxationsbedingungen (niedrige Calci-
umkonzentration) gemacht wurde, dargestellt. In diesem Zustand sind die Myosinkopfe nicht
stereospezifisch ans Aktinfilament gebunden, sondern zeigen eine Anordnung die mit der aus
Abbildung 1.8 a vergleichbar ist. Aufgrund dessen sind in der Abbildung 1.15 a die drei Me-
ridionalreflexe M 3, M 6 und M 9 zu sehen, sowie die Myosinschichtlinien MLL 1 - 6 (Vgl.
Abbildung 1.8 b). Die jenseits von MLL 6 liegenden Myosinschichtlinien sind wegen ihrer
schwachen Intensitit auf dem Bild nicht mehr sichtbar. Der Bereich jenseits von M 9 liegt
aufgrund der verwendeten Einstellungen von Kamera und Detektor auBBerhalb des Aufnahme-
bereiches. Von den Aktinschichtlinien sind unter Relaxationsbedingungen praktisch nur
ALL 1, 6 und 7 zu sehen (Vgl. Abbildung 1.11 b). Der erste Meridionalreflex des Aktins bei
1/2,73 nm™' liegt auBerhalb des detektierten Bereichs. Der Beitrag des Tropomyosins ist we-
gen der im Vergleich zu Aktin geringeren Masse relativ klein und liegt im duBleren Bereich
von ALL 1 und 2 (Vgl. Abbildung 1.13 b). Vom Troponin sind die Meridionalreflexe Tn 1 - 3
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erkennbar. Sie besitzen im Vergleich zu den Meridionalreflexen des Myosins nur eine schwa-
che Intensitidt aufgrund der relativ zu den Myosinkopfen geringeren Masse, sowie der grof3e-
ren axialen Abstidnde des Troponins entlang des Filaments.

d)

35,49 nm
38,22 nm

c) e)

Abbildung 1.15: Rontgendiffraktionsbild des Kaninchenskelettmuskels unter Relaxati-
onsbedingungen und im Rigor

a) Rontgendiffraktionsbild des Kaninchenskelettmuskels (M. psoas), registriert unter Relaxationsbedingungen
(obere Bildhilfte), bzw. unter Rigorbedingungen (untere Bildhilfte). Der Bereich um die linke Hilfte um Aqua-
tor und ALL 1 bzw. MLL 1 wurde mit niedrigerem Kontrast dargestellt. A: Aquator, M (weiB): Meridian.
b) Schematische Darstellung eines Myosinfilamentausschnitts, aus dem Abstand zwischen zwei Austrittsebenen
ergibt sich das Spacing von M 3 (1 /14,3 nm™), im Abstand von drei Ebenen liegen zwei Kopfpaare direkt iiber-
einander. Das entspricht dem Spacing von MLL 1 (1/42,9 nm™). ¢) Schematische Darstellung der Anordnung
von Aktin- (mittelgrau) und Myosinfilamenten (hellgrau) im Uberlappungsbereich. d) Schematische Darstellung
der Aufsicht auf einen Aktinfilamentquerschnitt. Von einem Monomer (1) zum iibernichsten (3) betrdgt der
Winkel beim Umlauf links herum 332,3°, beim Umlauf rechts herum 387,7°. Daraus ergeben sich fiir die Gang-
hohe der Helix fiir 360° zwei unterschiedliche Werte (5,91 nm, reziprok zu ALL 6 bzw. 5,07 nm, reziprok zu
ALL 7). e) Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus einem Aktinfilament. Der axiale Abstand von einem
Monomer zum nichsten ergibt das Spacing des ersten Meridionalreflexes (1 /2,73 nm™, auBerhalb des detek-
tierten Bereichs). Aus der Steigung der Long-Pitch Helix folgt das Spacing fiir die erste Aktinschichtlinie
(~1/35,49 nm™). Der erste Meridionalreflex des Troponins liegt bei 1 /38,22 nm™. Die Aufnahmen wurden in
Hamburg am DESY registriert. Weitere Erkldrungen s. Text.

Die untere Hilfte von Abbildung 1.15 a wurde unter Rigorbedingungen registriert. Hier liegt
bei einer niedrigen Calciumkonzentration zusétzlich eine niedrige ATP-Konzentration vor.
Dabei konnen die Myosinkopfe ans Aktin binden und Querbriicken ausbilden. Diese lassen
sich jedoch aufgrund der ATP-Verarmung nicht mehr 16sen (,,Rigor mortis®, ,,Totenstarre*).
Im Rigor sind demzufolge praktisch alle Myosinkopfe stereospezifisch ans Aktinfilament
gebunden (Cooke und Franks, 1980, Lovell und Harrington, 1981). Dadurch, daf3 die Anord-
nung der S1-Kopfe am Myosinfilament nicht mit der der Aktinmonomere in der Aktinhelix

27



Einleitung

korrespondiert (,,mismatch*), wird bei der Anheftung der S1-Kd&pfe die helikale Anordnung
am Myosinfilament in Unordnung gebracht. Als Folge davon nehmen die Schichtlinieninten-
sitdten und die Intensititen der Meridionalreflexe des Myosins im Vergleich zu denen unter
Relaxationsbedingungen ab. Gleichzeitig nehmen die Intensititen der Aktinschichtlinien
durch die Ausbildung stereospezifischer Bindungen der Myosinkopfe ans Aktinfilament zu.
In der Abbildung sind neben ALL 1, 6 und 7 auch ALL 2 bis 5 zu sehen. Wie die Abbildung
1.12 ¢ erwarten lie3, sind ALL 6 und 7 besonders deutlich zu erkennen. Da das Verhiltnis
dieser Schichtlinien hauptsédchlich durch die Form der Aktinmonomere bestimmt wird
(O'Brien et al., 1971), ist die Intensitit von ALL 7 im Verhéltnis zu ALL 6 geringer, als dies
die schematische Abbildung erwarten lieB3. Diese Tendenz 146t sich auch auf dem modellier-
ten Diffraktionsbild in Abbildung 1.11 b erkennen. Dort liegt die Intensitit von ALL 7 eben-
falls deutlich unter der von ALL 6. Der Beitrag des Tropomyosins iiberlagert sich im dueren
Bildbereich mit ALL 1 und 2. Die Troponinreflexe sind wie unter Relaxationsbedingungen
auch auf dem Diffraktionsbild unter Rigorbedingungen zu erkennen.

Anders als die Diffraktionsbilder von einzelnen Myosin- oder Aktinfilamenten (Vgl. Ab-
schnitte 1.2.1 und 1.2.2), gibt das experimentell ermittelte Diffraktionsbild das Beugungs-
muster aller in der Muskelprobe vorhandenen, gitterartig angeordneten Myosin- und Aktinfi-
lamente wieder. Das hexagonale Gitter der Myosin- und Aktinfilamente in der Uberlappungs-
region ist schematisch in Abbildung 1.15 c dargestellt. So, wie die Anordnung einzelner Un-
tereinheiten der Myosin- und Aktinfilamente in axialer Richtung zu den Meridionalreflexen
fiihren, entstehen durch die Beugung am Filamentgitter senkrecht dazu die Aquatorialreflexe.
Sie sind in der Abbildung 1.15 a jeweils auf den linken Quadranten der beiden Bildhilften bei
niedrigem Kontrast zu sehen. Sowohl unter Relaxations- als auch unter Rigorbedingungen
sind jeweils zwei Reflexe besonders gut zu erkennen. Sie entstehen durch die Beugung an den
beiden Hauptgittern in denen die Filamente angeordnet sind. Nach einer aus der klassischen
Kristallographie stammenden Nomenklatur werden sie als 1,0- und 1,1-Reflex bezeichnet
(MILLERSCHE INDIZES, s. Abbildung 1.15 c). Daneben liegen noch weitere Reflexe mit niedri-
gerer Intensitét, die z. T. auf andere, seltener vorkommende Gitterabstinde zuriickzufiithren
sind. Anhand der Aquatorialreflexe ist auch ein groBerer Gitterabstand der Filamente im Ri-
gor, verglichen mit der Aufnahme unter Relaxationsbedingungen, zu beobachten. Die Reflexe
auf dem Bild liegen reziprok dazu im Rigor enger nebeneinander.

Nach dem Konvolutionstheorem wiirde ein Gitter aus horizontal nebeneinander angeordneten
Aktin- und Myosinfilamenten zu Unterbrechungen auf den ebenfalls horizontal verlaufenden
Schichtlinien fithren (,,sampling®). Dieser Effekt kann wegen der UnregelméBigkeiten des
Filamentgitters im Kaninchenmuskel nur auf dem Aquator bzw. unter Rigorbedingungen auch
auf der ersten Aktinschichtlinie beobachtet werden (s. Abbildung 1.15 a, graue Pfeile). Beim
hoher geordneten Filamentgitter des Knochenfischs ist das Sampling auch unter Relaxations-
bedingungen auf den Myosinschichtlinien zu sehen (z. B. Harford, J. und Squire, 1986, Squire
et al., 1998).
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1.3 Disorder

Die Struktur des quergestreiften Wirbeltierskelettmuskels weist bei niherer Betrachtung
deutliche Unterschiede zu einem echten Kristall auf, deshalb wird sie auch als quasi-kristallin
bezeichnet. So zeigen Aktin- und Myosinfilamente UnregelméBigkeiten in ihrer helikalen
Struktur und Abweichungen von ihrer Position im hexagonalen Gitter. Eine solche Unord-
nung (,,disorder*) fithrt zur Abschwichung, ggf. auch zur Verbreiterung der Schichtlinien und
Reflexe. Dies kann ihre gegenseitige Uberlappung zur Folge haben. Von Vainshtein wurde
das Disorder kettenformiger Molekiile, die in einem Gitter angeordnet sind (wie z. B. Aktin-
und Myosinfilamente) anhand seiner Auswirkungen auf das Diffraktionsbild in zwei Typen
eingeteilt und als Verformung erster und zweiter Art bezeichnet (,,distortion of the first and
second kind“, Vainshtein, 1966).

Unter der Verformung erster Art versteht man Abweichungen der Punkte eines Gitters von
ithrer absoluten Position. Insgesamt behilt das Gitter dabei seine Struktur und die Abstandsbe-
ziehungen weit auseinander liegender Gitterpunkte (,,long-range order*) bleiben erhalten. Im
Diffraktionsbild fiihrt diese Art von Disorder, die z. B. durch thermische Fluktuation entsteht,
zu einer Intensititsabnahme von Reflexen, die mit steigendem Abstand vom Bildmittelpunkt
zunimmt.

Die Verformung zweiter Art bezieht die Abhingigkeiten zwischen benachbarten Gitterpunk-
ten mit ein. Die Abstidnde benachbarter Gitterpunkte werden dabei variiert. Ausgehend von
einem beliebig wihlbaren Referenzpunkt wéchst somit die absolute Positionsabweichung mit
der Wurzel des Abstands. Die Abstandsbeziehungen weit auseinander liegender Gitterpunkte
gehen also verloren. Dies fiihrt, anders als bei der Verformung erster Art, zu einer Verbreite-
rung der Reflexe im Diffraktionsbild, die mit steigender Entfernung vom Aquator zunimmt.
Bei der Modellierung der relativen Intensititen der Aktinschichtlinien zeigte sich, dafl die auf
dem Diffraktionsbild innen liegenden Aktinschichtlinien eins und zwei im Verhiltnis zu den
weiter auBen liegenden sechs und sieben stets eine zu hohe Intensitit besaen. Um das Modell
realistischer zu gestalten und so der experimentell beobachteten Intensitédtsverteilung anzunéa-
hern, wurden ihm einige der in der Realitit vorkommenden Abweichungen von der Kristall-
struktur hinzugefiigt. Da die gleichmiéBig verteilte Positionsabweichung durch thermische
Fluktuation der einzelnen Atome zur Verformung erster Art gehort, beeinflullt sie die weiter
aufBlen liegenden Aktinschichtlinien stdrker, als die innen liegenden, was nicht zur Verbesse-
rung der Intensititsverhéltnisse auf den Aktinschichtlinien fiihren wiirde. Hinzu kommt, daf3
dieser Effekt aufgrund der minimalen Positionsidnderungen der Atome im Modell vernachlis-
sigbar ist. Aus diesen Griinden wurde er nicht beriicksichtigt.

Im Modell wurden vier Disordertypen verwendet. Sie wurden ausgewihlt, weil sie real vor-
kommende Effekte simulieren und gleichzeitig unterschiedliche Auswirkungen auf die Aktin-
schichtlinien zeigen.

Der variable Aktintwist besteht in der zufilligen Variation des Drehwinkels zwischen zwei
aufeinander folgenden Aktinmonomeren in der Aktinhelix. Er wurde von Hanson anhand der
Messung unterschiedlich langer Crossoverldngen (Vgl. Abschnitt 1.1.2) in EM-Aufnahmen
entdeckt (Hanson, 1967) und spiter von Egelman et al. mit einem Modell beschrieben
(Egelman et al., 1982). Aufgrund der unterschiedlichen Crossoverldngen (Steigungen der
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Long-Pitch Helix) dndert sich das Spacing fiir die Schichtlinien in unterschiedlichem Male.
Da die mittlere Winkelabweichung der Long-Pitch Helix groBer ist als die der aufeinander
folgenden Aktinmonomere, werden die Intensititen von ALL 1 und 2 stirker betroffen, als
die von ALL 6 und 7 (Vgl. Abschnitte 1.1.2 und 1.2.2).

Neben dem variablen Aktintwist wurde der unregelmiBige Verlauf des Tropomyosins entlang
des Aktinfilaments im Modell beriicksichtigt (Squire, 1975). Dem liegt die Beobachtung zu-
grunde, daB3 das Tropomyosinmolekiil eine relativ grole Beweglichkeit aufweist (Phillips et
al., 1986, Narita et al., 2001). Es existieren jedoch kaum quantitative Daten zum Ausmal} der
Abweichung, im folgenden als variabler Tropomyosintwist bezeichnet, so dal der Effekt mit
unterschiedlich groen Auslenkungen getestet wurde. Aufgrund des kontinuierlichen Verlaufs
der Tropomyosinhelices konnte erwartet werden, dafl der variable Tropomyosintwist haupt-
sdchlich die Intensitétsverteilung auf ALL 1 und 2 beeinflu3t, wihrend ALL 6 und 7 nicht
beeintridchtigt werden (Vgl. Abschnitt 1.2.2, Abbildung 1.13).

Des weiteren wurde der Verlauf von Aktinfilamenten entlang ihrer Achsen im Modell beriick-
sichtigt. Im Sarkomer zeigen die Filamente einen gekriimmten Verlauf (Vgl. Abbildung
3.17 a). Dieser wurde im Modell durch einen entsprechend kurvenférmigen Verlauf der si-
mulierten Aktinfilamente realisiert. Er resultiert in einer Verbreiterung der Aktinschichtlinien,
die mit zunehmendem Abstand vom Meridian grofler wird (,,Fanning®, s. Abbildung 1.15 a,
z. B. auf ALL 6). Die dadurch erzeugte Uberlappung benachbarter Schichtlinien fiihrt zur
Entstehung einer Art von Hintergrund, insbesondere mit zunehmendem Abstand zum Meridi-
an. Dieser Hintergrund ist aufgrund des benachbarten Aquators im Bereich von ALL 1 und 2
besonders stark, im Bereich von ALL 6 und 7 hingegen entsprechend schwicher. Subtrahiert
man ihn von den Aktinschichtlinien, wie dies mit dem Hintergrund im experimentell ermit-
telten Diffraktionsbild iiblich ist, dann werden die Intensitdten von ALL 1 und 2 stiarker be-
troffen, als die von ALL 6 und 7.

Ebenso wie die Aktinfilamente zeigen auch die Myofibrillen in der Faser und die Fasern im
Muskel oder im Faserarray einen gekriimmten Verlauf (Vgl. Abbildung 3.17 b, ¢, d). Dies
wirkt sich auf die einzelnen Filamente in Form einer Rotation oder Verkippung aus. Zur Si-
mulation dieses Effekts wurde deshalb die Struktur der Filamente im Modell nicht verédndert.
Vielmehr wurde die Auswirkung des gekriimmten Verlaufs von Myofibrillen und Fasern
durch eine Verkippung des modellierten Diffraktionsbilds simuliert. Sie fiihrte ebenfalls zum
Fanning und damit zur unterschiedlichen Beeinflussung von ALL 1 und 2 bzw. ALL 6 und 7.
Obwohl quantitative Abschidtzungen zum Ausmall des Fannings auf Diffraktionbildern vor-
liegen (Kress et al., 1986), ist nicht klar, wie grof} der Anteil ist, der auf den Verlauf der ein-
zelnen Aktinfilamente entféllt, bzw. durch die unterschiedliche Auslenkung von Myofibrillen
und Fasern entsteht. Aus diesem Grund wurden die gezeigten EM-Aufnahmen zur quantitati-
ven Einschitzung der beiden Effekte herangezogen (s. Abbildung 3.17).

1.4 Fragestellung

Die Anordnung der Proteine im Skelettmuskel von Wirbeltieren, sowie deren strukturelle An-
derungen konnen mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse untersucht werden. Dabei ist z. B. der
EinfluB, den eine Anderung von Temperatur oder Zusammensetzung des Mediums auf die
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Muskelstruktur haben konnen, von Interesse. Aufgrund des sogenannten Phasenproblems ist
die genaue Ermittelung der Struktur aus dem Diffraktionsbild jedoch nicht ohne weiteres
moglich. Das mittels eines Detektors registrierte Diffraktionsbild enthilt nur die Intensitéts-
verteilung der an der Muskelstruktur gebeugten Strahlung. Die zugehorige Phaseninformation
kann nicht detektiert werden und geht verloren (s. Squire, 1981). Be1 der Proteinkristallogra-
phie kann die Phase durch die gezielte Verunreinigung des Kristalls mit Schwermetallatomen,
die sich an bestimmten Gitterplédtzen einlagern und dadurch die Elektronendichte auf charak-
teristische Weise verdndern, bestimmt werden. Dieses Verfahren 146t sich jedoch nur zur Be-
stimmung sehr einfacher Strukturen anwenden und ist daher zur Analyse der komplexen
Struktur des Muskels nicht praktikabel. Aus diesem Grund werden zur Aufkldrung der Mus-
kelstruktur und ihrer Anderungen hiufig im Computer simulierte Diffraktionsbilder einge-
setzt. Sie konnen mit den experimentell ermittelten Diffraktionsbildern verglichen werden
und lassen so Riickschliisse auf die zugrunde liegende Struktur zu. In fast allen, bisher in der
Literatur zu findenen Modellen, fehlt dabei die Betrachtung der Aktinschichtlinien unter Ein-
beziehung des Troponinmolekiils ins Modell. Ebenso wurde der Einfluf8 verschiedener Typen
von Disorder auf das Diffraktionsbild aus Griinden der Vereinfachung héufig vernachléssigt.
Es bestehen also Unklarheiten iiber die Auswirkungen von Troponin und Disorder auf die
Intensititen insbesondere der Aktinschichtlinien im Rontgendiffraktionsbild.

Ziel dieser Arbeit war es, ein Modell im Computer zu entwickeln, welches die Intensitédtsver-
teilung auf den Aktinschichtlinien eins bis sieben simulieren kann. Bei der Realisierung soll-
ten aufler Aktin und Tropomyosin auch das Troponinmolekiil und verschiedene Typen von
Disorder berticksichtigt werden. Zur Analyse der Intensitéitsverteilung auf den Aktinschichtli-
nien wurden Aufnahmen bei nativer Sarkomerenlinge (SL) von ca. 2,4 um unter Relaxations-
bedingungen gemacht. Hierbei liegt eine sehr niedrige Calciumkonzentration (10* M) im
Medium vor. Gleichzeitig liegt die ATP-Konzentration im Millimolbereich, so dal die Myo-
sinkOpfe nicht stereospezifisch am Aktin gebunden sind und die Aktinschichtlinien nicht
durch die S1-Kopfe beeinflufit werden.

Bereits frither wurde gezeigt, da3 sich im Experiment die Intensitdten der Aktinschichtlinien
eins, zwei und sechs in Abhéngigkeit von der Calciumkonzentration des die Probe umgeben-
den Mediums @ndern (Kress et al., 1986, Yagi und Matsubara, 1989, Kraft et al., 1999). Mit
Hilfe des Modells sollte untersucht werden, welche strukturellen Anderungen des Aktinfila-
ments dem zugrunde liegen konnen. Aus diesem Grund wurden Messungen bei einer Sarko-
merenléinge von etwa 4 pm bei niedriger (10°® M) und hoher (10> M) Calciumkonzentration
durchgefiihrt. Die Dehnung der Fasern ,,out of overlap* diente dazu, die Uberlappung von
Aktin- und Myosinfilamenten zu verhindern und dadurch die Anheftung der Myosinkdpfe ans
Aktinfilament zu unterbinden. Somit konnten die Verdnderungen auf den Aktinschichtlinien
beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Calciumkonzentration registriert werden, ohne
storende Einfliisse von gebundenen Myosinkdpfen zu erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Experimentbeschreibung

Die Rontgendiffraktionsversuche wurden an den Elektronensynchrotronen in Grenoble,
Frankreich (ESRF, Beamline ID02) und Daresbury, England (SRS, Station 2.1), durchgefiihrt.
Zur Registrierung der Intensitédtsverteilungen auf den Aktinschichtlinien wurden zweidimen-
sionale Diffraktionspattern aufgenommen.

Fiir alle Versuche wurden Fasern des Musculus psoas major vom Kaninchen verwendet. Die
Aufnahmen, die unter Relaxationsbedingungen durchgefiihrt wurden, fanden am ESREF statt.
Hierfiir wurden die Fasern von etwa 4 kg schweren Neuseelidnder-Kaninchen verwendet. Die
Versuche mit unterschiedlichen Calciumkonzentrationen und langer Sarkomerenldnge wurden
am SRS durchgefiihrt. Dazu wurden Fasern von ca. 2 Jahre alten und etwa 5 kg schweren
Kaninchen der Rasse ,,Kalifornische Riesen aus dem Keele Animal House verwendet. Fiir
alle Versuche wurden die Muskelfasern ausgewachsener Tiere eingesetzt, da die Faserbiindel
nur wenige konisch zulaufende und damit unbrauchbare Muskelfasern enthalten. AuBerdem
besitzen die einzelnen Muskelfasern einen relativ groen Durchmesser. Dies ist von Vorteil,
da eine groere Muskelmasse im Rontgenstrahl eine hohere Intensitit im Diffraktionsbild
erzeugt.

2.1.1 Vorbereitung der Proben

Die Priparation der Einzelfasern erfolgte nach dem von Brenner (1983), Yu und Brenner
(1989) und Kraft et al. (1995) beschriebenen Verfahren. Die Kaninchen wurden mit einer
Injektion von 3 ml Dolethal (Vétoquinol, Lure Cedex, Frankreich) euthanasiert und durch
Eroffnen der Arteria carotis ausgeblutet. Nach dem Offnen des Bauchraums durch einen Me-
dianschnitt wurde der M. psoas major freigelegt und Fett und Bindegewebe entfernt. Ausge-
hend vom seitlichen Rand des Muskels wurden Faserbiindel von 2 - 3 mm Durchmesser und
8 - 10 cm Linge entnommen. Sie wurden in eine Kammer mit einer 4°C kalten Permeabilisie-
rungslosung (,,skinning solution®, s. Abschnitt 2.1.2) tiberfiihrt und mit Hilfe von Edelstahl-
nadeln in ihrer nativen Lange auf dem Kammerboden, bedeckt mit Sylgard (,RTV 615 A+B*,
Dow Corning Corp., Midland, MI, USA), fixiert. Zur Entfernung der membrandsen Struktu-
ren, sowie der im Sarkoplasma enthaltenen Ionen und wasserloslichen Proteine, wurden die
Faserbiindel nach der Entnahme in der Permeabilisierungslosung unter Zugabe von 0,5 %
Triton X-100 (Roche 1332481) 30 - 60 min bei 4°C inkubiert. Fiir die Versuche konnten die
Biindel einige Tage in der Permeabilisierungslosung bei 4°C unter Luftabschluf3 aufbewahrt
werden. Um eine ATP-Verarmung zu verhindern, wurde die Losung alle zwei Tage ausge-
tauscht.

Zur Priparation der durch die Skinning Solution ,,gehduteten‘ Fasern (,,skinned fibres*) wur-
den von den Biindeln etwa 3 cm lange Stiicke abgeschnitten und am Boden einer mit Permea-
bilisierungslosung gefiillten Kammer festgeheftet. Mit einer feinen Pinzette (Dumont Swit-
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zerland No. 5) wurden daraus in Léngsrichtung Einzelfasern gezogen. Dabei wurde darauf
geachtet, daB die Fasern stets von Losung bedeckt waren. Uberdehnte oder konische Fasern
wurden verworfen. Fiir die Messungen wurden die Fasern in MeBBkammern aus Edelstahl
(V4A, bzw. V2A), gefiillt mit Permeabilisierungslosung, tiberfiihrt. Die Fasern wurden dann
einzeln jeweils an beiden Enden mit Silikonkleber (,RTV 3145%, Dow Corning, USA) und
Histoacryl blau Nr. 1 (Braun, Melsungen) auf den Faserhaltern (V2A-Stahlplittchen) festge-
klebt (,,single fiber array*, s. Abbildung 3.17 d). Fiir die Versuche bei langer Sarkomeren-
lange wurden auf diese Weise etwa 30 Fasern in eine Kammer montiert. Aufgrund des relativ
kleinen Durchmessers des Rontgenstrahls bei den Versuchen am ESRF wurden fiir die Versu-
che unter Relaxationsbedingungen nur 15 Fasern eingesetzt (Vgl. Tabelle 2.1).

Fiir das Experiment unter Relaxationsbedingungen wurde die Sarkomerenlinge auf 2,4 um
eingestellt. Die Experimente bei langer Sarkomerenlinge (~ 4,0 um) erforderten eine Deh-
nung der Fasern, welche zu diesem Zweck in eine Kammer mit verschiebbaren Faserhaltern
montiert wurden. Zum Auseinanderziehen der Sarkomere Out of Overlap, also so weit, dal3
sich Aktin- und Myosinfilamente nicht mehr tiberlappen, wurden die Fasern iiber einen Zeit-
raum von 2 - 3 Stunden in Abstédnden von ca. 30 min um jeweils 0,2 um bis auf eine Linge
von etwa 4 pm gedehnt. Die Vermessung der Sarkomerenlinge erfolgte wihrend des Einstel-
lens mittels Laserdiffraktion mit einem Helium-Neon-Laser (Polytec, Waldbronn;
A =633 nm). Hier liegt das gleiche Prinzip zugrunde wie bei der Rontgendiffraktion (s. Ab-
schnitt 1.2). Als ,,Gitter* fungieren dabei die abwechselnd angeordneten und unterschiedlich
gut lichtdurchlédssigen A- und I-Banden des Sarkomers (Vgl. Abschnitt 1.1).

2.1.2 Losungen

Soweit nicht anders angegeben, stammen alle Chemikalien von der Firma Sigma-Aldrich
GmbH, Taufkirchen.

Permeabilisierungslosung (Skinning Solution) zur Aufbewahrung der Faserbiindel:
5 mM KH,PO, (Fluka, 60220)

5 mM Mg-Acetat (M-0631)

5 mM EGTA (E-4378)

3 mM (Na) ATP (Merck, 1432)

50 mM CrP (P-7936)

8 mM NaNj; (Serva, 30175)

Zugabe von Proteasehemmern nach Kraft e al. (1995):
0,01 mM Leupeptin (L-0649)

0,01 mM Antipain (A-6191)

0,01 mM E64 (E-3132)

0,01 mM Pepstatin A (P-4265)

0,001 mg / ml Aprotinin (A-1153)

1 mM AEBSF (Applichem, A1421)

10 mM Glutathion (G-4251)

5 mM DTT (D-0632)
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Der pH-Wert wurde mit 10 mM NaOH (Merck, 9137) bei 5°C auf 7,0 eingestellt. Die Ionen-
stiarke lag bei u = 125 mM.

Relaxationslosung (Ionenstirke p = 170 mM):
10 mM Imidazol (I-0125)

2 mM MgCl, (M-1028)

1 mM EGTA (E-4378)

1 mM MgATP (A-3377)

141 mM Kaliumpropionat (P-1386, Merck 5033)
5 mM DTT (D-0632)

10 mM Glutathion (G-4251)

1000 U / ml Katalase (C-30)

Die Losung wurde bei 5°C mit KOH auf pH 7,0 eingestellt. Die Ionenstirke betrug
pu =170 mM.

Relaxationslosung (u = 170 mM) zur Faserdehnung auf eine Sarkomerenlinge von ca.
4 um:

Die Relaxationslosung zur Dehnung der Fasern auf lange Sarkomerenldnge entspricht der
Relaxationslosung mit der Ionenstédrke 170 mM, ohne Zugabe von Katalase.

ATPYS-haltige Losung mit niedriger Calciumkonzentration (pCa 8), fiir die Versuche
bei langer SL:

10 mM Imidazol (I-0125)

2 mM MgCl, (M-1028)

3 mM EGTA (E-4378)

10 mM MgATPYS (ohne Verunreinigung durch ADP oder ATP, Roche)
0,2 mM ApsA (D-4022)

0,5 U/ ml Hexokinase (H-5375)

200 mM D-Glukose (Merck 1.08337)

5 mM DTT (D-0632)

10 mM Glutathion (G-4251)

1000 U / ml Katalase (C-30)

Die Losung mit hoher Calciumkonzentration (pCa 4,5) wurde ebenso angesetzt, wobei das
EGTA aus der Losung mit niedriger Calciumkonzentration durch 1 mM CaEGTA (C-3881,
E-4378) ersetzt wurde. Beide Losungen wurden bei 1°C auf pH 7,0 eingestellt und mit Ka-
liumpropionat auf die lonenstdrke p = 80 mM gebracht.

Killing Solution, zur Zerstorung der Fasern und Aufnahme der Hintergrundbilder:
10 mM Imidazol (I-0125)

2 mM MgCl, (M-1028)

3 mM CaEGTA (C-3881, E-4378)

5 mM MgATP (A-3377, Merck 1432)

45 mM Kaliumpropionat (P-1386, Merck 5033)
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200 mM D-Glukose (Merck, 1.08337)
5 mM DTT (D-0632)

10 mM Glutathion (G-4251)

1000 U / ml Katalase (C-30)

2.1.3 Aufnahme der Rontgendiffraktionsbilder

Die Kammer mit den darin senkrecht montierten Fasern wurde mit Hilfe einer Halterung zwi-
schen austretendem RoOntgenstrahl und Kamera arretiert (schematische Anordnung s.
Abbildung 1.5). Die Detektion der Rontgendiffraktionspattern erfolgte sowohl am ESRF als
auch am SRS mit Hilfe eines CCD-Detektors. Aufschluf} iiber die Spezifikationen zur Re-

gistrierung der Pattern gibt Tabelle 2.1.

ESRF, Grenoble, Frankreich

SRS, Daresbury, England

Beamline ID02, High-Brilliance Beamline Station 2.1
Photonenfluf3 8 - 10" Photonen / s bei ~10" Photonen / s bei
durch die Probe 6 GeV und 200 mA 2 GeV und 300 mA
Wellenlédnge des Strahls 0,1 nm 0,154 nm

Durchmesser des Strahls
an der Probenposition™

1 mm X 0,5 mm

1,7 mm x 0,5 mm

Kameralidnge (Abstand

Probe - Detektor) 400,0 cm 296,5 cm
BildgroBle 2048 x 2048 Pixel 512 x 512 Pixel
Farbtiefe 2 Bytes / Pixel 4 Bytes / Pixel
registrierte Quadranten 2" 4

registrierter Bildbereich

horizontal: 0 - 0,213 nm’!
vertikal: 0 - 0,308 nm’’

horizontal: 0 - 0,218 nm’!
vertikal: 0 - 0,218 nm’!

Aufldsung ~4800 Pixel / nm™! ~1170 Pixel / nm™
Registri d

egls.rlerungs auer 30 s 240 s
pro Bild

Tabelle 2.1: Technische Daten zur Registrierung der Rontgendiffraktionspattern an den
Beamlines in Daresbury und Grenoble

* Meist ist der Strahlquerschnitt nicht vollkommen kreisformig, sondern elliptisch, wobei in der Richtung des
kleineren Durchmessers (hier vertikal) eine hohere Auflosung bzw. Trennung benachbarter Reflexe erreicht
wird. ** Aufgrund der verwendeten Kamera- und Detektoreinstellungen wurde nur von den beiden Quadranten
oberhalb des Aquators der angegebene Bildbereich in vertikaler Richtung vollstindig registriert. Bei der Aus-
wertung wurden deshalb nur diese beiden Quadranten beriicksichtigt.
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Die Versuche unter Relaxationsbedingungen wurden in der ATP-haltigen, Calcium-freien
Relaxationslosung mit der Ionenstéirke von p = 170 mM (s. Abschnitt 2.1.2) bei einer Tempe-
ratur von 5°C durchgefiihrt.

Fiir die Versuche mit der langen Sarkomerenlinge wurden die beiden Losungen mit unter-
schiedlicher Calciumkonzentration (s. Abschnitt 2.1.2) mit 10 mM MgATPYS und einer lo-
nenstidrke von p = 80 mM, bei einer Temperatur von 1°C eingesetzt. ATPYS verhindert als
Nukleotidanalogon fiir die schwache Bindung der Myosinkdpfe auch bei einer hohen Calci-
umkonzentration die stereospezifische Bindung der S1-Kopfe ans Aktin (Kraft ez al., 1992),
welche die Intensitédt auf den Aktinschichtlinien beeinflussen kann. Die niedrige Temperatur
von 1°C wurde gewdhlt, um die Kraftentwicklung per se moglichst gering zu halten. Die in
den Medien enthaltene Katalase und das Glutathion gewdhrleisteten als Radikalféanger einen
Schutz der Muskelfasern vor der ionisierenden Rontgenstrahlung. Als Schutz der SH-Grup-
pen der Proteine in den Proben war DTT in den MeB16sungen vorhanden. Ein Auf- und Ab-
fahren der MeBkammern im Strahl wihrend der Registrierung der Pattern diente dazu, eine zu
starke punktuelle Bestrahlung der Fasern zu vermeiden. Die Temperatur der Mefkammern
wurde durch Peltierelemente (AMS Thermotech, Martinsried) reguliert. Ein zusétzliches Um-
pumpen der Losung hielt mogliche Temperaturgradienten der Losung gering.

Durch die an Monochromator, Blenden und Toroidalspiegel, sowie an der MeBkammer und
den Molekiilen in der Versuchslosung gestreuten Rontgenstrahlen entsteht ein zusitzlicher
Streuungshintergrund (,,background*) auf den Diffraktionsbildern. Um diesen spéter von den
Pattern subtrahieren zu konnen, wurden Aufnahmen der Kammern mit Medium gemacht
(Vgl. Abschnitt 2.1.4). Um eine gute Vergleichbarkeit des Hintergrundbilds mit dem eigentli-
chen Diffraktionspattern zu gewihrleisten, wurde fiir beide Aufnahmen jeweils die selbe
Kammer verwendet. Zur Registrierung der Hintergrundbilder muften dann lediglich die Fa-
sern zundchst zerstort werden, damit keine Interferenzmuster, die von den Molekiilstrukturen
im Sarkomer herrithren, mehr entstehen konnten. Dies wurde mit dem Austausch des Medi-
ums gegen die ,killing solution* erreicht (s. Abschnitt 2.1.2). Diese Losung bewirkt eine Ak-
tivierung der Muskelfasern, was dazu fiihrt, dal sie durch Dehnung wihrend langanhaltender
aktiver Kraftentwicklung zerstort werden konnten. Die Hintergrundpattern oder Maschinen-
hintergrundbilder wurden jeweils unter gleichen Temperaturbedingungen und mit gleicher
Bestrahlungsdauer registriert, wie die Aufnahmen mit den intakten Fasern.

2.1.4 Datenverarbeitung

Die mit der CCD-Kamera registrierten Rontgendiffraktionspattern wurden zunédchst normiert.
Dazu wurden die Helligkeitswerte aller Bildpunkte (Pixel), welche die Intensititswerte repri-
sentieren, durch die Ionisationskammerwerte dividiert. Die Ionisationskammer mif3t die Inten-
sitit des Strahls wéhrend der gesamten Registrierungszeit eines Patterns. Um eine Verbesse-
rung des Signal / Rausch-Verhiltnisses zu erhalten, wurden alle detektierten Quadranten eines
Patterns aufeinander abgebildet und gemittelt (,,Falten* der Bilder). Zur Analyse der Schicht-
linienintensitdten unter Relaxationsbedingungen wurde ein einzelnes registriertes Pattern
herangezogen. Das Signal / Rausch-Verhiltnis war aufgrund der hohen Intensitét bei der Re-
gistrierung einer Aufnahme ausreichend. Bei den Aufnahmen mit langer Sarkomerenlinge
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wurden jeweils sieben nacheinander registrierte Diffraktionsbilder addiert und gemittelt, um
die Signalstdarke zu verbessern. Aufgrund leicht unterschiedlicher Ausrichtung der verschie-
denen Faserarrays in der MeBBkammer muflten die Pattern vor dem Falten bzw. Aufaddieren
zentriert werden.

Um die Hintergrundstreuung von den Bildern zu subtrahieren, wurden die registrierten Ma-
schinenhintergrundbilder ebenso behandelt, wie die Diffraktionspattern mit den Interferenz-
mustern. So konnten sie im Anschluf3 einfach von den Pattern abgezogen werden.
AusschlieBlich zur Darstellung der Diffraktionsbilder in gidngigen Bildformaten wurde die
Farbtiefe auf 1 Byte / Pixel (256 Graustufen) reduziert. Die Graustufenwerte wurden dabei
auf eine lineare Skala abgebildet. Durch die geeignete Wahl des Minimums, unterhalb dessen
alle Werte auf O (schwarz) abgebildet wurden, bzw. des Maximums, oberhalb dessen alle
Werte auf 255 (weil}) abgebildet wurden, konnten schwichere Intensititsmaxima deutlicher
hervorgehoben werden. Die weitere Analyse erfolgte an den Bildern mit der vollen Farbtiefe
(Vgl. Tabelle 2.1).

Mit der Subtraktion des Maschinenhintergrundbilds 148t sich nicht die gesamte Hintergrund-
strahlung aus dem Diffraktionspattern entfernen. Dies ist darauf zuriickzufiihren, da8 ein Teil
des Streuungshintergrunds durch nicht geordnete Strukturen in den Muskelfasern entsteht.
Zur Hervorhebung von Schichtlinien mit sehr schwacher Intensitit wurde die im Diffrakti-
onsbild verbliebene Hintergrundstreuung mit Hilfe der in Abbildung 2.1 beschriebenen Me-
thode ermittelt und vom Pattern subtrahiert.

Pixel

Intensitét

Sughquadrate
Sushradi

Radius

a) b) ©)

Abbildung 2.1: Bestimmung des verbliebenen Hintergrundverlaufs eines Diffraktions-
bildes nach Subtraktion des Maschinenhintergrunds (Schema)

a) Gefaltetes Diffraktionsbild nach Subtraktion des Maschinenhintergrunds (schematisch, Intensititsverteilung
nicht dargestellt). Wie hier exemplarisch anhand von zwei verschiedenen Radien gezeigt, wurde fiir jeden ganz-
zahligen Radius (Einheit: Pixel) innerhalb eines Quadranten der Hintergrundverlauf anhand von Suchquadraten
mit der Grofle 21 x 21 Pixel (rot umrandet, im Schema 4 X 4 Pixel) ermittelt. Dabei wurden die Pixelwerte in
jedem Suchquadrat aufsummiert und gemittelt und der jeweils niedrigste Mittelwert fiir einen Radius gespei-
chert. b) Ermittelter eindimensionaler Hintergrundverlauf, zu jedem Radius gibt es einen minimalen Intensitits-
mittelwert. ¢) Aus b) durch Rotation expandierter zweidimensionaler Hintergrundverlauf. Dieser wird anschlie-
Bend vom urspriinglichen Pattern (a) subtrahiert.

Das Verfahren wurde in der Einleitung auf Abbildung 1.15, sowie im Ergebnisteil auf die
rechten Bildhilften der Pattern in Abbildung 3.1 und Abbildung 3.30 und auf die linken Bild-
hilften der Pattern in Abbildung 3.33 und Abbildung 3.39 angewendet. Eine dhnliche Me-
thode wurde auch von Iwamoto et al. (Iwamoto et al., 2003) beschrieben.
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Abbildung 2.2: Horizontal- und Vertikalschnitt im Diffraktionsbild (Schema)

a) Schematisiertes Diffraktionsbild (Schichtlinien schwarz). Beim Vertikalschnitt {iber den Bereich im grof3en
roten Kasten werden die Pixelwerte (kleine schwarz umrandete Quadrate) innerhalb der einzelnen Zeilen aufad-
diert, also auf eine Spalte reduziert. Dadurch entsteht ein zweidimensionaler Verlauf, der die integrierte Intensi-
tatsverteilung quer zu den Schichtlinienverldufen wiedergibt (b). Beim Horizontalschnitt entlang einer Schichtli-
nie (kleiner roter Kasten in a) werden die Pixelwerte innerhalb der einzelnen Spalten aufaddiert, also auf eine
Zeile reduziert. Er gibt den Intensititsverlauf entlang der Schichtlinie wieder (c, ,,Schichtlinienprofil ).

Die quantitativen Analysen der Schichtlinienintensititen wurden ausnahmslos an den Dif-
fraktionspattern durchgefiihrt, von denen lediglich der Maschinenhintergrund subtrahiert
worden war. Zur Bestimmung der Intensitédtsverteilungen auf den Aktinschichtlinien wurden
mit Hilfe von horizontalen bzw. vertikalen ,,Schnitten bestimmte Bereiche des zweidimen-
sionalen Bilds auf eine Dimension reduziert (s. Abbildung 2.2).

T T T
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O Pixel Schichtlinienpeak
T = Mittel je 1 h
. B ehichtinic . ittelwerte aus je 1 Suchquadrat
I:I Suchquadrat
R
EEEEEEE NN
a)

Abbildung 2.3: Hintergrundsubtraktion entlang einer Schichtlinie (Schema)

a) Ausschnitt aus einem Diffraktionsbild im Schema. Die horizontal verlaufende Schichtlinie ist als schwarz
umrandetes Oval dargestellt. Zunichst wurden die Bereiche zu beiden Seiten entlang der Schichtlinie mit Such-
quadraten der GroBle 5 x 5 Pixel (rot umrandet, hier 3 x 3 Pixel) durchlaufen. Dabei wurden die Pixelwerte in
jedem Suchquadrat aufsummiert und gemittelt. Wie hier anhand von zwei gegeniiberliegenden Suchquadraten
(rote ausgefiillte Quadrate) gezeigt, wurden anschlieend die Zentren aller Suchquadrate (schwarze ausgefiillte
Quadrate) in Pixelschritten durchlaufen. Dabei wurden die Zentren als Nullinie betrachtet und der Bereich da-
zwischen (blauer Balken) entsprechend angepaf§t. b) Die Blickrichtung folgt dem Pfeil aus a). Die Schichtlinie
ist wie im Vertikalschnitt als Bergspitze (,,peak*) von der Seite zu sehen. Der Hintergrund unter der Schichtlinie
(grau) wird durch die Verbindungslinie (blau) zwischen den Zentren der Suchquadrate festgelegt und subtrahiert.
Ubrig bleibt die Intensitit der Schichtlinie, wobei die blaue Linie der Nullinie entspricht.

38



Material und Methoden

Die integrierten Intensititen des Vertikalschnitts geben Aufschlu3 iiber die Position und
Breite der Schichtlinien (Vgl. Abbildung 3.2), wihrend die Intensititsverteilung entlang einer
Schichtlinie mit Hilfe des Horizontalschnitts dargestellt werden kann (s. Abbildung 3.6).
Wihrend der nach der Subtraktion des Hintergrundpatterns verbliebene Streuungshintergrund
auf den Horizontalschnitten gut abgeschétzt und subtrahiert werden kann, muf} er zur Integra-
tion entlang einer Schichtlinie vorher entfernt werden, da er sonst deren Intensititsverlauf
verfdlscht. Deshalb wurde fiir die Horizontalschnitte tiber ALL 6 und 7 die verbliebene Hin-
tergrundstreuung des Diffraktionsbilds, welches unter Relaxationsbedingungen registriert
wurde (s. Abschnitt 3.1.1), zunédchst minimiert (s. Abbildung 2.3).

Der so von der Hintergrundstreuung befreite Bereich konnte anschlieend horizontal inte-
griert werden. Ein dhnliches Verfahren wurde auch von Koubassova und Tsaturyan beschrie-
ben (Koubassova und Tsaturyan, 2002).

Alle bildverarbeitenden Operationen wurden mit dem Programm LPIC! durchgefiihrt. Zur
graphischen Darstellung der Schnitte iiber die Diffraktionspattern wurde das Programm ,,Ori-
gin® (Origin 7G SR2, OriginLab Corporation) verwendet.

2.2 Modellbeschreibung

Zur Simulation der Rontgendiffraktionspattern wurde eine Programmfunktion entwickelt, mit
deren Hilfe dreidimensionale Strukturen aufgebaut und unter Beriicksichtigung der Massen-
verteilung auf zweidimensionale Bilder projiziert werden konnen. Im Anschluf3 daran kann
aus solch einer Massenprojektion, durch Anwendung einer zweidimensionalen Fourier-Trans-
formation, eine Intensitédtsverteilung berechnet werden, die dem experimentell ermittelten
Rontgendiffraktionsbild der Modellstruktur entspricht (s. Abbildung 2.4).

3D-Modell Massenprojektion Diffraktionsbild

Abbildung 2.4: Modellierung von Rontgendiffraktionsbildern (Schema)

Das im Computer erzeugte, dreidimensionale Modell wird mittels einer Massenprojektion auf ein zweidimensio-
nales Bild projiziert. Es wird dazu in Pixel zerlegt, deren Helligkeitswerte proportional zur darauf projizierten
Masse sind. Aus der Massenprojektion wird mit Hilfe der Schnellen Fourier-Transformation (FFT, s. Abschnitt
2.2.4) ein Amplitudenbild berechnet, woraus durch Quadrierung aller Werte das Diffraktionsbild errechnet wird.

! Programm zur Modellierung und Bearbeitung von Rontgendiffraktionsbildern, entwickelt von Claudia von
Grumbkow im Zeitraum von 08/99 bis 08/03 an der Medizinischen Hochschule Hannover, Abteilung fiir
Molekular- und Zellphysiologie.
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Um das zweidimensionale Diffraktionsbild der im Computer modellierten Struktur zu erhal-
ten, kann die FFT ebenso mit dem dreidimensionalen Modell berechnet werden. Zum Ver-
gleich mit den Daten ist dann eine Projektion des dreidimensionalen Diffraktionsbildes not-
wendig, um ein zweidimensionales zu erhalten. Die Berechnung der FFT einer dreidimensio-
nalen Struktur mit der gleichen Auflosung, die hier verwendet wurde, erhoht jedoch sowohl
den Speicherbedarf, als auch die Rechenzeit um den Faktor 1024. Bei der dreidimensionalen
FFT kommen zwar Informationen iiber die Tiefe des betrachteten Objekts hinzu, dies spielt
aber bei den hier verwendeten Projektionen einzelner Filamente nur eine untergeordnete
Rolle. Deshalb wurde zuerst die Massenprojektion durchgefiihrt und dann die zweidimensio-
nale FFT berechnet.

Nach der Berechnung der FFT einer Projektion wurden alle Helligkeitswerte quadriert, um
die Intensititen zu erhalten. Die Intensitéitsbilder besaB3en eine Auflosung von ca. 980 Pixeln /
nm’’ (Vgl. Tabelle 2.1). Wie die experimentell ermittelten Rontgendiffraktionsbilder, wurden
auch die modellierten Intensitétsbilder gefaltet, also alle vier Quadranten in gleicher Orientie-
rung aufeinander abgebildet und gemittelt. Da im Modell keine Maschinenhintergrundstreu-
ung vorhanden ist, konnten ohne weitere Bearbeitung Vertikal- bzw. Horizontalschnitte tiber
die Bilder gemacht werden (Vgl. Abschnitt 2.1.4).

Zur Darstellung der Massenprojektionen bzw. Intensititsbilder wurde die Farbtiefe auf
1 Byte / Pixel (256 Graustufen) reduziert. Die Wiedergabe der Projektionen erfolgte in loga-
rithmischer Darstellung, wihrend die Graustufenwerte zur Wiedergabe der Intensitédtsbilder
auf eine lineare Skala abgebildet wurden (Vgl. Abschnitt 2.1.4).

Die gesamte Erstellung des Modells, die Massenprojektion, die FFT, sowie alle bildverarbei-
tenden Operationen wurden mit dem Programm ,,PIC* (s. FuBBnote S. 39) durchgefiihrt. Zur
graphischen Darstellung der Schnitte iiber die Diffraktionspattern wurde das Programm ,,Ori-
gin® (Origin 7G SR2, OriginLab Corporation) verwendet.

2.2.1 Aufbau eines Modells, bestehend aus Aktin und Tropomyosin

Mit Hilfe der experimentell ermittelten Daten, sowie zusitzlichen Angaben aus der Literatur,
wurde eine Modellstruktur der Aktinhelix im Computer nachgebaut. Dem Modell liegt die
von Lorenz et al. (1993) verinderte Struktur des Aktinmonomers zugrunde, welche auf der
Struktur des G-Aktins von Kabsch et al. (1990, PDB-Code 1ATN) basiert und von Holmes et
al. (1990) bereits teilweise verdndert wurde. Au3erdem wurde das von Lorenz et al. (1995)
generierte Modell des Tropomyosins verwendet, welches auf der Kristallstruktur von Phillips
et al. (1986) basiert. Fiir die Verwendung in dieser Arbeit wurde von der Struktur des Aktins
das Phalloidin entfernt. Das Tropomyosin wurde unverindert eingesetzt, also ohne Uberlap-
pungsregion und bestehend aus zwei o-Helices mit je 277 Aminosduren. Somit bestand das
Aktinmolekiil aus 376 Aminosduren und einem Magnesiumatom (insgesamt 2962 Atome,
Masse: 39,335 kDa, s. Abbildung 1.3 b), der Tropomyosindoppelstrang aus zweimal 277
Aminosduren (zusammen 4460 Atome, Masse: 59,175 kDa, s. Abbildung 1.3 c). Bei der An-
gabe der Anzahl der Atome ist zu beachten, da3 Wasserstoffatome in den Strukturdaten nicht
beriicksichtigt werden.
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Aus den Strukturdaten der beiden Molekiile wurde ein Filament aufgebaut, rdumlich entlang
der z-Achse orientiert. Bei der anschlieBenden Massenprojektion wurde jedes einzelne Atom
als Kugel mit einem Radius proportional zum Atomradius auf die yz-Ebene projiziert. Der
Helligkeitswert jedes einzelnen der ,,iiberdeckten* Pixel war dabei proportional zur Masse,
die auf den Pixel entfiel. Zur Erstellung der Aktinhelix wurde von einem Winkel von
-166,154° zwischen zwei aufeinander folgenden Aktinmonomeren ausgegangen. Dieser ge-
rundete Wert ergibt sich, wenn man eine 13/6-Helix zugrunde legt (Hanson, 1967) und den
daraus folgenden Gesamtwinkel von 2160° (6 - 360°) durch 13 dividiert. Der Abstand zwi-
schen zwei Monomeren entlang des Filaments betrug 2,73 nm (Huxley, H. E. und Brown,
1967, Vgl. Abschnitt 1.1.2). Der Tropomyosindoppelstrang wurde zu Beginn in eine azi-
muthale Ausgangsposition gebracht, die der bei Lorenz et al. (1995) im unregulierten Fila-
ment, also in Abwesenheit von Troponin, entsprach. Das gegeniiberliegende Tropomyosin-
molekiil wurde ergiinzt, indem es dem Aktinfilament folgend um 2,73 nm in z-Richtung ver-
schoben und um -166,154° um die z-Achse gedreht wurde (Lorenz et al., 1995). Alle weiteren
Tropomyosinpaare wurden ebenso generiert, wobei der Abstand in z-Richtung von einem
Paar zum néchsten jeweils 38,22 nm (= 14 - 2,73 nm) betrug (Vgl. Lorenz et al., 1995). Der
Winkel zwischen zwei axial aufeinander folgenden Tropomyosinpaaren betrug entsprechend
-166,154° (14 - -166,154° 2 6 - 360° - 166,154°).

Fiir eine Modellrechnung wurde ein Aktinfilament, bestehend aus 360 Aktinmonomeren so-
wie 50 Tropomyosinmolekiilen, auf ein Bild von 1024 x 1024 Pixel massenprojiziert (Vgl.
Abbildung 3.7 a); das entspricht einer Auflosung von etwa 1 nm / Pixel. Die Linge des Aktin-
filaments entsprach damit etwa 1 pm, der ungefdhren Linge der Aktinfilamente im Sarkomer
des Wirbeltierskelettmuskels (Vgl. Abschnitt 1.1.2).

2.2.2 Erzeugung und Einbau von Troponin ins Modell

Die im Modell verwendete Struktur des Troponins wurde auf der Grundlage der Struktur des
Troponin I vom Kaninchen im Komplex mit Troponin C vom Huhn (PDB-Code 1EW7) ge-
schaffen. Ein teilweise verdoppeltes Fragment zweier zentraler Spektrin-dhnlicher Repeats
des humanen a-Aktinins (PDB-Code 1QUU) diente zur Darstellung von Troponin T (Tropo-
ninschwanz, ,.tail“,s. Abschnitt 1.1.2 und Abbildung 1.3 d). Das so erzeugte Troponin wurde
in zwei verschiedenen Konfigurationen fiir die Modellrechnungen verwendet, um die beiden
von der Calciumkonzentration abhéngigen Positionen des Tropomyosin-Troponin-Komplexes
simulieren zu konnen (Vgl. Narita et al., 2001). Die on-Position, welche zur Simulation der
hohen Calciumkonzentration verwendet wurde, unterschied sich von der off-Position zur Mo-
dellierung der niedrigen Calciumkonzentration in der azimuthalen Lage des Troponins relativ
zum Tropomyosin. Ebenso war die Kopfregion (,,head) des Troponins unterschiedlich orien-
tiert (s. Abbildung 2.5).

Beim Ubergang von der einen Position zur anderen wurde demzufolge nicht nur der relative
azimuthale Winkel von Tropomyosin zu Aktin verdndert; zusétzlich nahm das Troponinmole-
kiil eine andere azimuthale Position an der Lingsachse des Tropomyosins ein, dhnlich wie
von Narita et al. (2001) beschrieben. Das Troponinmodell besall eine Linge in z-Richtung
von ca. 17 nm (off-Zustand, s. a. Abbildung 1.3 d) bzw. 18 nm (on-Zustand) und bestand aus

41



Material und Methoden

616 Aminosduren mit 4939 Atomen und einer Masse von 65,585 kDa. Im Modell haben ein
einzelnes Aktinmonomer, ein Tropomyosindoppelstrang und ein vollstindiges Troponinmo-
lekiil untereinander ein Masseverhiltnis von 1 : 1,5 : 1,7. Dies ist in etwa vergleichbar mit den
in Abschnitt 1.1.2 angegebenen Molekulargewichten von Aktin, Tropomyosin und Troponin,
die ein Verhiltnis von 1 : 1,6 : 1,9 zueinander besitzen.
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Abbildung 2.5: Positionierung von Tropomyosin und Troponin im off- und on-Zustand
am Aktinfilament (Modellvorstellung)

a) Aktinfilament mit Tropomyosin und Troponin im off- und on-Zustand, b) wie a), das Filament wurde um 90°
nach rechts gedreht, um die Unterschiede zwischen off- und on-Struktur des Troponins besser zu zeigen. Es sind
jeweils 16 Aktinmonomere dargestellt (blau). Die oberen Filamentenden zeigen zur Z-Scheibe, die unteren zur
M-Linie. Tropomyosindoppelstringe: gelb (off-Zustand), bzw. griin (on-Zustand), Troponinmolekiile: rot (off-
Zustand), bzw. orange (on-Zustand). ¢) Querschnitt durch das Filament aus a) bzw. b). Der Blick fillt auf die
Schnittstelle, wobei nur der untere Teil des Filaments sichtbar ist. Die Schnittstelle ist durch die gestrichelte
Linie in a) bzw. b) markiert. Die Pfeile zeigen die Positionsinderungen von Tropomyosin (von gelb nach griin)
bzw. Troponin (von rot nach orange) beim Ubergang vom off- in den on-Zustand an. Die Abbildungen wurden
mit dem Programm RASMOL erzeugt (Sayle und Milner-White, 1995).

Die Troponinmolekiile wurden beim Aufbau des simulierten Aktinfilaments in der gleichen
Weise wie die Tropomyosinmolekiile angeordnet (Vgl. Abschnitt 2.2.1), es wurde jeweils ein
Troponin pro Tropomyosin eingesetzt.

Die Positionierung des Troponins am Tropomyosin wurde so vorgenommen, dafl das Ergeb-
nis die experimentellen Daten moglichst gut wiedergab, wobei als Ausgangspunkt die Be-
schreibung von Narita et al. (2001) herangezogen wurde. Variiert wurde der Abstand des
Troponins von der Filamentachse, die Position des Troponins in z-Richtung relativ zu Tro-
pomyosin, sowie die azimuthale Position des Troponins relativ zum Tropomyosin (Abbildung
2.6).

Zur Bestimmung der azimuthalen Position des gesamten Komplexes aus Tropomyosin und
Troponin im off-Zustand wurde zunéchst auf Werte aus der Literatur zuriickgegriffen. Auf-
grund der vielen teilweise erheblich voneinander abweichenden Angaben (Vgl. Abschnitt
4.4.1), wurden verschiedene Positionen simuliert, wobei die Ergebnisse mit den experimentell
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ermittelten Daten dieser Arbeit abgeglichen wurden. Ebenso wurde zur Bestimmung der azi-
muthalen Positionsédnderung des Tropomyosin-Troponin-Komplexes beim Wechsel vom off-
in den on-Zustand vorgegangen.

a) b) ¢)
Abbildung 2.6: Variation der Troponinposition im Modell

Schematische Darstellung der Parameter, mit denen die Troponinposition im Modell variiert wurde. Aktinhelix
(weille Kugeln) mit Tropomyosin (schwarz) und Troponin (grau). Die z-Achse ist jeweils mit den senkrechten
roten Strichen angedeutet. Die roten Pfeile geben Auskunft iiber die Art der Abweichung. a) Variation des Ab-
stands von Troponin zur Filamentachse (Radius), b) Variation der Position entlang des Filaments, ¢) Variation
der azimuthalen Position von Troponin relativ zu Tropomyosin.

2.2.3 Unordnung (Disorder)

Um die Verteilung der Schichtlinienintensititen mit der Simulation moglichst wirklichkeits-
nah wiedergeben zu kénnen, muiten verschiedene Typen von Disorder in die Simulation in-
tegriert werden. Unter den getesteten Mdoglichkeiten, Unordnung in die Darstellung der Aktin-
filamentstruktur zu bringen, zeigten sich die in den folgenden drei Kapiteln erlduterten Disor-
dertypen als absolut notwendig fiir eine anndhernd realistische Darstellung der Verbreiterung
der Aktinschichtlinien bzw. den damit einhergehenden Anstieg der Hintergrundstreuung und
somit der Intensititsverteilung der Aktinschichtlinien untereinander.

2.2.3.1 Variabler Aktintwist

Zur Modellierung des variablen Aktintwists, also der Variation des Drehwinkels zwischen
zwel aufeinander folgenden Aktinmonomeren (Vgl. Abschnitte 1.2 und 1.3), finden sich in
der Literatur unterschiedliche Angaben (Vgl. Egelman et al, 1982, Bremer et al., 1991,
Egelman und DeRosier, 1992, Mu et al., 1997). In dieser Arbeit wurden die anhand von EM-
Aufnahmen ermittelten Daten von Hanson (1967) als Grundlage fiir das Modell verwendet.
Sie beschreiben eine Streubreite der Crossoverlidngen in der Aktinhelix im Bereich von 30 bis
45 nm (s. Abschnitt 1.2). Da nicht nur eine Aktinhelix aufgebaut werden sollte, sondern ein
Aktinfilament mit Tropomyosin und Troponin, muflte die Anordnung dieser Molekiile bei der
Vertwistung im Modell beriicksichtigt werden. Wihrend zum Aufbau einer Aktinhelix ein
Abweichungswinkel pro Monomer zur Simulation des variablen Aktintwists ausreicht, wiirde
das gleiche Vorgehen beim Tropomyosin zu einem Versatz an den Ubergiingen zwischen
zwel aufeinander folgenden Doppelstringen fithren. Ein Tropomyosinmolekiil iiberspannt
etwa sieben Aktinmonomere (s. Abschnitt 1.1.2). Besitzt das Tropomyosinmolekiil eine starre
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Form, dann kann es innerhalb dieses Bereichs dem Twist der Aktinmonomere nicht folgen
und verlduft an jedem Monomer mit einem anderen azimuthalen Winkel. Aus diesen Griinden
wurde ein kontinuierlicher Verlauf der Aktinhelix mit Tropomyosin und Troponin modelliert,
was den Einsatz einer stetigen Funktion bedingte.

Um einen moglichst natiirlichen Verlauf der Aktinhelix mit Abweichungen in unterschiedli-
che Drehrichtungen zu modellieren, muf3te eine Funktion generiert werden, welche durch eine
addquate Anzahl von Punkten laufen konnte. Die Funktion durfte nicht zu komplex sein, um
lange Rechenzeiten zu vermeiden und sie muflte numerisch stabil berechenbar sein, da Zahlen
im Computer nur in sehr begrenzter Genauigkeit gespeichert werden konnen. Diese Vorgaben
lieBen sich durch den Einsatz einer eindimensionalen kubischen Splinefunktion erfiillen, die
aus abschnittsweise definierten Polynomen dritten Grades besteht (s. Hoschek und Lasser,
1992).

Zur Erstellung einer solchen Splinefunktion wurden jeweils 28 Werte zufillig Gauss-verteilt
erzeugt. Der erste Wert wurde mit dem Beginn der Aktinhelix assoziiert, der letzte mit dem
Helixende. Anschliefend durchlief die so generierte Splinefunktion nacheinander jeden er-
zeugten Zufallswert (Interpolationspunkt). Zur Bestimmung der veridnderten Koordinaten fiir
jedes einzelne Atom der Aktinhelix wurde anhand des z-Werts, also der Position des Atoms
in Lingsrichtung des Aktinfilaments, der Funktionswert der Splinefunktion als zusitzlicher
Drehwinkel verwendet.

Die Anzahl der Interpolationspunkte (28 Werte) wurde aufgrund der in der Simulation ver-
wendeten Helixldnge von etwa 1 um (360 Aktinmonomere) gewihlt. Innerhalb dieser Fila-
mentlinge finden etwa 27 lange Helixumdrehungen Platz, wenn man von einer durchschnitt-
lichen Crossoverlidnge von etwa 36 nm ausgeht. Um die Drehrichtung der einzelnen Monome-
re nicht zu héufig oder zu selten innerhalb einer Crossoverlidnge zu dndern, wurde die Anzahl
der Drehrichtungsinderungen in den GroBBenordnungsbereich der Crossoverldngen gelegt. So
konnte sich die Drehrichtung des Aktintwists durchschnittlich einmal pro Crossover dndern.
Dies erschien unter Beriicksichtigung der erhaltenen Ergebnisse als sinnvoll.

Der fiir die Auslenkung der Splinekurven einzusetzende Wert wurde anhand der resultieren-
den Crossoverldngen ermittelt. Bei Verwendung von Winkelabweichungen im Wertebereich
zwischen +50° lag die durchschnittliche Crossoverldnge bei 35,4 nm (Minimum: 29,2 nm,
Maximum: 43,0 nm) und die zugehorige Standardabweichung bei 3,0 nm. Diese Werte
decken sich mit denen, die von Hanson (1967) und Egelman et al. (1982) beschrieben wur-
den. Die Standardabweichung der Winkelabweichungen von Monomer zu Monomer lag bei
1,5°. Damit unterschreitet sie deutlich den Wert, den Egelman et al.(1982) in seinem Modell
mit kumulativem Aktintwist annimmt. Auf diesen Sachverhalt wird ausfiihrlich in der Diskus-
sion eingegangen (s. Abschnitt 4.2.1).

Bei der Simulation des gesamten Aktinfilaments wurden die Drehwinkel der Atome von Tro-
pomyosin und Troponin anhand der gleichen Splinefunktion, die fiir das Aktinfilament gene-
riert worden war, errechnet. Auf diese Weise konnten Tropomyosin und Troponin kontinuier-
lich mit dem Twist der Aktinhelix mitgefiihrt werden.

Um eine ausreichende Zahl verschiedener Monomerdrehwinkel zu erhalten, wurden bei der
Verwendung des variablen Aktintwists jeweils die Intensitditen von zehn Einzelbildern, die
mit randomisierten Splinekurven generiert worden waren, gemittelt.
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2.2.3.2 Variabler Tropomyosintwist

Die Abweichung des Tropomyosins vom idealen Helixverlauf wurde wie der variable Ak-
tintwist (s. Abschnitt 2.2.3.1) mit Hilfe von eindimensionalen kubischen Splinekurven mo-
delliert (Hoschek und Lasser, 1992). Um den Verlauf von Aktin- und Tropomyosinhelix nicht
in vollig unterschiedliche Richtungen zu lenken, wurden jeweils die beiden Enden jeder Tro-
pomyosindoppelhelix als Fixpunkte an der Aktinhelix festgelegt. So konnten sich die beiden
Helices nur in einem vorgegebenen Rahmen relativ zueinander bewegen. Dies entspricht der
Annahme, dal Tropomyosin iiber die Bindung an Troponin am C-terminalen Ende des Aktin-
filaments fixiert wird (Vgl. Abschnitt 1.3). Obwohl dies nur bei niedriger Calciumkonzentra-
tion der Fall sein soll, wurden die Fixpunkte bei der Modellierung des on-Zustands (hohe
Calciumkonzentration) der Einfachheit halber beibehalten.

Der Bereich zwischen den Fixpunkten wurde zufillig in die eine oder andere Richtung aus-
gelenkt (s. Abbildung 2.7).

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des variablen Tropomyosintwists

Schematische Darstellung der Aktinhelix (weile Kugeln) mit Tropomyosin (schwarz) und Troponin (grau). Die
z-Achse ist jeweils mit den senkrechten roten Strichen angedeutet. Jeder Tropomyosindoppelstrang wurde im
Bereich zwischen zwei Fixpunten (rote Punkte, mit ,,F* gekennzeichnet, entsprechen den Enden der Molekiile)
in seiner azimuthalen Position an der Aktinhelix zur einen oder anderen Seite ausgelenkt (roter Doppelpfeil).

Hierzu wurde bei beiden Doppelstringen fiir jeden Bereich zwischen zwei Fixpunkten eine
Gauss-verteilte Zufallszahl innerhalb einer vorgegebenen Maximalauslenkung erzeugt. Da
sich in der Literatur praktisch keine Angaben zur Auslenkung von Tropomyosinmolekiilen
finden (Vgl. Abschnitt 4.2.2), wurden verschiedene Wertebereiche getestet. In den drei in
Abschnitt 3.1.2.4 gezeigten Simulationen lagen sie zwischen #30° bzw. +60° bzw. £90°
(Standardabweichungen entsprechend 7,7° bzw. 15,3°, bzw. 22,2°, s. Tabelle 3.2).

Aus den Fixpunkten wurden unter Beriicksichtigung der randomisiert erzeugten Auslenkun-
gen fiir jedes Filament zwei voneinander unabhéngige Splinekurven generiert. So konnten die
beiden Tropomyosindoppelstringe an den gegeniiberliegenden Seiten der Aktinhelix jeweils
mit unterschiedlichem Verlauf generiert werden.

Bei der gleichzeitigen Simulation von variablem Aktin- und Tropomyosintwist wurden Tro-
pomyosin und Troponin anhand der Splinekurven fiir den Aktintwist entlang der Aktinhelix
mitgefiihrt. Auf den Abweichungswinkel jedes einzelnen Atoms der Tropomyosin- und Tro-
poninmolekiile wurde dann der fiir den Tropomyosintwist zusitzliche Abweichungswinkel
aufaddiert.
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Zum Erhalt einer ausreichenden Zahl verschiedener Tropomyosinverldufe wurden jeweils die
Intensititen von zehn Einzelbildern, die mit randomisierten Splinekurven erzeugt worden wa-
ren, gemittelt.

Die unterschiedliche Beweglichkeit der N- und C-terminalen Regionen der Molekiile (Vgl.
Abschnitt 4.2.2) wurde im Modell nicht beriicksichtigt, da fiir eine genaue Simulation noch zu
wenig Daten vorliegen.

2.2.3.3 Dreidimensionaler Verlauf der Aktinfilamente, Myofibrillen und
Einzelfasern

Der gekriimmte Verlauf der Aktinfilamente wurde in seiner Gro3enordnung anhand von EM-
Aufnahmen von Sarkomeren des Wirbeltierskelettmuskels abgeschitzt, da sich in der Litera-
tur praktisch keine quantitativen Beschreibungen dieses Effekts fanden (s. Abbildung 3.17 a).
Zur Simulation des Filamentverlaufs wurden dreidimensionale kubische Splinefunktionen
verwendet (s. Hoschek und Lasser, 1992). Mit Hilfe dieser Funktionen kann der Verlauf eines
Filaments relativ einfach verdndert werden (s. Abschnitt 2.2.3.1).

Bei Tests mit verschiedenen Anzahlen von Interpolationspunkten stellte sich heraus, daf} sich
Kurvenverldufe, die nur anhand von zwei Punkten generiert wurden, die Daten am besten
wiedergeben konnten. Deshalb wurden die Aktinhelices entlang von Kurven gefiihrt, welche
als einen Interpolationspunkt die Koordinaten (0, 0, 0) hatten. Der zweite Punkt besal} als z-
Koordinate stets die Filamentlidnge, x- und y-Werte wurden jeweils Gauss-verteilt randomi-
siert erzeugt (Standardabweichung der Auslenkung am Filamentende: 39 nm, Vgl. Abschnitt
3.1.2.5, Abbildung 3.18). Zur Simulation ausreichend vieler verschiedener Filamentauslen-
kungen wurden jeweils 50 Intensititsbilder, die mit randomisierten Splinekurven erzeugt
worden waren, gemittelt.

Die Myofibrillen in einer Faser, ebenso wie die Fasern im Muskel bzw. in den Experimenten
im Faserarray, laufen nicht exakt parallel zur Lingsachse des Muskels, sondern weichen unter
verschiedenen Winkeln davon ab (s. Abbildung 3.17 b, c, d). Diese Art der Abweichung lie3
sich, innerhalb der Lénge eines Sarkomers, am einfachsten mit einer leicht verkippten Projek-
tion des Aktinfilaments modellieren. Um eine ausreichende Zahl verschiedener Verkippwin-
kel zu erhalten, mullten dabei wie bei der Simulation des dreidimensionalen Aktinfilament-
verlaufs sehr viele Filamente unter unterschiedlichen Winkeln verkippt werden. Die gemit-
telten Intensitédten verkippter Filamente bzw. ihrer Projektionen sind jedoch identisch mit den
gemittelten Intensititen von auf die gleiche Weise verkippten Intensititsbildern. Zur einfache-
ren Berechnung wurde deshalb die Verkippung nur auf das aus der Simulation erhaltene In-
tensitédtsbild angewendet. Die Streuung der verschiedenen Verkippwinkel wurde erreicht, in-
dem das Intensititsbild nacheinander um bestimmte Winkel innerhalb eines bestimmten Be-
reichs verkippt wurde. Zur Gewichtung der einzelnen Verkippwinkel wurde eine Gauss-Ver-
teilung iiber dem Auslenkungswinkel benutzt. Dadurch wurden kleinere Winkel entsprechend
stiarker beriicksichtigt als groere. AnschlieBend wurden alle unterschiedlich verkippten In-
tensititsbilder aufsummiert und gemittelt. Die Schrittweite beim Durchlaufen der einzelnen
Winkel betrug 0,1°. Dieser Wert war ausreichend um einen kontinuierlichen Intensitétsverlauf
zu garantieren. Es wurden zwei unterschiedliche Verkippungsverteilungen modelliert. Die
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dafiir verwendeten Gauss-Kurven hatten ein FWHM (Breite auf halber Kurvenhohe) von 5,3°
bzw. 10,5° (Vgl. Abschnitt 3.1.2.5, s. Abbildung 3.21).

Den durch die Verkippung erhaltenen Fanningeffekt, die Verbreiterung der Schichtlinien mit
zunehmender Entfernung vom Meridian, demonstriert Abbildung 2.8.
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Abbildung 2.8: Durch Verkippung simulierter Fanningeffekt

a) Die schwarzen Linien deuten die Lage einiger Schichtlinien und Reflexe auf einem Diffraktionsbild an (A:
Aquator, M: Meridian). b) Das Bild aus a) wurde einmal nach links und einmal nach rechts rotiert (Verkippung).
Anschlieend wurden die beiden verkippten Bilder und das Original anhand einer Gauss-Kurve gewichtet, auf-
addiert und die Intensititen gemittelt.

Die Abbildung macht deutlich, da3 die Verkippung durch das resultierende Fanning zu einem
Ineinanderlaufen der Schichtlinien im duBleren Bildbereich fiihrt (Vgl. Abschnitte 3.1.2.6 und
3.1.3).

2.2.4 Fourier-Transformation

Mit Hilfe der Fourier-Transformation (FT) konnen Funktionen in das Spektrum ihrer anteilig
enthaltenen Sinusschwingungen mit unterschiedlichen Frequenzen zerlegt werden. Das Ver-
fahren wird z. B. angewendet, um akustische Signale anhand ihrer Frequenzen digital zu spei-
chern. Die Fourier-Transformation ist umkehrbar, d. h. eine transformierte Funktion kann
durch eine erneute FT zuriickgewonnen werden. Zur Berechnung wird im Computer die
Schnelle Fourier-Transformation (Fast Fourier Transform, FFT) verwendet (Cooley und Tu-
key, 1965).

Aufgrund der Vorgehensweise des Algorithmus fiir die FFT, der hier nicht weiter besprochen
werden soll, ist es notwendig, dall die Liange der Zeilen und Spalten und damit die Bildgroe
Zweierpotenzen entspricht. Ergebnis der Transformation ist ein Bild komplexer Zahlen. Jeder
komplexe Bildpunkt wird in seine Polarkoordinaten aufgeteilt, wodurch ein Amplitudenbild
(Radius) und ein Phasenbild (Winkel) entstehen. Auf beiden Bildern entspricht die Lage eines
Bildpunktes relativ zum Bildmittelpunkt der Frequenz und der Richtung (Winkel) der zugeho-
rigen Sinusschwingung. Der Abstand zwischen Bildpunkt und Bildmittelpunkt ist dabei pro-
portional zur Frequenz. Die Helligkeit eines Punktes im Amplitudenbild entspricht der Am-
plitude der zugehorigen Sinusfunktion. Durch eine Quadrierung der Helligkeitswerte ergibt
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sich die Intensitét. Die Helligkeit eines Punktes im Phasenbild entspricht der Phase der zuge-
horigen Sinusfunktion. Die Phaseninformation wurde hier nicht betrachtet, da sie experimen-
tell nicht ermittelt werden kann. In Abbildung 2.9 ist die Projektion von zehn Kugeln (a), das
resultierende Amplitudenbild der FFT (b) und zwei Vertikalschnitte iiber jeweils einen zen-

tralen Kanal von Projektion und Amplitudenbild zu sehen (c).
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Abbildung 2.9: Kugelprojektion und resultierendes Amplitudenbild der FFT

a) Massenprojektion von zehn Kugeln mit einem Durchmesser von jeweils 10 Pixeln (Abstand 50 Pixel) auf
1024 x 1024 Pixel. b) Fourier-transformiertes Amplitudenbild der Massenprojektion (gleiche Bildgrofle wie in
a). Die konzentrischen Kreise geben das Spektrum einer einzelnen Kugel wieder. Die horizontalen Linien erge-
ben sich durch Ausléschung bzw. Verstirkung aufgrund der regelméfigen Anordnung mehrerer Kugeln iiberein-
ander. c) Langsschnitt iiber einen Kanal (eine Pixelreihe) durch Projektion (schwarz) und FT (rot). Der schwarz
umrandete Kasten (rechts) zeigt eine Ausschnittsvergroerung des schwarz umrandeten Bereichs innerhalb des
Schnitts tiber das Amplitudenbild. Im Bereich zwischen zwei Hauptmaxima sind mehrere Nebenmaxima zu
erkennen.

Die mit Hilfe der FFT ermittelte Intensitédtsverteilung einer Projektion entspricht einem Ront-
genbeugungsbild, was durch Diffraktion von Wellen an einer zur Projektion dquivalenten
Struktur entsteht. In beiden Bildern zeigen sich Abstidnde von sich wiederholenden Struktu-
ren, in Abhéngigkeit von ihrer Anordnung, ihrer Groe und Hiufigkeit. Wihrend aus dem
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Intensititsbild im Computer mit Hilfe der Phasenverteilung die Ausgangsstruktur (Projektion
des 3D-Modells) exakt zuriickgerechnet werden kann, ist dies mit dem experimentell ermit-
telten Diffraktionsbild nicht moglich, da die Phaseninformation fehlt. Aus diesem Grund wer-
den, wie in dieser Arbeit gezeigt, Rontgendiffraktionsbilder hdufig mit Hilfe von Computer-
modellen interpretiert. Sie konnen zu einer Molekiilstruktur die entsprechende Intensitédtver-
teilung errechnen, die dann mit der experimentell ermittelten verglichen werden kann.
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3 Ergebnisse

Zur Aufkldrung des strukturellen Aufbaus des Aktinfilaments wurden die Intensititen der
Aktinschichtlinien zunéchst unter Relaxationsbedingungen registriert. Nach Aufbau des Mo-
dells wurde dieses mit den gewonnenen Daten verglichen. Aufgrund der experimentell ermit-
telten Anderungen in den Intensititen der Aktinschichtlinien in Abhingigkeit von der Calci-
umkonzentration, wurde das Modell zur Interpretation erweitert und abschlieBend mit den
experimentellen Daten verglichen.

3.1 Intensititsverteilungen auf den Aktinschichtlinien unter Re-
laxationsbedingungen

Um in einem Diffraktionsbild die Intensititen der Schichtlinien zu ermitteln, welche von der
Verteilung der Masse im Aktinfilament herrithren, mufl gewihrleistet sein, dal die Myosin-
kopfe nicht stereospezifisch am Aktin gebunden sind. Jeder stereospezifisch gebundene Myo-
sinkopf verdndert die Masseerscheinung des Aktinfilaments, so da} die Intensitdten der re-
gistrierten Aktinschichtlinien nicht mehr nur dem Aktin zugeschrieben werden konnen. Das
Ermitteln der Masseverteilung im Aktinfilament iiber die Intensitéitsverteilung auf dem Dif-
fraktionsbild wiirde somit verfidlscht werden.

Aus diesem Grund wurden Experimente unter Relaxationsbedingungen gemacht, da die Myo-
sinkopfe unter diesen Bedingungen nicht stereospezifisch gebunden sind. Die Aktinschichtli-
nien entsprechen somit praktisch der Masseverteilung, die auf die Aktinfilamente ohne ge-
bundene S1-Kopfe zuriickzufiihren ist.

3.1.1 Experimentelle Ergebnisse

Am ESRF in Grenoble wurden zweidimensionale Rontgendiffraktionsbilder von Einzelfaser-
arrays des M. psoas major vom Kaninchen registriert. Abbildung 3.1 zeigt ein typisches Dif-
fraktionsbild, aufgenommen von einem Array aus 15 Einzelmuskelfasern unter Relaxations-
bedingungen.

Gut sichtbar in Abbildung 3.1 ist vor allem die sechste Aktinschichtlinie (ALL 6, bei 1 /
5,9 nm™ bzw. 1/59 A™"). Auch die siebte Aktinschichtlinie ist noch zu erkennen (ALL 7, bei
1/5,1nm" bzw. 1 /51 A™"). ALL 1, die erste Aktinschichtlinie (bei 1 /37,0 nm™ bzw. 1/
370 A™) iiberlappt auf ihrer gesamten Lange mit der zu ihr parallel verlaufenden ersten Myo-
sinschichtlinie (MLL 1, bei 1 /42,9 nm’' bzw. 1/429 A'l). Deshalb 14t sich ihre tatsdchliche
Intensitdt auf der hier gezeigten Abbildung nicht erkennen. Alle anderen Aktinschichtlinien,
die im Bereich des Diffraktionsbilds liegen (ALL 2 - 5), sind unter diesen Versuchsbedingun-
gen so schwach ausgeprigt, dall sie im Rauschen verschwinden. Die Lage der Myosinreflexe
(M 3, M 6 und M 9) ist zur Orientierung mit angegeben. Sie konnen leicht mit den ebenfalls
auf dem Meridian liegenden Troponinreflexen verwechselt werden. Im Bild sind Tn 2 und 3
deutlich zu erkennen, wédhrend Tn 1 mit der ersten Aktomyosinschichtlinie verschwimmt
(schwarzer Pfeil). Im folgenden wird zunichst nur auf die Intensititsverteilung der Aktin-
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schichtlinien eingegangen. Die Troponinreflexe werden erst in den abschlieBenden Vergleich
zwischen experimentell ermittelten Daten und Modell mit einbezogen (s. Abschnitt 3.2.3).

<— ALL 7
<— ALL 6

<MLL 1
<— Aquator

MeridianT - a ;

b

Abbildung 3.1: Rontgendiffraktionspattern unter Relaxationsbedingungen

Aufnahme von 15 Einzelmuskelfasern, registriert unter Relaxationsbedingungen am ESRF in Grenoble. Die
linke Bildhélfte zeigt das normierte, zentrierte und iiber zwei Quadranten gefaltete Pattern nach Abzug des Ma-
schinenhintergrunds in linearer Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 20). In der rechten Bildhélfte wurde der
Hintergrundverlauf anhand der Minimalwerte fiir jeden Radius ermittelt und subtrahiert (Vgl. Abbildung 2.1). So
sind die relativ schwachen Aktinschichtlinien besser zu erkennen. ALL: Aktinschichtlinie, M: Myosinreflex,
MLL: Myosinschichtlinie, Tn: Troponinreflex. a und b geben die Breite zweier Bereiche an, iiber die vertikale
Schnitte gemacht wurden (a: 0 - 0,205 nm’’, b: 0,038 - 0,205 nm’l).

Zur quantitativen Abschitzung der integrierten Intensitdten der Aktinschichtlinien wurde ein
Vertikalschnitt iiber einen gesamten Quadranten, quer zum Schichtlinienverlauf, durchgefiihrt
(Abbildung 3.2, blaue Linie). Die Schnittbreite entspricht der Region a in Abbildung 3.1 (O -
0,205 nm™"). Zur Integration der Schichtlinienintensititen wurde der im Bild verbliebene
Streuungshintergrund von Hand abgeschitzt (rote Linie in Abbildung 3.2) und abgezogen.
Der Verlauf der schwarzen Linie in Abbildung 3.2 zeigt den integrierten Vertikalschnitt nach
Abzug des Streuungshintergrunds.

Wie oben erwihnt, iiberlappen erste Aktin- und erste Myosinschichtlinie (ALL 1, bzw.
MLL 1) teilweise. Auf dem Meridian liegt zuséitzlich noch der Troponinreflex Tn 1 im glei-
chen Bereich. Aus diesem Grund wurde ein weiterer Vertikalschnitt ohne Beriicksichtigung
des Meridians mit geringerer Breite durchgefiihrt. Er entspricht dem Bereich b in Abbildung
3.1 (0,038 - 0,205 nm'l). In Abbildung 3.3 ist der Verlauf des integrierten Vertikalschnitts
nach Abzug des Maschinenhintergrunds zu sehen (blaue Linie). Die schwarze Linie entspricht
dem Verlauf nach Abzug des Streuungshintergrunds (rot).
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Abbildung 3.2: Vertikalschnitt iiber einen Quadranten des Rontgendiffraktionspatterns
unter Relaxationsbedingungen

Blau: Verlauf des Vertikalschnitts (0 - 0,205 nm’l) nach Abzug des Maschinenhintergrunds, rot: von Hand an-
gelegter Hintergrundverlauf, schwarz: Verlauf nach Abzug des verbliebenen Streuungshintergrunds. Die Posi-
tionen von MLL 1, Tn 1, sowie ALL 1, 6 und 7 sind durch die Pfeile angegeben.

30000
25000
20000

15000

relative Intensitat

10000

5000 —

0L —4 : s
1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 Kanal

I .
0,00 0,02 0,04 006 008 0,00 0,2 0,14 0,76 0,18 0,20 0,22 nm’

Abbildung 3.3: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich des Rontgendiffrak-
tionspatterns unter Relaxationsbedingungen

Blau: Verlauf des Vertikalschnitts (0,038 - 0,205 nm™) nach Abzug des Maschinenhintergrunds. Rot: von Hand
angelegter Hintergrundverlauf, schwarz: Verlauf nach Abzug des verbliebenen Streuungshintergrunds. Die Posi-
tionen von MLL 1, ALL 1, 6 und 7 sind durch die Pfeile angegeben. Der steile Peak bei Kanal 1700 (um
0,05 nm’™) ist ein Artefakt, das von einem auskristallisierten Bestandteil der Losung herriihrt (Katalase). Er hat
nichts mit der Streuung durch die Muskelstruktur zu tun.
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Man beachte bei Vergleich der Abbildung 3.2 und Abbildung 3.3 die unterschiedlichen Ska-
len der y-Achsen.
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Abbildung 3.4: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich, Subtraktion des
verbliebenen Hintergrunds

Der Verlauf des Vertikalschnitts entspricht dem aus Abbildung 3.3 (schwarze Linie). Um die Intensititen der
Peaks von ALL 1, 6 und 7 integrieren zu konnen, wurde der restliche verbliebene Hintergrund abgezogen. Zu
diesem Zweck wurde eine Basislinie verwendet, wobei die einzelnen Punkte auf die Minima der Aktin- bzw.
Myosinpeaks gesetzt wurden (rot). Den daraus resultierenden Intensititsverlauf zeigen Abbildung 3.5 und
Abbildung 3.26.

Die Peaks von ALL 6 und 7 reichen trotz Abzug des Streuungshintergrunds noch nicht bis zur
Nulllinie herunter. Aus diesem Grund wurde zur Integration der Flichen anhand der Regionen
neben den Peaks erneut eine Basislinie gezogen und der Bereich darunter von den Peaks sub-
trahiert (s. Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.5: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich von ALL 1, 6 und 7

Die erste Aktomyosinschichtlinie, sowie die Aktinschichtlinien sechs und sieben sind nebeneinander mit unter-
brochener Skalierung dargestellt. Die Hintergrundstreuung wurde vollstindig subtrahiert. Die Position von
ALL 1 wurde unter Zuhilfenahme eines Rigorpatterns ermittelt. Im Rigor sind praktisch alle Myosinkopfe am
Aktinfilament gebunden (Cooke und Franks, 1980, Lovell und Harrington, 1981), so dal ALL 1 maximale In-
tensitit erreicht, wiahrend die Intensitdt von MLL 1 sehr klein ist. Auf diese Weise konnte die Position von
ALL 1 bestimmt werden und dann die Intensititsanteile von ALL 1 und MLL 1 mit Hilfe eines Peakfits fiir
iiberlagerte Impulse errechnet werden.
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Nach der vollstindigen Eliminierung der Hintergrundstreuung wurden die Flichen der Peaks
von ALL 6 und 7 integriert. Um die Intensitit von ALL 1 ermitteln zu kénnen, wurden mit
Hilfe eines Peakfits fiir iberlagerte Impulse die jeweiligen Anteile von MLL 1 und ALL 1 am
Aktomyosinpeak berechnet. Eine Darstellung von ALL 1, 6 und 7 nebeneinander zeigt
Abbildung 3.5.

Die integrierten Intensititen der Aktinschichtlinien eins, sechs und sieben gibt Tabelle 3.1
wieder. Fir ALL 6 und 7 wurden die Intensitéiten in gleicher Weise auch auf dem Vertikal-
schnitt iiber den gesamten Quadranten bestimmt.

Aktinschichtlinie ganzer Quadrant extrameridional
(ALL) (Region a) (Region b)
1 nicht bestimmt 52
6 100 84
7 10 8

Tabelle 3.1: Relative Intensititen der Aktinschichtlinien unter Relaxationsbedingungen
(u =170 mM) im Experiment

Die Werte geben die relativen integrierten Intensitidten der Peaks von ALL 1, 6 und 7 aus Abbildung 3.2 und
Abbildung 3.3 wieder. Die Intensitdt von ALL 6 auf dem gesamten Quadranten wurde gleich 100 gesetzt.

Betrachtet man den horizontalen Verlauf der Schichtlinien, so kann man erkennen, daf} sich
ihre Maxima an verschiedenen Positionen befinden. Zur Demonstration zeigt Abbildung 3.6
den horizontal integrierten Verlauf der Aktinschichtlinien sechs und sieben.
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Abbildung 3.6: Horizontaler Verlauf von ALL 6 und 7 unter Relaxationsbedingungen

Integration der Intensitétsverldufe von ALL 6 und 7 in horizontaler Richtung (Verfahren s. Abschnitt 2.1.4).
Schnittbreiten: ALL 6: Kanile 2238 - 2364, ALL 7: Kanile 2383 - 2467, Vgl. Abbildung 3.5. Die erhaltenen
Datenpunkte wurden iiber 32 Kanile zusammengefafit und anschliefend tiber 5 Werte geglittet. Die ungefahren
Positionen der Maxima sind jeweils durch einen senkrechten Strich angedeutet.
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Sie liegen in einem Bereich mit niedrigem Streuungshintergrund und kénnen somit relativ
einfach horizontal integriert werden (s. Abschnitt 2.1.4). Das Maximum des Verlaufs von
ALL 6 liegt etwa bei 0,08 nm'l, das von ALL 7 bei ungeféahr 0,06 nm’'. Die Integration der so
ermittelten Intensitéiten ergibt ein Verhiltnis von 17 % fir ALL 7, wenn ALL 6 als 100 %
angenommen wird. Dieser Wert liegt etwa im Grofenordnungsbereich des Werts aus dem
Vertikalschnitt (10 %, s. Tabelle 3.1). Die Abweichung erklirt sich durch die unterschiedliche
Art der Auswertung. Eine horizontale Integration von ALL 1 ist in dieser Weise nicht mog-
lich, da die Uberlappung mit MLL 1 dem im Wege steht. Aufgrund der relativ schwierigen
Bestimmung der Peakposition von ALL 1 wurden bereits veroffentlichte Daten herangezogen
(Kraft et al., 2002). Demzufolge liegt die horizontale Peakposition der ersten Aktinschicht-

e . -1
linie im Bereich von etwa 0,1 nm .

3.1.2 Aufbau des Modells zur Modellierung der Aktinschichtlinien

<— ALL7
<— ALL6
<— ALLS
<— ALL4
<— ALL3
<— ALL 2
<— ALL1
<— Aquator

MeridianT 2

a) b) ¢) b

Abbildung 3.7: Projektion und Diffraktionsbild eines modellierten Aktinfilaments, be-
stehend aus Aktin und Tropomyosin

a) Projektion eines Aktinfilaments, bestehend aus 360 Aktinmonomeren und je 25 Tropomyosinmolekiilen auf
jeder Seite. Zur Projektion wurde ein Bild mit 1024 x 1024 Pixeln verwendet. Aus Platzgriinden ist nur der rele-
vante Bereich abgebildet. Der herausvergroBerte Bereich daneben (b) 146t eine Einschédtzung der erhaltenen
Auflosung zu (ein Pixel entspricht ungefihr einem Nanometer). c) Diffraktionsbild der Projektion in linearer
Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 10000). Nach der Berechnung der FFT wurden die Amplitudenwerte
quadriert, um die Intensitdten zu erhalten. Zum Vergleich mit den experimentell erhaltenen Bildern wurde das
Bild gefaltet. Zur besseren Vergleichbarkeit von Experiment und Modell wurde der gleiche Bildausschnitt ver-
wendet wie in Abbildung 3.1. Die mit a bzw. b gekennzeichneten Bereiche entsprechen denen aus Abbildung 3.1
(a: 0-0,205 nm, b: 0,038 - 0,205 nm’™).

Aus den Strukturdaten von Aktin und Tropomyosin wurde, wie in Abschnitt 2.2.1 beschrie-
ben, ein Filament aufgebaut und projiziert. AnschlieBend wurden mit Hilfe der FFT die Inten-
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sitdten berechnet (s. Abschnitt 2.2.4). In Abbildung 3.7 sind die Projektion und das daraus
resultierende Diffraktionsbild eines Aktinfilaments, bestehend aus 360 Aktinmonomeren und
50 Tropomyosindoppelstringen, zu sehen. Alle in diesem Bildausschnitt vorhandenen Aktin-
schichtlinien (ALL 1 - 7) sind gut zu erkennen.

Zundchst muflte eine sinnvolle Position des Tropomyosins am Aktinfilament festgelegt wer-
den.

3.1.2.1 Azimuthale Tropomyosinposition

Im Falle eines unregulierten Filaments, also in Abwesenheit von Troponin, wird die Tropo-
myosinposition von der Calciumkonzentration praktisch nicht beeinfluf3t. Ein natives Aktin-
filament enthélt jedoch Troponin, welches, abhingig von der vorliegenden Calciumkonzen-
tration dazu fiihrt, daB3 das Tropomyosin verschiedene azimuthale Positionen am Aktinfila-
ment einnehmen kann (Haselgrove, 1972, Huxley, H. E., 1972, Parry und Squire, 1973). Ab-
hingig davon verdndern sich die Intensititen bzw. Peakpositionen der Aktinschichtlinien
(Huxley, H. E., 1971, Huxley, H. E., 1972). Dies geschieht im Modell auch, ohne dall Tropo-
nin vorliegt. Abbildung 3.8 zeigt die horizontalen Schichtlinienverldufe von ALL 1, 2 und 6
in Abhingigkeit von der Tropomyosinposition. Die Intensitdten bei einer azimuthalen Posi-
tion von 0° entsprechen der Position am unregulierten Filament wie sie bei Lorenz et al.
(1995) beschrieben wird.

4500000 -
4000000 —
3500000 -
3000000 —
2500000

2000000 —
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500000 —

Meridian]
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0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 nm"
a) b)

Abbildung 3.8: Modellierte Intensitiitsverteilungen entlang ALL 1, 2 und 6 bei unter-
schiedlichen azimuthalen Tropomyosinpositionen

a) Horizontale Schnitte iiber die Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs. Die Schichtlinienintensititen von
ALL 1 (schwarz) und ALL 2 (rot) werden stark von der azimuthalen Position des Tropomyosins am Aktinfila-
ment beeinflult. ALL 6 (blau) ist praktisch unabhingig von der Tropomyosinposition. Die Intensititen von
ALL 1 und 2 bei 0° entsprechen der Position am unregulierten Filament, wie sie bei Lorenz et al. (1995) be-
schrieben wird. Die Gradzahlen geben relativ dazu die azimuthalen Winkel der Tropomyosinpositionen am Ak-
tinfilament an. b) Lage und Breite der Schnitte auf dem Diffraktionsbild. Das Pattern entspricht dem aus
Abbildung 3.7, wobei die beiden rechten Quadranten in der vollen Breite dargestellt sind, die fiir die Schnitte
beriicksichtigt wurde.

Bei der Betrachtung von Abbildung 3.8 wird deutlich, daB} sich die Intensitétsverteilungen der
ersten und zweiten Aktinschichtlinie, abhiingig von der azimuthalen Tropomyosinposition,
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stark verdndern. Dabei verhalten sich diese beiden Schichtlinien entgegengesetzt zueinander.
Eine hohe erste Aktinschichtlinie ist von einer niedrigen zweiten begleitet und umgekehrt.
AufBerdem verdndern beide Schichtlinien ihre Peakposition. Das Maximum der ersten wandert
nach auflen, je mehr das Tropomyosin von den S1-Bindestellen frei gibt. Das Maximum der
zweiten Aktinschichtlinie bewegt sich entgegengesetzt. Das Intensitidtsprofil von ALL 6 ist
von der Tropomyosinposition praktisch unabhéngig und ihre Peakposition bleibt ebenfalls
unverdndert. Anhand der relativen Intensitdten von ALL 1 und 2 zueinander wurde die off-
Position des Tropomyosins, also im regulierten Filament bei niedriger Calciumkonzentration,
bestimmt. Sie wurde als +10°, relativ zum Modell von Lorenz et al. (1995), angenommen. Ein
groflerer Wert hitte eine zu hohe erste Aktinschichtlinie zur Folge, ein kleinerer liee nicht
mehr viel Raum fiir einen Anstieg von ALL 2 beim Wechsel in die on-Position. Ein in diesem
Bereich liegender Wert wurde auBerdem mehrfach in der Literatur beschrieben (s. Abschnitt
4.4.1).

3.1.2.2 Vervollstindigung des Modells mit Troponin

Bislang wurde in der Literatur keine vollstdndige Troponinstruktur beschrieben. Aus diesem
Grund wurde fiir das Modell ein Troponinmolekiil, in Anlehnung an bekannte Teilstrukturen,
selbst entworfen (s. Abschnitt 2.2.2). Es orientiert sich an den Angaben zu Masse, dullerer
Form und Lage aus der Literatur.

a) b)

Abbildung 3.9: Ausschnitt aus einem modellierten Aktinfilament im off-Zustand

a) Ausschnitt eines Aktinfilaments, bestehend aus 16 Aktinmonomeren (blau), zwei Tropomyosindoppelstringen
(gelb) und zwei Troponinmolekiilen in off-Position (rot). Der azimuthale Winkel des Tropomyosins betrigt
relativ zum Modell von Lorenz ef al. (1995) +10°. Das obere Filamentende zeigt zur Z-Scheibe, das untere zur
M-Linie. b) Querschnitt durch das Filament mit Beginn an der gestrichelten Linie aus a). Der Blick fillt auf die
Schnittstelle, wobei nur der untere Teil des Filaments sichtbar ist. Beide Graphiken wurden mit dem Programm
RASMOL (Sayle und Milner-White, 1995) erzeugt.
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Da sich die Intensititen von ALL 1 und 2 in Abhingigkeit von der azimuthalen Tropomyo-
sinposition dndern (Abbildung 3.8), wurde anhand der relativen Intensitdten von ALL 1 und 2
zueinander die off-Position des Tropomyosins bestimmt (Abschnitt 3.1.2.1). Die off-Position
des Tm-Tn-Komplexes mit niedriger Calciumkonzentration wurde dementsprechend als +10°,
relativ zum Modell von Lorenz et al. (1995), angenommen. Einen Ausschnitt aus der im Mo-
dell verwendeten Aktinfilamentstruktur zeigt Abbildung 3.9. Dabei wurde sichergestellt, dafl
die Parameter dieser Simulation in sinnvollen Bereichen liegen und sich mit Angaben aus der
Literatur decken. Das auf diese Weise erstellte Modell wurde projiziert und die Intensitdten
bestimmt. Das Resultat ist in Abbildung 3.10 zu sehen.

a) b) c) b
Abbildung 3.10: Projektion und Diffraktionsbild eines modellierten Aktinfilaments, be-
stehend aus Aktin, Tropomyosin und Troponin

a) Projektion eines Aktinfilaments, bestehend aus 360 Aktinmonomeren und zwei, einander gegeniiber verlau-
fenden Sitzen von je 25 Tropomyosin- und Troponinmolekiilen. Die urspriingliche Bildgroe betrug
1024 x 1024 Pixel. In der AusschnittsvergroBBerung (b) 146t sich die Lage der Troponinmolekiile gut erkennen.
c) Diffraktionsbild der Projektion in linearer Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 50000). Die mit a bzw. b
gekennzeichneten Bereiche entsprechen denen aus Abbildung 3.1 (a: 0 - 0,205 nm’!, b: 0,038 - 0,205 nm’l).

Schon beim fliichtigen Vergleich dieses modellierten Diffraktionsbilds mit dem im Experi-
ment unter Relaxationsbedingungen aufgenommenen Pattern aus Abbildung 3.1 fallen deutli-
che Unterschiede auf. Wihrend im Modell praktisch alle Aktinschichtlinien im gezeigten Be-
reich sowie die Troponinreflexe eins bis fiinf gut zu erkennen sind und die Schichtlinien mit
zunehmender Entfernung vom Meridian etwa gleich breit bleiben, zeigt das experimentell
ermittelte Intensitédtsbild nur ALL 1, 6 und 7. Dabei ist eine zunehmende Verbreiterung der
Schichtlinien mit dem Abstand vom Meridian zu beobachten, auerdem sind nur die Tropo-
ninreflexe eins bis drei sichtbar. Eine quantitative Ubereinstimmung der Schichtlinienintensi-
tiaten und der Schichtlinienbreiten zu modellieren, welche den experimentellen Daten entspre-
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chen, war ohne Beriicksichtigung weiterer Parameter nicht moglich. Es fehlten Effekte, wel-
che zur Verbreiterung der Schichtlinien und zur Intensititsabnahme der im Experiment nur
schwach oder gar nicht ausgeprigten Aktinschichtlinien bzw. Troponinreflexe fiithren. Zur
Simulation dieser Charakteristika im Experiment wurden bestimmte Typen von Disorder im
Modell beriicksichtigt. In der folgenden Auflistung sind einige der real vorkommenden Dis-
ordereffekte beschrieben. Sie wurden als Ansatzstellen fiir die Simulation von Disorder ver-
wendet:

1. Das Aktinfilament liegt nicht gleichmifBig gedreht vor (Hanson, 1967, Egelman et al.,
1982) und

2. es folgt in sich selbst keinem vollstindig geradlinigen Verlauf (Abbildung 3.17 a).

3. Das Tropomyosin folgt dem Verlauf der Aktinhelix nicht exakt (Squire, 1975, s. Ab-
schnitt 4.2.2).

4. Die Myofibrillen innerhalb einer Faser verlaufen nicht genau parallel nebeneinander
(Abbildung 3.17 a, b).

5. Die Fasern im natiirlichen Muskel sind nicht exakt parallel nebeneinander angeordnet
(Abbildung 3.17 c). Dies gilt ebenso fiir das Faserarray, zu welchem die Fasern fiir die
Experimente montiert wurden (Abbildung 3.17 d). Dabei kann der Effekt in vivo noch
stiarker ausgeprégt sein.

Die Punkte eins bis drei betreffen in direkter Weise die Darstellung der Molekiile im Modell.
Diese Parameter muflten beim Aufbau der Aktinhelix beriicksichtigt werden. Punkt vier und
fiinf wurden durch eine nachtrigliche Bearbeitung der modellierten Diffraktionsbilder reali-
siert (,,Verkippung®, s. Abschnitt 2.2.3.3). Die nichsten drei Kapitel beschreiben die Auswir-
kungen der Simulation dieser Disordertypen auf die Intensitidtsverteilung der erzeugten Dif-
fraktionsbilder.

3.1.2.3 Variabler Aktintwist

Der variable Aktintwist, d. h. die Variation des Drehwinkels zwischen zwei aufeinander fol-
genden Aktinmonomeren, wurde unter Beriicksichtigung der elektronenmikroskopischen
Untersuchungen von Hanson (1967) und in Anlehnung an das Modell von Egelman et al.
(1982) simuliert. Um das Tropomyosin kontinuierlich mit dem Verlauf der Aktinhelix mitfiih-
ren zu konnen, wurde der variable Aktintwist in dieser Arbeit, anders als bei Egelman et al.
(1982) beschrieben, mit Hilfe von eindimensionalen Splinekurven realisiert (Vgl. 2.2.3.1).
Auch wenn mit beiden Verfahren eine Verteilung der Crossoverldngen mit der gleichen Stan-
dardabweichung simuliert wird, unterscheiden sich die resultierenden Diffraktionsbilder in
der Intensititsverteilung auf den Aktinschichtlinien deutlich voneinander. Um eine moglichst
grofle Variationsbreite verschiedener Twistwinkel zu erhalten, wurde dazu iibergegangen,
nicht nur ein Filament zu modellieren. Fiir die Berechnung eines Modellbilds wurden zehn
Einzelfilamente mit jeweils randomisierten Twistwinkeln erzeugt, von jedem Bild einzeln die
Intensititen berechnet und diese dann aufaddiert und gemittelt. Abbildung 3.11 zeigt die un-
terschiedliche Auswirkung des variablen Aktintwists, simuliert mit Splinekurven, bzw. mit
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kumulativem Disorder (Egelman et al., 1982) auf die Intensititen der Aktinschichtlinien. Als
Referenz dient ein einzelnes Filament ohne Disorder. Aufgrund der Schwierigkeiten mit der
Anpassung von Tropomyosin und Troponin beim kumulativen Disorder, wurden jeweils nur
Aktinhelices ohne regulatorische Proteine generiert.
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Abbildung 3.11: Vertikalschnitt iiber einen Quadranten modellierter Diffraktionspat-

tern mit unterschiedlich simuliertem variablen Aktintwist

Schwarz: Vertikalschnitt iiber das modellierte Diffraktionsbild einer einzigen Aktinhelix ohne Disorder. Rot:
Gemittelt aus den Intensitdten von zehn einzelnen Helices, bei denen der variable Aktintwist mit Splinekurven
modelliert wurde (Vgl. Abschnitt 2.2.3.1). Griin: Gemittelt aus den Intensititen von zehn einzelnen Helices, bei
denen der variable Aktintwist mit kumulativem Disorder modelliert wurde. Die Standardabweichung der Cross-
overldangen, jeweils bestimmt iiber alle zehn Einzelfilamente die mit Splinefunktionen bzw. kumulativem Disor-
der simuliert wurden, betrdgt in diesem Beispiel jeweils 3,8 nm. Die Schnittbreite entspricht dem Bereich a aus
der Abbildung 3.1 (0 - 0,205 nm’l). Der Bereich, in dem ALL 3 bis 5 lagen, wurde hier zugunsten einer deutli-
cheren Darstellung von ALL 1, 2, 6 und 7 nicht beriicksichtigt.

Sowohl der mit variablen Splinekurven, als auch der mit kumulativem Disorder simulierte
variable Aktintwist bewirken einen Intensitédtsabfall auf allen in der Abbildung 3.11 gezeigten
Aktinschichtlinien. In beiden Fillen ist der Riickgang auf ALL 1 und 2 stérker, als auf ALL 6
und 7. Allerdings wirkt sich das kumulative Disorder (griine Linie) deutlich stdrker aus, als
der mit den Splinekurven modellierte variable Aktintwist (rote Linie). Ein Vergleich der bei-
den vorgestellten Methoden findet in der Diskussion statt (s. Abschnitt 4.2.1).

Zur Simulation des variablen Aktintwists eines vollstindigen Aktinfilaments mit Tropomyo-
sin und Troponin wurden im Modell die Splinekurven verwendet. Der Twist fiihrte zwar zu
einer leichten Verbreiterung der Reflexe, die Stirke dieses Effekts war jedoch vergleichswei-
se gering. Abbildung 3.12 zeigt die Projektion von zehn Aktinfilamenten mit unterschiedli-
chem Twist, sowie das aus den gemittelten Intensitéiten resultierende Diffraktionsbild.
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Abbildung 3.12: Projektion und Diffraktionsbild modellierter Aktinfilamente mit varia-
blem Aktintwist

a) Projektion von zehn Aktinfilamenten mit variablem Aktintwist. Jedes Filament wurde einzeln auf 1024 x
1024 Pixel projiziert und die Intensitét berechnet. b) Gemittelte Intensitdten aus den Diffraktionsbildern der zehn
Projektionen in linearer Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 50000). Die mit a bzw. b gekennzeichneten Be-
reiche entsprechen denen aus Abbildung 3.1 (a: 0 - 0,205 nm'l, b: 0,038 - 0,205 nm'l).

Die Aktinschichtlinien eins bis sieben sind zu erkennen, wobei ALL 4 sehr schwach ist. Die
Troponinreflexe Tn 1 bis 5 sind gut sichtbar. Der Aktintwist fiihrt zu einer Verbreiterung ins-
besondere der Aktinschichtlinien eins und zwei. In Abbildung 3.13 sind die Intensititen der
Aktinschichtlinien aus dem gemittelten Diffraktionsbild im Vertikalschnitt dargestellt.

Durch den variablen Aktintwist sinken die Intensitdten aller hier betrachteten Aktinschichtli-
nien. Allerdings ist dieser Abfall nicht gleichmifBig. ALL 1 und 2 sind stirker von diesem
Effekt betroffen als ALL 6 und 7. Gleichzeitig mit dem Intensitétsabfall verbreitern sich die
Schichtlinien. Auch die Verbreiterung wirkt sich bei ALL 1 und 2 stirker aus als bei ALL 6
und 7. Da die absolute Intensitdt des gesamten Bilds gleich bleiben muf, schlieBlich ver-
schwindet mit dem Twist keine Masse aus dem Modell, kommt es nur zu einer Verlagerung
der Intensititen an eine andere Position. Diese erklart sich relativ einfach, wenn man beriick-
sichtigt, dal durch den Twist die Abschnitte einzelner Umdrehungen (Crossover) der Long-
Pitch Helix (36 nm) unterschiedlich lang werden. Somit &ndert sich das Spacing fiir die
Schichtlinien, viele Umdrehungen sind noch so lang wie vorher, aber einige sind kiirzer und
andere ldanger. Die Auswirkungen auf ALL 1 und 2 sind stérker als auf ALL 6. Sie nehmen
generell von innen nach auflen hin ab. Dies geschieht deshalb, weil die mittlere Winkelabwei-
chung der Long-Pitch Helix, welche ALL 1 direkt betrifft, groBer ist als die der Monomere in
der einzelstringigen Helix, welche ALL 6 direkt betrifft (Vgl. Abschnitte 1.1.2 und 1.2.2).
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Abbildung 3.13: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich des modellierten
Diffraktionspatterns mit und ohne variablen Aktintwist

Schwarz: Vertikalschnitt tiber das modellierte Diffraktionsbild eines einzigen Aktinfilaments ohne variablen
Aktintwist (Abbildung 3.10), rot: Vertikalschnitt tiber das Diffraktionsbild, gemittelt aus den Intensititen von
zehn Einzelfilamenten, projiziert mit variablem Aktintwist (Abbildung 3.12). Die Schnittbreite entspricht dem
Bereich b aus den beiden Abbildungen.

3.1.2.4 Variabler Tropomyosintwist

Neben dem Aktintwist wurde beriicksichtigt, da3 das Tropomyosin per se nicht in priziser
Weise der Aktinhelix folgen muf3. Leider ist wenig dariiber bekannt, wie beweglich Tropo-
myosin tatsichlich ist. Aus diesem Grund wurde der Effekt auf die Schichtlinienintensititen
mit verschiedenen Stirken der Abweichung getestet. In Anlehnung an den variablen Aktin-
twist, der fiir die vom Normalwinkel abweichenden Drehwinkel der Aktinmonomere steht,
wird der von der Normalposition abweichende Verlauf des Tropomyosins hier als variabler
Tropomyosintwist bezeichnet.

Um den kontinuierlichen Verlauf der Tropomyosinmolekiile zu gewihrleisten, wurden auch
hier wieder Splinefunktionen zum Erzeugen der Abweichungswinkel verwendet (s. Abschnitt
2.2.3.2). Da es Hinweise darauf gibt, dal Troponin das Tropomyosin am Aktinfilament ver-
ankert (Hitchcock et al., 1973, Potter und Gergely, 1974, Hitchcock, 1975, Ohtsuki und Shi-
raishi, 2002), wurden die Enden der Tropomyosinmolekiile, an denen sich auch das Troponin
befindet, fix gelassen. Der Verlauf zwischen zwei Fixpunkten wurde unterschiedlich stark
variiert. In Abbildung 3.14 sind die Projektionen von zehn Aktinfilamenten mit schwach aus-
geprigtem variablen Tropomyosintwist, sowie das aus den gemittelten Intensitéiten resultie-
rende Diffraktionsbild dargestellt.
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Abbildung 3.14: Projektion und Diffraktionsbild modellierter Aktinfilamente mit varia-
blem Tropomyosintwist

a) Projektion von zehn Aktinfilamenten mit schwachem variablen Tropomyosintwist. Jedes Filament wurde
einzeln auf 1024 x 1024 Pixel projiziert und die Intensitiit berechnet. b) Gemittelte Intensititen aus den Diffrak-
tionsbildern der zehn Projektionen in linearer Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 50000). Die mit a bzw. b
gekennzeichneten Bereiche entsprechen denen aus Abbildung 3.1 (a: 0 - 0,205 nm'l, b: 0,038 - 0,205 nm").
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Abbildung 3.15: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich des modellierten
Diffraktionspattern mit und ohne variablen Tropomyosintwist

Schwarz: Vertikalschnitt tiber das modellierte Diffraktionsbild eines einzigen Aktinfilaments ohne variablen
Tropomyosintwist (Abbildung 3.10), rot: Vertikalschnitt iiber das Diffraktionsbild, gemittelt aus den Intensitédten
von zehn Einzelfilamenten, projiziert mit schwachem variablen Tropomyosintwist (Abbildung 3.14). Griin:
mittlerer variabler Tropomyosintwist, blau: starker variabler Tropomyosintwist. Die Schnittbreite entspricht dem
Bereich b aus den beiden Abbildungen.
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Die Aktinschichtlinien eins bis sieben sind gut zu erkennen, Tn 1 - 5 sind ebenfalls gut sicht-
bar. Die Auswirkung des Tropomyosintwists ist in dieser Darstellung praktisch nicht zu sehen
(Vgl. Abbildung 3.10, ohne Twist).

Abbildung 3.15 zeigt die Intensitéiten dreier gemittelter Diffraktionsbilder mit unterschiedlich
starkem variablen Tropomyosintwist im Vertikalschnitt. Der variable Tropomyosintwist wirkt
sich praktisch nur auf die Intensititen der ersten und zweiten Aktinschichtlinien aus (Vgl.
Abschnitt 1.2.2). Die Peakhohen dieser beiden Reflexe sinken, gleichzeitig steigt der Bereich
vor allem um ALL 1 herum leicht an. Insgesamt ist der Effekt unter den hier getesteten Be-
dingungen jedoch eher schwach ausgeprigt, so daB3 er in der gewéhlten Darstellung auf dem
Diffraktionsbild in Abbildung 3.14 praktisch nicht zu erkennen ist. In Tabelle 3.2 sind die
Maximalauslenkungen der Kurvenstiitzpunkte, sowie die Standardabweichungen aller Winkel
zu finden, welche fiir die Erzeugung der Modellbilder, die Abbildung 3.15 zugrunde liegen,
verwendet wurden (Vgl. Abschnitt 2.2.3.2).

Auslenkung schwach mittel stark

Maximalauslenkung [°] -21,4 bis 21,7 -47,7bis 42,4 | -53,8 bis 79,7

Standardabweichung [°] 7,7 15,3 22,2

Tabelle 3.2: Statistik der Kurvenstiitzpunkte des variablen Tropomyosintwists

Angegeben sind die Maximalauslenkungen der Kurvenstiitzpunkte sowie ihre Standardabweichungen. Sie wur-
den zur Generierung des variablen Tropomyosintwists der Aktinfilamente verwendet, die auch Abbildung 3.15
zugrunde liegen. Fiir jede Auslenkungsstiarke wurden zehn Filamente eingesetzt. Die starke, aber auch die mittle-
re Auslenkung scheinen aufgrund ihrer grofen Maximalauslenkungen unrealistisch.

In Abbildung 3.16 sind die Auslenkungen der Kurvenstiitzpunkte, die zur Berechnung der
Auslenkungswinkel verwendet wurden, graphisch dargestellt.
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Abbildung 3.16: Graphische Darstellung der Auslenkungswinkel des variablen Tropo-
myosintwists

Abgebildet sind die Auslenkungswinkel aller Stiitzpunkte fiir die jeweils zehn Filamente mit schwacher (rot),
mittlerer (griin) und starker Abweichung (blau), entsprechend Tabelle 3.2. Die Stiitzpunkte der Fixpunkte haben
die Winkelauslenkung 0°, dadurch kommt der zackenférmige Verlauf zustande.
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Wie man in der Abbildung sehen kann, liegen die Auslenkungsmaxima bei der starken Aus-
lenkung (blau) im Bereich zwischen 30° und 60°. Auch bei der mittleren Auslenkung (griin)
wird ein Winkel von 30° noch teilweise tiberschritten. Aus diesem Grund scheinen die starke,
aber auch die mittlere Auslenkung eher unrealistisch zu sein. Im folgenden wurde deshalb der
schwache variable Tropomyosintwist fiir das Modell verwendet.

3.1.2.5 Dreidimensionaler Verlauf der Aktinfilamente, Myofibrillen und
Einzelfasern

Neben der Vertwistung des Aktinfilaments und einer gewissen Streuung der Aufenthaltswahr-
scheinlichkeit des Tropomyosins gibt es noch eine andere Art von Disordertypen, die sich
aber alle in einer dhnlichen Weise duflern. Zum einen folgen Aktin- und Myosinfilamente
keinem geradlinigen Verlauf. Vielmehr werden sie durch angrenzende Zellkerne oder Mito-
chondrien in kurvige Verldaufe gebogen (s. Abbildung 3.17 a, b). Diese Auslenkung betrigt in
der Abbildung 3.17 a bis zu einem Fiinftel der Linge der Aktinfilamente. Neben solch starken
Abweichungen sind viele, weniger stark gebogene Filamente vorhanden. Natiirlich kann nicht
ausgeschlossen werden, dal durch die Vorbehandlung des Priparats fiir die EM-Aufnahme
ein Schrumpfungseffekt eintrat, und da3 die Myofibrillen unter nativen Bedingungen enger
zusammen liegen. Dennoch ist schon aufgrund der Verteilung der Mitochondrien und Zell-
kerne ein vollstandig paralleler Verlauf aller Filamente ausgeschlossen. Die Frage ist ledig-
lich, wie grof3 die Abweichung ist, bzw. wie die Verteilung der unterschiedlich starken Aus-
lenkungen aussieht.

Zu diesem Effekt, der sich direkt auf die Struktur einzelner Aktinfilamente bezieht, kommen
noch zwei weitere, die sich in ihrer Auswirkung auf das Rontgendiffraktionsbild @hnlich ver-
halten. Zum einen verlaufen die Myofibrillen innerhalb einer Faser nicht exakt parallel zuein-
ander. Dies ist in Abbildung 3.17 b zu sehen, in der die einzelnen Myofibrillen, getrennt
durch Mitochondrien, gut zu erkennen sind. Hier betrigt die Abweichung vom geradlinigen
Verlauf bis zu 10°. Zum anderen sind die Fasern im natiirlichen Muskel, wie im montierten
Einzelfaserarray, nicht vollstindig parallel ausgerichtet (Abbildung 3.17 c, d).

Abbildung 3.17: EM-Aufnahmen von Skelettmuskelfasern und montierte Fasern in ei-
ner MeBkammer (folgende Seite)

a) aus Huxley, H. E. (1957b), Ausschnitt aus Plate 206, M. psoas, VergroBBerung 60000fach. Die Pfeile deuten
auf besonders stark gekriimmt verlaufende Aktinfilamentabschnitte im Randbereich der Myofibrillen. b) aus
Voet und Voet (1992), Ausschnitt aus Abb. 34-42, Skelettmuskel; K: Zellkern, der am Rand einer Faser liegt.
Die Filamente in den Sarkomeren verlaufen entlang des Zellkerns leicht gekriimmt. Die nebeneinander liegenden
Mpyofibrillen verlaufen mehr oder weniger schrig zueinander (der Versatz links oben ist vermutlich ein Prédpara-
tionsartefakt). c) aus Welsch (2003), Abb. 3.3-6, humane Skelettmuskelzellen nach Eisenhdmatoxylinfirbung;
VergroBerung 140fach. Die Muskelfasern verlaufen nicht vollstindig parallel zueinander. d) Aufnahme von 30
zu einem Array montierten Einzelmuskelfasern in einer MeSkammer. Die Linge der Fasern betrigt etwa 3 cm.
Der obere und untere Pfeil deuten auf die zur Befestigung verwendeten Tropfchen aus Histoacryl und Silikon,
der Pfeil in der Mitte zeigt auf die senkrecht verlaufenden Einzelmuskelfasern. Durch die Biindelung von Hand
wird keine absolut pridzise Anordnung erreicht, das Array zeigt eine leicht konische Form. Das Farbenspiel
kommt durch Interferenz bei der Lichtbeugung an der Sarkomerenstruktur zustande.
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Selbst bei einer guten Montage kommen noch geringfiigige Abweichungen zustande. Sie be-
wegen sich im Rahmen von wenigen Grad. Diese beiden Effekte, der nicht vollstindig paral-
lele Verlauf von Myofibrillen und Einzelfasern, beziehen sich auf den Zusammenschlu3 meh-
rerer Sarkomere, betreffen also nicht direkt das Einzelfilament.

Zur Simulation des gebogenen Verlaufs der Aktinfilamente bzw. der Abweichungen von
Myofibrillen und Einzelfasern vom parallelen Verlauf, wurden zwei unterschiedliche Verfah-
ren eingesetzt. Der Verlauf einzelner Aktinfilamente wurde mit Hilfe von dreidimensionalen
kubischen Splinekurven modelliert (s. Abschnitt 2.2.3.3). Je nach Auslenkung der Kurven-
stiitzpunkte entstehen dabei mehr oder weniger stark ausgelenkte Aktinfilamente. Abbildung
3.18 zeigt den Verlauf von 50 Einzelfilamenten, wobei zur Modellierung unterschiedliche
Auslenkungen der Splinekurven eingesetzt wurden. Die Maximalauslenkung der Kurven-
punkte entspricht der der Filamente aus Abbildung 3.17 a. Da keine Daten zur tatsichlichen
statistischen Verteilung der Auslenkungen einzelner Filamente in einer Faser vorliegen,
wurde zur Vereinfachung eine Gauss-verteilte Abweichung der fiir die Kurvenerzeugung
verwendeten Kurvenpunkte angenommen.
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Abbildung 3.18: Mit dreidimensionalen Splinekurven simulierter Kurvenverlauf der
Aktinfilamente

a) Projektion von 50 Aktinfilamenten mit zufdllig unterschiedlicher Auslenkung. b) graphische Darstellung der
verwendeten Kurvenpunkte an den Filamentenden auf der xy-Ebene. Die Standardabweichung der Abstinde
aller Kurvenpunkte vom Mittelpunkt (Koordinaten 0, 0) betrdgt 39 nm. Die Anfangspunkte aller Filamente lie-
gen im Mittelpunkt der xy-Ebene.

An dieser Stelle sei erwiéhnt, dal jeder Kurvenpunkt zwar durchlaufen werden muf3, jedoch
kann die Auslenkung eines Filaments im Bereich zwischen zwei Kurvenpunkten groBer sein,
als die eines der beiden Punkte. Demzufolge handelt es sich bei den in Abbildung 3.18 darge-
stellten Auslenkungen nicht um die Maximalauslenkungen der Kurvenverlidufe. Diese konnen
geringfiigig stirker ausfallen, als die Maximalauslenkungen der Kurvenpunkte.

In Abbildung 3.19 ist das aus der Projektion aus Abbildung 3.18 berechnete Diffraktionsbild
zu sehen.
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< ALL7
<— ALL 6
<— ALLS

<— ALL?2
< ALL1
<— Aquator

Abbildung 3.19: Diffraktionsbild von 50 mit kurvigem Verlauf modellierten Aktinfila-
menten

Gemittelte Intensitidten aus den Diffraktionsbildern der 50 Projektionen aus Abbildung 3.18 in linearer Darstel-
lung Minimum: 0, Maximum: 300000). Jedes Filament wurde vorher einzeln auf 1024 x 1024 Pixel projiziert
und die Intensitéit berechnet. Die mit a bzw. b gekennzeichneten Bereiche entsprechen denen aus Abbildung 3.1
(a: 0-0,205 nm, b: 0,038 - 0,205 nm™).
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Abbildung 3.20: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich des modellierten
Diffraktionspatterns mit und ohne dreidimensionale Splinekurven

Schwarz: Vertikalschnitt iiber das modellierte Diffraktionsbild eines einzigen Aktinfilaments ohne Verbiegung
(Abbildung 3.10), rot: Vertikalschnitt iiber das Diffraktionsbild, gemittelt aus den Intensitidten von 50 Einzelfila-

menten, projiziert mit zufillig unterschiedlichem Verlauf der dreidimensionalen Splinekurven (Abbildung 3.18).
Die Schnittbreite entspricht dem Bereich b aus den beiden Abbildungen.
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Die Aktinschichtlinien verbreitern sich in ihrem Verlauf vom Meridian nach auf3en hin (Fan-
ning). Da durch die Verbreiterung die Intensititsmaxima der Schichtlinien gleichzeitig ab-
nehmen, sind einige Aktinschichtlinien in dieser Darstellung nur noch schwach (ALL 5) oder
gar nicht mehr sichtbar (ALL 3 und 4). Auch Tn 5 ist nicht mehr zu sehen (Vgl. Abbildung
3.10, ohne Kurvenverlauf der Filamente).

Die waagerecht ,,streifige” Struktur der Aktinschichtlinien riihrt daher, da dem Bild nur 50
Aktinfilamente zugrunde liegen. Diese Zahl ist offensichtlich nicht ausreichend, um eine vol-
lig gleichmiBige Verteilung der Intensitdten zu gewdhrleisten. Dies beeinflult zwar die Dar-
stellung des Patterns, dndert jedoch nichts wesentliches am Ergebnis.

Abbildung 3.20 zeigt die Intensititen der Aktinschichtlinien des Diffraktionsbilds aus
Abbildung 3.19 im Vertikalschnitt. Durch das Ineinanderlaufen der Intensitdten nebeneinan-
der liegender Schichtlinien entsteht als interessanter Nebeneffekt etwas, das dem Hintergrund
eines realen Diffraktionsbilds dhnelt. Nimmt man diesen von der Integration der Schichtlini-
enintensitidten aus, so liegen die Intensitdten von ALL 1 und 6 in einer dhnlichen Grof3enord-
nung.
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Abbildung 3.21: Durch Verkippung simulierter nicht paralleler Verlauf der Fasern und
Myofibrillen

a) Projektion eines verkippten Aktinfilaments, b) Gausskurve, welche die Stirke der Intensitét in Abhédngigkeit
vom verwendeten Dreh-, (Verkipp-)winkel angibt. Die Parameter zur Erzeugung der Gausskurve wurden so
gewihlt, daB die Offnung im Bereich von +5° liegt. Daraus ergibt sich fiir die Breite auf halber Hohe (FWHM)
ein Wert von 5,3°. Wie hier fiir die Projektion demonstriert, wurde zur Erstellung von Abbildung 3.22 das Inten-
sitdtsbild einer Projektion eines einzelnen Aktinfilaments mit einer Schrittweite von 0,1° jeweils einmal um
jeden Winkel zwischen £10° gedreht und mit dem entsprechenden Funktionswert der Gausskurve aus b) multi-
pliziert. AnschlieSend wurden alle auf diese Weise gedrehten Einzelbilder aufsummiert und gemittelt.

Der nicht ganz parallele Verlauf der Myofibrillen bzw. Fasern nebeneinander kann durch eine
Verkippung des Intensitétsbilds simuliert werden (Vgl. Abschnitt 2.2.3.3). Anhand der Ver-
laufe der Myofibrillen aus Abbildung 3.17 b und unter Beriicksichtigung einer mdglichen
Schieflage der montierten Fasern (Abbildung 3.17 d) wurde ein Wert von effektiv ca. £5° fiir
die Verkippung angenommen. Abbildung 3.21 zeigt diesen Effekt zur Veranschaulichung
anhand der Projektion eines Aktinfilaments.

69



Ergebnisse

<— ALL 7
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Abbildung 3.22: Diffraktionsbild eines Aktinfilaments nach Verkippung um ca. +5°

Diffraktionsbild eines projizierten Aktinfilaments ohne Disorder (Abbildung 3.10) nach Verkippung im Bereich
zwischen ca. +5° (FWHM der Gausskurve: 5,3°) in linearer Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 300000). Die
mit a bzw. b gekennzeichneten Bereiche entsprechen denen aus Abbildung 3.1 (a: 0 - 0,205 nm™', b: 0,038 -

0,205 nm™).
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Abbildung 3.23: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich der modellierten
Diffraktionspattern mit und ohne Verkippung

Schwarz: Vertikalschnitt iiber das modellierte Diffraktionsbild eines einzigen Aktinfilaments ohne Verkippung
(Abbildung 3.10). Rot: Vertikalschnitt iiber das Diffraktionsbild aus Abbildung 3.22 mit einer Verkippung um
ca. £5°. Die Schnittbreiten entsprechen jeweils dem Bereich b aus den beiden Abbildungen.
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Zur Erstellung der Diffraktionsbilder mit Verkippung wurden jedoch nicht die modellierten
Projektionen, sondern direkt die Intensitétsbilder verkippt (s. Abschnitt 2.2.3.3).

Das Intensitétsbild ist in Abbildung 3.22 zu sehen. Der Fanningeffekt nach der Verkippung ist
etwas schwicher, als bei der Darstellung der Intensitdten aus den Filamenten mit kurvigem
Verlauf (Vgl. Abbildung 3.19). Die Schichtlinien liegen deutlich voneinander getrennt vor
und der Aquator ist auf diesem Bild im AuBenbereich erheblich schmaler. ALL 3 und 4 sind,
wie Tn 5, nicht mehr sichtbar und ALL 5 ist nur noch schwach zu erkennen.

Die Intensititen der Aktinschichtlinien des Diffraktionsbilds im Vertikalschnitt sind in
Abbildung 3.23 dargestellt. Auch hier ist der Fanningeffekt gut zu erkennen. Die Verbreite-
rung der Schichtlinien ist allerdings so schwach, daf3 sie sich nur in geringem Mal3e iiberlap-
pen, so daB3 nur wenig Hintergrund entsteht.

3.1.2.6 Ergebnisse des Modells mit Disorder

Durch das Einbringen von Disorder ins Modell ist es gelungen, auch das experimentell beob-
achtete ,,Fanning* der Schichtlinien im Modell zu reproduzieren. Die Verbreiterung der
Schichtlinien hat zur Folge, da} sich diese mit zunehmendem Abstand vom Meridian nach
und nach iiberlagern und dadurch einen zunehmenden ,,Hintergrund* produzieren.

<— ALL7
<— ALLG6

<— ALL 2
<— ALL1
<— Aquator

MeridianT 2

b
Abbildung 3.24: Diffraktionsbild von 50 Aktinfilamenten mit Disorder

Gemittelte Intensitdten aus den Diffraktionsbildern von 50 Projektionen mit den in den Abschnitten 3.1.2.3 bis
3.1.2.5 besprochenen Disordertypen variabler Aktin- und Tropomyosintwist, Verlauf entlang von dreidimensio-
nalen Kurven und Verkippung in linearer Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 500000). Jedes Filament wurde
einzeln auf 1024 x 1024 Pixel projiziert und anschlieBend die Intensitiit berechnet. Erst nach der Aufsummierung
und Mittelung aller Einzelbilder wurde die Verkippung durchgefiihrt. Die mit a bzw. b gekennzeichneten Berei-
che entsprechen denen aus Abbildung 3.1 (a: 0 - 0,205 nm’l, b: 0,038 - 0,205 nm’l).

Abbildung 3.24 zeigt das modellierte Diffraktionsbild der gemittelten Intensititen von 50 Ak-
tinfilamenten mit allen in den Abschnitten 3.1.2.3 bis 3.1.2.5 beschriebenen Disordertypen
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variabler Aktin- und Tropomyosintwist, sowie dem Verlauf entlang von dreidimensionalen
Kurven und der Verkippung. ALL 3 bis 5 sind im Hintergrund verschwunden, von den Tro-
poninreflexen sind noch Tn 1 bis 4 sichtbar. Der Vergleich mit dem experimentell ermittelten
Diffraktionpattern aus Abbildung 3.1 zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem modellierten
Diffraktionsbild. Allerdings ist die Intensitdt von ALL 2 im Modell hoher als im Experiment,
zudem ist Tn 4 im Modell sichtbar, anders als es die experimentellen Daten zeigen.

Die Intensitdten der Aktinschichtlinien des modellierten Diffraktionsbilds im Vertikalschnitt
sind Abbildung 3.25 dargestellt.
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Abbildung 3.25: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich des modellierten

Diffraktionspatterns mit und ohne Disorder

Schwarz: Vertikalschnitt tiber das modellierte Diffraktionsbild eines einzigen Aktinfilaments ohne Disorder
(Abbildung 3.10). Rot: Vertikalschnitt tiber das Diffraktionsbild aus Abbildung 3.24. Die zugrunde liegenden
Diffraktionsbilder wurden gemittelt aus den Intensititen von 50 Einzelfilamenten, projiziert mit den in den Ab-
schnitten 3.1.2.3 bis 3.1.2.5 besprochenen Disordertypen variabler Aktin- und Tropomyosintwist, Verlauf ent-
lang von dreidimensionalen Kurven und Verkippung. Die Schnittbreiten entsprechen dem Bereich b aus den
beiden Abbildungen.

Hier ist zu erkennen, da3 im Modell mit Disorder durch den entstandenen Hintergrund die
Intensitit des Schichtlinienpeaks von ALL 1 mit dem von ALL 6 vergleichbar ist. Der Ver-
gleich des Modells mit den experimentellen Daten 148t sich besser durchfiihren, wenn der
Hintergrundverlauf von den simulierten Schichtlinienintensititen abgezogen wird (s. Ab-
schnitt 3.1.3).

3.1.3 Vergleich von Experiment und Modell

In diesem Kapitel soll ein direkter Vergleich des erstellten Modells mit den anfangs gezeigten
experimentellen Daten erfolgen. Zur Analyse der Aktinschichtlinienintensititen wurden die
vertikalen Schnitte iiber die extrameridionale Region der Diffraktionsbilder aus Experiment
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und Modell herangezogen. Da es bei der Analyse von Schichtlinienintensititen in experi-
mentell registrierten Diffraktionsbildern iiblich ist, den Hintergrund zu subtrahieren, wurde
dies bei beiden Schnitten durchgefiihrt. Dabei setzt sich der Hintergrund im experimentell
ermittelten Diffraktionsbild aus dem Maschinenhintergrund und dem Hintergrund der Mus-
kelfasern, der sich aus diffuser Streuung und Uberlappung von benachbarten Reflexen und
Schichtlinien ergibt, zusammen (Vgl. Abschnitt 3.1.1). Hingegen entsteht der Bereich, der im
modellierten Diffraktionsbild als Hintergrund abgezogen wurde, durch die Uberlappung der
Schichtlinien, welche sich durch das ins Modell eingefiihrte Disorder mit zunehmendem Ab-
stand vom Meridian verbreitern und ineinander laufen (Vgl. Abschnitt 3.1.2.6).

In Abbildung 3.26 sind die vertikalen Schnitte iiber die extrameridionale Region der Diffrak-
tionsbilder von Experiment und Modell nach Subtraktion des jeweils im Bild vorhandenen
Hintergrunds dargestellt.
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Abbildung 3.26: Vertikalschnitte iiber den extrameridionalen Bereich der Diffraktions-
bilder von Experiment und Modell

a) Vertikalschnitt tiber das Rontgendiffraktionsbild unter Relaxationsbedingungen aus Abbildung 3.3, nach Ab-
zug des gesamten Hintergrunds, entsprechend Abbildung 3.5. Rot: gefitteter ALL 1-Anteil der ersten Aktomyo-
sinschichtlinie, blau: MLL 1-Anteil. Der Gesamtpeak ist in schwarz mit dem Schnitt iiberlagert (deutlicher zu
sehen in Abbildung 3.5). b) Vertikalschnitt iiber das modellierte Diffraktionsbild mit Disorder, entsprechend der
roten Linie aus Abbildung 3.25, aber nach Abzug des gesamten Hintergrunds, wie fiir die experimentellen Daten
in Abschnitt 3.1.1 gezeigt. Die Bereiche auf den x-Achsen entsprechen einander, die y-Achsenabschnitte wurden
per Augenschein anhand der Peaks auf eine dhnliche Hohe gebracht, um eine gute Vergleichbarkeit zu gewihr-
leisten.
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Die Abbildung zeigt, dal die modellierten Schichtlinienintensititen von ALL 6 und 7 sehr gut
zu denen des Experiments passen. Form und Breite der Peaks zeigen eine gute Ubereinstim-
mung. Anders ist dies beim Vergleich der Peaks von ALL 1. Relativ zu denen von ALL 6 und
7 ist der Peak von ALL 1 im Modell deutlich zu hoch. ALL 2 kann in dieser Darstellung nicht
verglichen werden, da auf dem experimentell ermittelten Diffraktionsbild im Bereich zwi-
schen ALL 1 und 6 die Myosinschichtlinien liegen. Die zweite Aktinschichtlinie ist aufgrund
ithrer schwachen Intensitdt davon nicht zu trennen. Dennoch scheint die Intensitidt von ALL 2
im Modell hoher zu sein, als im Experiment registriert wurde, da die Schichtlinie auf dem
registrierten Diffraktionsbild nicht zu erkennen ist (s. Abbildung 3.1), wohl aber auf dem mo-
dellierten (s. Abbildung 3.24).

Abbildung 3.26 macht deutlich, daB3 die verwendeten Disorderparameter nicht dazu ausrei-
chen, die erste Aktinschichtlinie so stark zu verbreitern, dafl ihre Intensitit nach Abzug des
Hintergrunds unter der von ALL 6 liegt. Die Verstirkung des Fanningeffekts, am einfachsten
durch eine groBere Verkippung des Intensititsbildes zu erreichen, fithrt zu einem groferen
Anstieg des Hintergrunds im Modell. Da der Hintergrund im Bereich von ALL 1 dabei stidrker
ansteigt als im Bereich von ALL 6, wird durch den Abzug des Hintergrunds eine weitere In-
tensitidtsabnahme von ALL 1 relativ zu ALL 6 erreicht. In Abbildung 3.27 ist dies anhand des
Vertikalschnitts iiber ein modelliertes Diffraktionsbild mit einer stirkeren Verkippung nach
Abzug des Hintergrunds demonstriert.
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Abbildung 3.27: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich eines modellierten
Diffraktionsbilds mit stirkerer Verkippung

Die zugrunde liegenden Diffraktionsbilder wurden gemittelt aus den Intensitdten von 50 Einzelfilamenten, proji-
ziert mit den in den Abschnitten 3.1.2.3 bis 3.1.2.5 besprochenen Disordertypen variabler Aktin- und Tropomyo-
sintwist, Verlauf entlang von dreidimensionalen Kurven und Verkippung. Die Verkippung wurde anhand einer
Gausskurve mit einem FWHM von 10,5° durchgefiihrt (Vgl. Abbildung 3.21 b). Alle anderen Disorderparamter
entsprechen denen, die Abbildung 3.26 b zugrunde liegen, ebenso die Schnittbreite.

Durch die stirkere Verkippung wird wie erwartet der Hintergrund so stark erhoht, da3 nach
seiner Subtraktion die Intensititen von ALL 1 und 2 relativ zu denen von ALL 6 und 7 stdrker
abgenommen haben. Dadurch entsprechen die Intensitidtsverhiltnisse der Aktinschichtlinien
in der Simulation praktisch denen des real aufgenommenen Rontgendiffraktionsbilds (Vgl.
Abbildung 3.26 a). Dort liegt die Intensitit von ALL 1 unter der von ALL 6 und ALL 2 ist auf
dem zugehorigen Diffraktionspattern nicht sichtbar (s. Abbildung 3.1).

74



Ergebnisse

Mit dem durch die stirkere Verkippung erzielten Fanningeffekt ist es moglich, das Intensi-
tatsverhaltnis von ALL 1, 2, 6 und 7 zu modellieren (FWHM der Gausskurve von 10,5°). Ein
Blick auf das zugehorige Diffraktionsbild zeigt jedoch, dal dadurch ein im Vergleich mit dem
registrierten Diffraktionspattern zu starker Fanningeffekt hervorgerufen wird (s. Abbildung
3.28, Vgl. Abbildung 3.1).

Meridianf .4

b

Abbildung 3.28: Diffraktionsbild von 50 Aktinfilamenten mit Disorder (starke Verkip-
pung)

Gemittelte Intensitdten aus den Diffraktionsbildern von 50 Projektionen mit den in den Absschnitten 3.1.2.3 bis
3.1.2.5 besprochenen Disordertypen variabler Aktin- und Tropomyosintwist, Verlauf entlang von dreidimensio-
nalen Kurven und Verkippung in linearer Darstellung (Minimum: 0, Maximum: 500000). Jedes Filament wurde
einzeln auf 1024 x 1024 Pixel projiziert und anschlieend die Intensitit berechnet. Erst nach der Aufsummierung
und Mittelung aller Einzelbilder wurde die Verkippung durchgefiihrt (FWHM: 10,5°). Die mit a bzw. b gekenn-
zeichneten Bereiche entsprechen denen aus Abbildung 3.1 (a: 0 - 0,205 nm'l, b: 0,038 - 0,205 nm'l).

In der Abbildung ist der mit steigendem Abstand vom Meridian deutlich breiter werdende
Verlauf der Aktinschichtlinien zu sehen. Besonders gut zeigt dies ALL 6. Der Aquator und
ALL 1 und 2 iiberlappen sehr stark miteinander. AuBerdem nimmt der Aquator eine zum
Bildrand stark abgerundete Form an und die Troponinreflexe, von denen Tn 1 bis 4 sichtbar
sind, erhalten einen stark gebogenen Verlauf. Dies ist im experimentell ermittelten Pattern
nicht zu sehen (Vgl. Abbildung 3.1).

Der Vergleich der horizontalen Peakpositionen von ALL 6 und 7 in Experiment und Modell
zeigt, daB3 durch die stdrkere Verkippung gleichzeitig die Peakpositionen negativ beeinfluf3t
werden. In Abbildung 3.29 sind die Horizontalschnitte des Experiments im Vergleich mit dem
Modell mit den beiden unterschiedlich starken Verkippungen zu sehen. Zur Orientierung sind
die Peaks des Modells ohne Disorder mit angegeben.
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Abbildung 3.29: Horizontaler Verlauf von ALL 6 und 7 in Experiment und Modell

a) Experiment (entspricht Abbildung 3.6), b) Modell, zur Erzeugung der horizontalen Schnitte wurde das gleiche
Verfahren eingesetzt, wie bei den experimentellen Daten (Vgl. Abschnitt 2.1.4). Durchgezogene Linien: Inte-
grierte Intensititen des Modells mit Disorder wie unter Abschnitt 3.1.2.6 beschrieben. gestrichelte Linien:
ebenso, wobei die stirkere Verkippung (FWHM der Gausskurve: 10,5°) verwendet wurde. Gepunktete Linien:
Modell ohne Disorder. Schnittbreiten: a) ALL 6: Kanile 2238 - 2364, ALL 7: Kanile 2383 - 2467, Vgl.
Abbildung 3.26 a. b) ALL 6: Kanile 661 - 696, ALL 7: Kanidle 698 - 721, Vgl. Abbildung 3.26 b bzw.
Abbildung 3.27. Die ungefdhren Positionen der Maxima sind jeweils durch einen senkrechten Strich angedeutet.

Wihrend im Modell ohne Disorder die Peakpositionen von ALL 6 und 7 viel zu weit vom
Meridian entfernt liegen (Abbildung 3.29 b, gepunktete Linien), wird durch die schwichere
Verkippung (Abbildung 3.29 b, durchgezogene Linien) eine gute Ubereinstimmung mit den
Positionen im Experiment erreicht (Abbildung 3.29 a). Die stirkere Verkippung fiihrt durch
den steigenden Hintergrund nicht nur dazu, dafl die integrierte Intensitit der Schichtlinien
abnimmt. Aufgrund des dadurch eingefiihrten, zu starken Fanningeffekts (s. Abbildung 3.28),
verlagern sich auch die Maxima der Peaks noch weiter in Richtung Meridian (Abbildung
3.29 b, gestrichelte Linien). Dies geschieht, da der Bereich, iiber den sich die Intensititen
verteilen, mit zunehmender Verkippung groBer wird. Dadurch nimmt bei stédrkerer Verkip-
pung die Intensititsverteilung mit steigender Entfernung vom Meridian stirker ab, die Maxi-
ma der Schichtlinien liegen nidher am Meridian.

Zum abschliefenden Vergleich des Modells mit den experimentell unter Relaxationsbedin-
gungen ermittelten Daten sind die integrierten Intensitdten der Aktinschichtlinien eins, sechs
und sieben, sowie die Peakpositionen in Tabelle 3.3 zusammengefalit dargestellt. Die Ergeb-
nisse des Modells sind aufgrund der beiden unterschiedlich starken Verkippungen, die ver-
wendet wurden, in zwei Spalten aufgefiihrt. Anhand der Werte in der Tabelle wird deutlich,
daB die simulierten Schichtlinienintensititen des Modells mit der stirkeren Verkippung die
experimentellen Daten sehr gut wiedergeben. Anders sieht dies beim Vergleich der Peakposi-
tionen aus. Hier schneidet das Modell mit der schwicheren Verkippung besser ab. Dies zeigt
auch der Vergleich des registrierten Diffraktionsbildes mit den beiden modellierten Pattern
mit unterschiedlich starker Verkippung (Vgl. Abbildung 3.1 mit Abbildung 3.24 und
Abbildung 3.28).
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] . .. Modell mit Disorder, | Modell mit Disorder,
Aktinschichtlinie, . . .
ALL Experiment Verkippung Verkippung
(FWHM): 5,3° (FWHM): 10,5°
relative Schichtlinienintensitiit im ganzen Quadranten (Region a)
6 100, 100" 100, 100" 100, 100"
7 10,17 18,19 15,16
relative Schichtlinienintensitiit im extrameridionalen Bereich
(Region b)
1 52 94 48
6 84 78 84
7 8 15 8
Peakposition (nm'l)
1 0,10" 0,09 0,09
6 0,08 0,08 0,075
7 0,06 0,055 0,05

Tabelle 3.3: Relative Intensititen der Aktinschichtlinien und Peakpositionen aus Expe-
riment und Modell im Vergleich

Dem Modell liegen die in den Abschnitten 3.1.2.3 bis 3.1.2.5 besprochenen Disordertypen zugrunde. Unter-
schieden wird nur die Stdrke der verwendeten Verkippung. Die Intensitidt von ALL 1 wurde jeweils nur fiir den
extrameridionalen Bereich bestimmt. Zum besseren Vergleich der Intensititen untereinander wurde die Schicht-
linienintensitdt von ALL 6 gleich 100 gesetzt. Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Intensitdtswerte mit
Hilfe der Vertikalschnitte iiber Region a bzw. b ermittelt. ~ Wert aus dem Horizontalschnitt.” Wert iibernommen
aus Kraft et al. (2002), p = 80 mM. “* Wert ermittelt mit Hilfe eines Horizontalschnitts iiber einen Kanal (540)
in der Mitte von ALL 1.

Der Fanningeffekt wird durch die schwache Verkippung im Modell weitaus besser simuliert.
Daraus folgt, daB3 die stirkere Verkippung keine ideale Losung bietet, um die Schichtlinien-
intensititen des Modells denen des Experiments anzugleichen. Die Verstiarkung des Effekts
eines der anderen in dieser Arbeit gezeigten Disordertypen brachte in bisherigen Untersu-
chungen ebenfalls keine Verbesserung. Daher ist anzunehmen, daf}3 es noch weitere Faktoren
gibt, welche die Schichtlinienintensititen und Peakpositionen in anderer Weise beeinflussen
als das bei den hier gezeigten Disordertypen der Fall ist (s. Abschnitt 4.3).

Obwohl keine vollstindige Ubereinstimmung des Modells mit den experimentellen Daten
erzielt wurde, ist es moglich, relative Anderungen der Schichtlinienintensititen zu simulieren.
Dies wird in den folgenden Abschnitten gezeigt.
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3.2 Anderungen der Intensititen auf den Aktinschichtlinien in
Abhéngigkeit von der Calciumkonzentration

Ein vollstindiges Aktinfilament mit regulatorischen Eigenschaften zeigt, anders als das unre-
gulierte, in Abhingigkeit von der Calciumkonzentration des umgebenden Mediums, unter-
schiedliche Intensititen auf den Diffraktionsbildern (Huxley, H. E., 1971, Huxley, H. E.,
1972, Kress et al., 1986, Yagi und Matsubara, 1989). Dafiir verantwortlich ist in erster Linie
eine Positionsidnderung von Tropomyosin (Haselgrove, 1972, Huxley, H. E., 1972, Parry und
Squire, 1973), welche auf eine Konformationsidnderung von Troponin bei der Bindung von
Calcium zuriickzufiihren ist (Hitchcock et al., 1973, Potter und Gergely, 1974, Hitchcock,
1975, Ohtsuki und Shiraishi, 2002). Aufgrund der Sensitivitit der Diffraktionsbilder des re-
gulierten Aktinfilaments auf unterschiedliche Calciumkonzentrationen, konnen die zugrunde
liegenden Strukturinderungen anhand von Positions- und Konformationsdnderungen im Mo-
dell simuliert werden.

Um sicherzugehen, daf3 auch bei hoher Calciumkonzentration keine angehefteten S1-Kopfe
die Intensititen der Aktinschichtlinien verfdlschen, wurden Daten herangezogen, welche bei
langer Sarkomerenlinge, also ohne Uberlappung von Aktin- und Myosinfilamenten (Out of
Overlap), aufgenommen wurden.

3.2.1 Experimentelle Ergebnisse

Fiir die Versuche wurden die Diffraktionsbilder von sieben Einzelfaserarrays registriert, je-
weils bei niedriger (pCa 8) und bei hoher Calciumkonzentration (pCa 4,5) mit langer Sarko-
merenldnge. In Abbildung 3.30 sind die Ausschnitte der gemittelten Rontgendiffraktionsbil-
der mit unterschiedlichem Kontrast dargestellt. Unter diesen Versuchsbedingungen ist bei
hoher Calciumkonzentration und hohem Kontrast neben der ersten und sechsten auch die
zweite Aktinschichtlinie im duf3eren Bereich schwach zu erkennen (unterer rechter Quadrant).
Die Anderungen der Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs in Abhingigkeit von der Calci-
umkonzentration sind jedoch insgesamt so schwach, dal sie auf diesem Bild kaum sichtbar
sind. Die siebte Aktinschichtlinie liegt auBBerhalb des Detektorbereichs, ist aber von der Calci-
umkonzentration unabhéngig (Yagi und Matsubara, 1989). Die Troponinreflexe eins bis drei
sind, wenn auch teilweise schwach, unter beiden Bedingungen zu erkennen.
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Abbildung 3.30: Rongtendiffraktionsbild, aufgenommen von einem Biindel aus Einzel-
muskelfasern mit langer Sarkomerenliinge, bei niedriger bzw. hoher Calciumkonzentra-
tion

Die Aufnahmen wurden am SRS in Daresbury registriert. Jeweils sieben Bilder fiir die niedrige und hohe Calci-
umkonzentration wurden gemittelt. Die obere Bildhilfte zeigt das normierte, zentrierte und iiber vier Quadranten
gefaltete Pattern in linearer Darstellung. Es wurde bei einer niedrigen Calciumkonzentration registriert (pCa 8).
Die untere Bildhilfte ist entsprechend, wurde aber bei hoher Calciumkonzentration (pCa 4,5) aufgenommen. In
der linken Bildhilfte wurde nur der Maschinenhintergrund abgezogen (Minimum: 0, Maximum: 0,002), auf der
rechten Seite wurde zusétzlich der verbliebene Hintergrundverlauf anhand der Minimalwerte fiir jeden Radius
ermittelt und subtrahiert (Vgl. Abbildung 2.1; Minimum: 0, Maximum: 0,0005). So sind die schwachen Aktin-
schichtlinien besser zu erkennen. Die Position der Myosinreflexe M 3 und M 6 ist zur Orientierung mit Pfeilen
markiert. a und b geben die Breite der Bereiche an, iiber die vertikale Schnitte gemacht wurden (a: 0 -
0,205 nm-', b: 0,038 - 0,205 nm™', entsprechend Abbildung 3.1).

3.2.2 Erweiterung des Modells mit dem on-Zustand

In Abschnitt 3.1.2 wurde beschrieben, wie das Modell zur Simulation der Aktinschichtlinien
unter relaxierenden Bedingungen erstellt wurde. Das Aktinfilament befindet sich unter diesen
Bedingungen bei einer niedrigen Calciumkonzentration im sogenannten off-Zustand
(,,blocked*, McKillop und Geeves, 1993, Lehrer und Geeves, 1998 oder ,,B-state, Lehman et
al., 2000). Als on-Zustand (,,closed*, McKillop und Geeves, 1993, Lehrer und Geeves, 1998
oder ,,C-state, Lehman et al., 2000) wird die strukturelle Anordnung der Proteine im Aktin-
filament bei hoher Calciumkonzentration bezeichnet. Zur Simulation des on-Zustands wurde
die azimuthale Position des Tropomyosins verdndert, wobei das Troponin entsprechend mit-
gedreht wurde. Zusitzlich wurde die azimuthale Position des Troponins relativ zum Tropo-
myosin leicht modifiziert, ebenso wie die Ausrichtung der Kopfdoméne des Troponins am
Aktinfilament (s. Abschnitt 2.2.2, Vgl. Narita et al., 2001).
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a)
Abbildung 3.31: Azimuthale Tropomyosinposition bei off- und on-Zustand im Modell

Gelb: Tropomyosindoppelstrang, blau: Aktinmonomer, die starken und schwachen Bindestellen fiir den Myosin-
kopf sind rot bzw. griin markiert (Vgl. Rayment et al., 1993a, Vibert et al., 1997). a) Tropomyosin in der off-
Position (+10°), b) Tropomyosin in der on-Position, sie entspricht der Position, die von Lorenz et al., 1995 fiir
das unregulierte Filament angenommen wurde (0°). Die Winkeldnderung von Tropomyosin zwischen den beiden
Bildern betrigt 10°. Die Abbildungen wurden erzeugt mit dem Programm RASMOL (Sayle und Milner-White,
1995).

In Abbildung 3.31 ist zunichst die azimuthale Position von Tropomyosin in den beiden Zu-
standen am Aktin graphisch dargestellt.

b)

Abbildung 3.32: Modellierte azimuthale Position von Tropomyosin und Troponin im
off- und on-Zustand

a) Aktinfilament im off-Zustand, b) im on-Zustand. Es sind jeweils 16 Aktinmonomere dargestellt (blau). Die
oberen Filamentenden zeigen zur Z-Scheibe, die unteren zur M-Linie. Gelb: Tropomyosindoppelstringe, rot:
Troponinmolekiile. ¢) und d) Querschnitte durch die Filamente aus a) bzw. b). Der Blick fillt jeweils auf die
Schnittstelle, wobei nur der untere Teil des Filaments sichtbar ist. Die Schnittstellen sind durch die gestrichelten
Linien in a) bzw. b) markiert. Die Abbildungen wurden mit dem Programm RASMOL erzeugt (Sayle und Mil-
ner-White, 1995).

80



Ergebnisse

Zur Simulation des on-Zustands wurde die Position des Tropomyosins verwendet, welche der
von Lorenz et al. (1995) am unregulierten Filament, also ohne Troponin, entspricht (0°, Vgl.
Abschnitt 3.1.2.1, Abbildung 3.8 a). In der off-Position (+10°, Vgl. Abschnitt 3.1.2.1,
Abbildung 3.8 a) liegt das Tropomyosin somit um 10° nidher an den Myosinbindestellen als in
der on-Position. Diese relativ kleine Winkeldnderung wurde durch die zusétzliche Positions-
dnderung des Troponins ermoglicht (Vgl. Narita et al., 2001). Die Gesamtmasse des Tropo-
myosin-Troponin-Komplexes im on-Zustand liegt damit weiter von den Myosinbindestellen
entfernt, als die Masse von Tropomyosin allein. So konnte zur Simulation der beobachteten
Intensititsdnderungen die Positionsidnderung von Tropomyosin kleiner ausfallen, als dies
ohne zusitzliche Positionsdnderung des Troponinmolekiils relativ zum Tropomyosin der Fall
gewesen wire. Abbildung 3.32 gibt Auskunft iiber die Lage von Tropomyosin und Troponin
am Aktinfilament in off- und on-Zustand (Vgl. Abbildung 2.5).

In der Abbildung ist deutlich zu sehen, wie das Troponin beim Ubergang von der off- in die
on-Position seine Lage relativ zum Tropomyosin verdndert. Die Rotation von Tropomyosin
um das Aktinfilament herum féllt vergleichsweise klein aus.

3.2.3 Vergleich von Experiment und Modell

Zum Vergleich der experimentellen Ergebnisse der Rontgendiffraktion bei niedriger und ho-
her Calciumkonzentration Out of Overlap mit dem Modell sind in Abbildung 3.33 die Dif-
fraktionsbilder von Experiment und Simulation gegeniiber gestellt. Zur Simulation des on-
Zustands wurden die verdnderten Positionen von Tropomyosin und Troponin verwendet (Vgl.
Abschnitt 3.2.2). Die Parameter des verwendeten Disorders entsprechen denen des off-Zu-
stands, beschrieben in den Abschnitten 3.1.2.3 bis 3.1.2.5.

Die Verinderungen auf den Aktinschichtlinien beim Ubergang von niedriger zu hoher Calci-
umkonzentration sind relativ schwach, aber im Modell etwas besser zu erkennen, als auf den
experimentell ermittelten Diffraktionspattern. ALL 1 zeigt im Innenbereich einen Intensitéts-
abfall, ALL 2 und ALL 6 steigen im Auflen- bzw. Innenbereich leicht an. Bei Betrachtung der
Troponinreflexe féllt auf, daB im Experiment bei niedriger und hoher Calciumkonzentration
nur Tn 1 bis 3 zu sehen sind, wihrend im Modell auch Tn 4 deutlich hervortritt. Insgesamt
erscheinen die Intensititen der Troponinreflexe, besonders bei der niedrigen Calciumkonzen-
tration, im Experiment niedriger als in der Simulation. Aufgrund der Anwesenheit von Myo-
sin wihrend der Aufnahme der Rontgendiffraktionsbilder zeigen die experimentellen Daten
auch die Meridionalreflexe M 3 und M 6. Da im Modell kein Myosin verwendet wurde, sind
sie im simulierten Bild nicht vorhanden. Obwohl der Aquator aufgrund des fehlenden Myo-
sins im Modell nicht direkt mit den experimentellen Werten vergleichbar ist, stimmt seine
Form in der Simulation mit der im Experiment gut iiberein. Wegen der hohen Intensitit des
Aquators ist das Fehlen von Reflexen in diesem Bereich bei dem in der Abbildung gewihlten
Kontrast nicht zu erkennen.
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Experiment Modell
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Abbildung 3.33: Diffraktionsbild von Experiment und Modell bei niedriger und hoher
Calciumkonzentration im Vergleich

Linke Bildhilfte: experimentelle Daten (entsprechend der rechten Bildhilfte aus Abbildung 3.30), rechte Bild-
hilfte: modelliertes Diffraktionsbild. Der obere rechte Quadrant entspricht Abbildung 3.24, der untere rechte
wurde ebenso modelliert, wobei sich Tropomyosin und Troponin in der on-Position befanden. Obere Bildhilfte:
niedrige Calciumkonzentration, (off-Zustand der Aktinfilamente), untere Bildhilfte: hohe Calciumkonzentration
(on-Zustand).

Um die Anderungen auf den Aktinschichtlinien zwischen experimentell ermittelten Daten und
Simulation vergleichen zu kdnnen, wurden jeweils Vertikalschnitte iiber die Pattern mit nied-
riger und hoher Calciumkonzentration bzw. deren Simulation gemacht. Wie in Abschnitt
3.1.1 wurde dabei aufgrund der Uberlagerung der ersten Aktomyosinschichtlinie durch Tn 1
nur der extrameridionale Bereich beriicksichtigt. In Abbildung 3.34 sind die resultierenden
Intensitédtsverldufe nach Abzug der Hintergriinde (Vgl. Abschnitt 3.1.3) dargestellt.

Beim Vergleich der Intensititen von Experiment und Modell liegt ALL 1 im Verhéltnis zu
ALL 6 im Modell sehr viel hoher als im Experiment. Dies gilt sowohl fiir den off- als auch fiir
den on-Zustand. Die relativen Intensitdtsdnderungen hingegen bewegen sich fiir ALL 6 und 1
in einem dhnlichen Bereich. Der Intensititsanstieg von ALL 6 beim Ubergang von der niedri-
gen zur hohen Calciumkonzentration liegt bei 24 % im Experiment bzw. 11 % im Modell. Die
Intensitdt von ALL 1 féllt in den experimentellen Daten auf 59 %, im Modell auf 42 %. Der
Vergleich der Verinderung von ALL 2 fillt schwer, aufgrund der Uberlappung der Schichtli-
nie mit MLL 2 und 3 im Experiment. Zwar verdoppelt sich mit dem Anstieg der Calciumkon-
zentration die Intensitdt von ALL 2 in Experiment und Modell. Dabei ist jedoch noch nicht
der Anteil der iiberlappenden Myosinschichtlinien beriicksichtigt. Nach Subtraktion der An-
teile von MLL 2 und 3 wiirde der relative Anstieg von ALL 2 im Experiment noch wesentlich
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groBer ausfallen. In Tabelle 3.4 sind die Anderungen der Schichtlinienintensititen zusam-

mengefalt.
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Abbildung 3.34: Vertikalschnitte iiber den extrameridionalen Bereich der Diffraktions-
bilder von Experiment und Modell bei niedriger und hoher Calciumkonzentration
Verldufe der Vertikalschnitte iiber die Bilder mit niedriger (schwarz) und hoher Calciumkonzentration (rot) iiber
den Bereich von 0,038 nm™' bis 0,205 nm’’ (Region b aus Abbildung 3.30 bzw. Abbildung 3.33). a) Schnitte iiber
die registrierten Rontgendiffraktionspattern nach Abzug von Maschinen- und Streuungshintergrund. Schwarz
und rot gestrichelt: Gefittete Aktinschichtlinien; blau gepunktet: gefittete Myosinschichtlinien. Die beiden Ge-
samtpeaks sind in schwarz bzw. rot mit den Aktomyosinschichtlinien iiberlagert. b) Schnitte iiber die modellier-
ten Diffraktionsbilder, jeweils gemittelt aus den Intensitdten von 50 Einzelfilamenten mit Disorder, nach Abzug
des durch das Disorder entstandenen Hintergrunds. Die Anderungen von ALL 1, 2 und 6 beim Ubergang von der
niedrigen zur hohen Calciumkonzentration sind jeweils angegeben. Die Bereiche auf den x-Achsen der beiden
Abbildungen entsprechen einander, die y-Achsenabschnitte wurden anhand der Peakhohe von ALL 6 aneinander
angepal3t.

Um die Intensitdtsinderungen anhand ihrer Lage entlang der Aktinschichtlinien besser be-
stimmen zu konnen, wurden Differenzpattern erstellt. Abbildung 3.35 zeigt die Intensitéts-
pattern von Experiment und Modell, wobei jeweils die Diffraktionsbilder mit der hohen Cal-
ciumkonzentration von denen der niedrigen subtrahiert wurden. Eine Intensititsabnahme bei
Anstieg der Calciumkonzentration liegt dementsprechend in den weilen Regionen vor, wih-
rend eine Zunahme der Intensitit als schwarzer Bereich zu erkennen ist.
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Schichtlinie ALL 1 ALL 2 ALL 6
Experiment 0,036 (auf 59 %) 0,036 0,055 (auf 124 %)
Modell 0,121 (auf 42 %) 0,031 (auf 206 %) 0,019 (auf 111 %)

Tabelle 3.4: Absolute und relative Anderungen der integrierten Schichtlinienintensiti-
ten von Experiment und Modell im Vergleich

Die absoluten Intensititen von ALL 1, 2 und 6 wurden mit Hilfe der Vertikalschnitte aus Abbildung 3.34 be-
stimmt. Die Tabelle gibt die absoluten Intensititsinderungen beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Calci-
umkonzentration an. In Klammern stehen die daraus berechneten relativen Intensititsinderungen. Bei den Ab-
solutwerten des Modells wurde der Exponent 10° der Ubersichtlichkeit halber weggelassen. ~ Die Bestimmung
der relativen Intensititsinderung von ALL 2 im Experiment war aufgrund der Uberlagerung der Schichtlinie mit
den Myosinschichtlinien nicht moglich (Anstieg von 0,032 auf 0,068).
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Abbildung 3.35: Differenzpattern der Diffraktionsbilder mit hoher und niedriger Calci-
umkonzentration aus Experiment und Modell

Differenzpattern von Experiment (a) und Modell (b). Die Intensitdten der Pattern mit hoher und niedriger Calci-
umkonzentration wurden voneinander subtrahiert und die resultierenden Intensititsverteilungen negativ darge-
stellt. Die Késten geben die Bereiche an, die horizontal integriert wurden (s. Abbildung 3.36), die Pfeile zeigen
die Positionen der groBten Intensititsinderungen an.

Der Intensitdtsabfall von ALL 1 ist im Experiment deutlich zu erkennen (weiler Bereich). Im
modellierten Differenzbild dehnt sich dieser Bereich zur Mitte des Bildes aus. Dies resultiert
aus der Verwendung von 50 unterschiedlich gekriimmten Einzelfilamenten. Diese Anzahl ist
zu gering, um individuelle Schwankungen in der Intensitétsverteilung der aufaddierten Pattern
zu kompensieren. So kommt es in Bildbereichen mit hoher Intensitit (Aquator) zu Unter-
schieden in der Intensitiitsverteilung, welche jedoch nicht auf strukturelle Anderungen der
zugrunde liegenden modellierten Aktinfilamente zuriickzufiihren sind. Differenzpattern, de-
nen Modellrechnungen ohne dreidimensionale Kurvenverldufe zugrunde lagen, zeigten eine
Intensititsabnahme von ALL 1 in dem Bereich, der dem des Experiments entsprach (Vgl.
Abbildung 3.38 a). Die Zunahme von ALL 2 (schwarz) liegt jeweils im Randbereich der Pat-
tern. Sie ist im Modell etwas deutlicher zu erkennen als im Experiment. Der Intensitétsanstieg
von ALL 6 (schwarz) ist in Experiment und Modell von Intensitit und Position her gut ver-
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gleichbar. In den experimentellen Daten ist eine Zunahme der Troponinreflexe eins und zwei
zu erkennen (schwarz). Hier weicht das Modell vom Experiment ab, Tn 1 bis 4 zeigen eine
deutliche Intensititsabnahme (weif3).

Zur Bestimmung der quantitativen Anderungen entlang der Aktinschichtlinien sind die Diffe-
renzen der horizontal integrierten Schnitte iiber die Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs in
Abbildung 3.36 dargestellt. ALL 6 wurde iiber den gesamten Quadranten integriert, aulerdem
wurde eine groBere Schnittbreite als bei ALL 1 und 2 verwendet, um den gesamten Bereich
der durch das Fanning relativ breit auslaufenden Schichtlinie beriicksichtigen zu konnen. Bei
ALL 1 wurde wie bisher nur der extrameridionale Bereich integriert. Da die Intensitédtsinde-
rung von ALL 2 nur ganz auflen in den Bildern vorliegt, wurde der gesamte Innenbereich
nicht berticksichtigt (Vgl. Késten in Abbildung 3.35).
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Abbildung 3.36: Intensititen der Horizontalschnitte iiber die Differenzpattern von Ex-
periment und Modell

Horizontalschnitte iiber die Differenzen der Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs in Experiment (a) und Mo-
dell (b). Die Skalen der y-Achsen sind so gewihlt, daB die Anderungen der Schichtlinienintensititen im #hnli-
chen GroBenordnungsbereich liegen. Die Intensititsverldaufe wurden jeweils auf beiden Ausgangsbildern von
Experiment und Modell in horizontaler Richtung integriert (Verfahren s. Abschnitt 2.1.4), nachdem der Hinter-
grund von den Einzelbildern subtrahiert worden war (Vgl. Abbildung 2.3). AnschlieBend wurden die Schnitte
der Bilder mit der niedrigen Calciumkonzentration von denen mit der hohen subtrahiert. a) Schnittbreiten:
ALL 1: Kanile 273 - 305, ALL 2: Kanile 306 - 338, ALL 6: Kanile 436 - 480. Die erhaltenen Datenpunkte
wurden iiber 10 Werte geglittet. b) Schnittbreiten: ALL 1: Kanile 526 - 553, ALL 2: Kanile 554 - 581, ALL 6:
Kanile 662 - 699.

Beim Vergleich der Differenzen der Horizontalschnitte zeigt sich, da3 die Intensititsverdnde-
rungen in ihrem Verlauf entlang der Schichtlinien in Experiment und Modell durchaus ver-
gleichbar sind. Aufgrund der unterschiedlichen Intensitétsverteilungen der modellierten Aus-
gangsbilder im Bereich des Aquators, liegt die groBte Intensititsinderung von ALL 1 im Mo-
dell etwas niher am Meridian als im Experiment. Die relativen Anderungen der Schichtlini-
enintensititen untereinander sind im wesentlichen mit den Werten, die mit Hilfe der Vertikal-
schnitte ermittelt wurden, vergleichbar (Tabelle 3.4). Danach zeigt ALL 1 im Modell, relativ
zu ALL 6, eine etwas stirkere Abnahme als im Experiment. Umgekehrt nimmt ALL 6 im
Modell, relativ zu ALL 1, weniger stark zu als im Experiment.
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3.3 Versuche zur Optimierung des Modells

Wihrend die Anderungen auf den Aktinschichtlinien mit dem Modell qualitativ sehr gut an-
gendhert werden konnten, steht die Zunahme der Intensititen der Troponinreflexe im model-
lierten Differenzpattern im Gegensatz zur Abnahme der Intensititen im Experiment (s.
Abbildung 3.35). Um eine Abnahme der Troponinreflexe zu erreichen, wurde die off-Position
des Troponins in axialer Richtung entlang des Tropomyosinmolekiils variabel gemacht. Da-
raus resultierte eine Verbreiterung der Troponinreflexe und damit ein Riickgang der Intensi-
tatsmaxima. Im Vergleich mit den Intensititsmaxima des modellierten on-Zustands ohne va-
riable Troponinposition, lagen die Maxima im off-Zustand nun deutlich darunter. Im Diffe-
renzbild wird der auf diese Weise simulierte Intensititsanstieg beim Ubergang vom model-
lierten off- in den on-Zustand deutlich (Abbildung 3.37 a).
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Abbildung 3.37: Modelliertes Differenzpattern und Differenzen der Horizontalschnitte
iiber ALL 1,2 und 6

a) Modelliertes Differenzpattern. Das zugrunde liegende Modell entspricht dem aus Abbildung 3.35, wobei hier
fir die Simulation des off-Zustands die Position des Troponins in axialer Richtung randomisiert wurde (Stan-
dardabweichung ca. 2,5 nm). Die azimuthale Position des Troponins am Tropomyosin wurde dabei beibehalten.
Die Kisten geben die Bereiche an, die horizontal integriert wurden, die Pfeile zeigen die Positionen der grof3ten
Intensititsdnderungen an. b) Horizontalschnitte tiber die Differenzen der Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs,
ermittelt entsprechend den Schnitten in Abbildung 3.36 b.

Beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Calciumkonzentration zeigen die Troponinrefle-
xe nun einen deutlichen Anstieg (schwarz). Die Randomisierung der Troponinposition fiihrt
aber zu Verdnderungen der Intensititsverteilung auf dem gesamten daraus resultierenden Dif-
fraktionsbild. Die Auswirkungen auf die Aktinschichtlinien sind anhand der voneinander
subtrahierten Schnitte iiber die dem Differenzpattern zugrunde liegenden Diffraktionsbilder in
Abbildung 3.37 b zu sehen. Da zur Modellierung der Ausgangspattern jeweils nur 50 einzelne
Aktinfilamente mit kurvenformigem Verlauf eingesetzt wurden (s. Abschnitt 3.1.2.5), ist die
Intensititsverteilung im Bereich des Aquators einer relativ groBen Variabilitit unterworfen.
Wegen dessen hoher Intensitit ist dadurch auch die benachbarte erste Aktinschichtlinie be-
troffen. In Abbildung 3.37 b fillt die Intensitidtsabnahme auf ALL 1 relativ zu den Zunahmen
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auf ALL 2 und 6 verhiltnismiBig klein aus. Zur Verbesserung der statistischen Aussagekraft,
miiBte eine viel groBere Zahl einzelner Diffraktionsbilder gemittelt werden. Um zu zeigen,
wie sich eine gleichméBige Verteilung der Einzelfilamente prinzipiell auswirken wiirde, ist in
Abbildung 3.38 a das Differenzbild aus jeweils zehn Einzelbildern mit variablem Aktin- und
Tropomyosintwist, sowie einer starken Verkippung dargestellt.
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Abbildung 3.38: Modelliertes Differenzpattern und Differenzen der Horizontalschnitte
iiber ALL 1,2 und 6

a) Modelliertes Differenzpattern. Das zugrunde liegende Modell entspricht dem aus Abbildung 3.37 a, wobei
hier jeweils zehn Einzelbilder mit variablem Aktin- und Tropomyosintwist verwendet wurden. Der dreidimen-
sionale Verlauf der Filamente wurde nicht beriicksichtigt. Anstatt dessen wurde die stirkere Verkippung (Vgl.
Abschnitt 3.1.3, bzw. Abbildung 3.27) eingesetzt. Die Kisten geben die Bereiche an, die horizontal integriert
wurden, die Pfeile zeigen die Positionen der grofiten Intensititsinderungen an. b) Horizontalschnitte iiber die
Differenzen der Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs, ermittelt entsprechend den Schnitten in Abbildung
3.36D.

Durch die regelmifBige Verkippung entsprechen sich die beiden Ausgangsbilder auch im Be-
reich des Aquators. Das hat zur Folge, daB der Verlauf von ALL 1 auf dem Differenzpattern
viel besser mit dem experimentell ermittelten tibereinstimmt (Vgl. Abbildung 3.35 a). Da-
durch palit auch das Verhiltnis der Intensititsdnderungen auf ALL 1 und 6, dargestellt in
Abbildung 3.38 b, besser zu den experimentellen Daten (Vgl. Abbildung 3.36 a). Die Zunah-
me von ALL 2, relativ zu der von ALL 6 fillt etwas groBer aus, als im Experiment.

Da im Modell neben dem Anstieg von Tn 1 und 2 auch eine Intensitdtserhohung von Tn 3 und
4 zu sehen ist, sind die Intensitdten der Troponinreflexe im on-Zustand offensichtlich zu hoch.
Dies war schon auf dem modellierten Diffraktionsbild in Abbildung 3.33 zu erkennen. Durch
eine Randomisierung der Troponinposition im on-Zustand konnten die Troponinreflexe des
Modells an die Intensititsverteilung auf dem experimentell ermittelten Diffraktionsbild ange-
glichen werden. Abbildung 3.39 zeigt die modellierten Diffraktionsbilder im off- und on-Zu-
stand, wobei die Troponinposition in axialer Richtung randomisiert wurde, im Vergleich mit
den experimentell ermittelten Pattern.
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Abbildung 3.39: Diffraktionsbild von Experiment und Modell bei niedriger und hoher
Calciumkonzentration

Linke Bildhélfte: experimentelle Daten (entsprechend Abbildung 3.33), rechte Bildhilfte: modelliertes Diffrakti-
onsbild. Obere Bildhilfte: niedrige Calciumkonzentration, (off-Zustand der Aktinfilamente), untere Bildhilfte:
hohe Calciumkonzentration (on-Zustand). Es wurden die gleichen Modellparameter wie fiir die rechte Bildhilfte
in Abbildung 3.33 verwendet, wobei die Troponinposition in axialer Richtung randomisiert wurde. Die azi-
muthale Position des Troponins am Tropomyosin wurde dabei beibehalten. Die Standardabweichung des Tropo-
nins von der regelmifigen Anordnung betrug ca. 2,5 nm im off-Zustand (Vgl. Abbildung 3.37 a) und ca. 2 nm
bei der Modellierung des on-Zustands.

Im Vergleich mit dem Modell ohne randomisierte Troponinposition besitzen die modellierten
Troponinreflexe eine niedrigere Intensitidt (Vgl. Abbildung 3.33, rechte Bildhilfte). In diesem
Punkt stimmen sie besser mit den experimentellen Daten iiberein.
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4 Diskussion

Zur Ubersicht folgt eine kurze Zusammenstellung der Ergebnisse dieser Arbeit:

Zur Aufklirung der Struktur des Aktinfilaments und der strukturellen Anderungen bei der
Aktivierung des Aktinfilaments im Skelettmuskel der Wirbeltiere wurden zweidimensio-
nale Rontgendiffraktionsbilder registriert. Es wurden Aufnahmen unter relaxierenden Be-
dingungen (niedrige Calciumkonzentration) bei normaler Sarkomerenlinge sowie mit
niedriger und hoher Calciumkonzentration (Aktivierung der Aktinfilamente) bei langer
Sarkomerenlidnge gemacht.

Zur Interpretation der Ergebnisse wurde ein Modell generiert, bestehend aus Aktin, Tro-
pomyosin und Troponin.

Die Intensititsverhéltnisse von ALL 1, 6 und 7 untereinander, sowie die Peakpositionen
unter Relaxationsbedingungen konnten mit dem Modell angenédhert werden. Die Beriick-
sichtigung von Disorder im Modell war dazu unabdingbar.

Die Intensitédtsinderungen von ALL 1 und 2 bei Anstieg der Calciumkonzentration im
Experiment konnten mit einem einfachen Modell, bestehend aus Aktin und Tropomyosin
simuliert werden. Eine im Experiment beobachtete Anderung der Intensitit von ALL 6 bei
Anstieg der Calciumkonzentration hingegen war nur unter Verwendung eines Troponin-
molekiils in der Simulation modellierbar.

Auf den modellierten Diffraktionspattern zeigten sich, im Vergleich zu den experimentellen

Daten, folgende Unterschiede:

Unter Relaxationsbedingungen lag die integrierte Intensitdt von ALL 1 im Modell iiber
der von ALL 6, im Experiment war es umgekehrt.

Die Anderungen auf ALL 1, 2 und 6 beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Calci-
umkonzentration konnten, zusammen mit einer Intensititszunahme der Troponinreflexe,
mit dem Modell nur qualitativ simuliert werden, eine quantitative Modellierung wurde
nicht erreicht.

Nach einer allgemeinen Betrachtung des Modells sollen folgende Schwerpunkte eingehender

diskutiert werden:

Inwieweit ist das ins Modell integrierte Disorder realistisch?

Wodurch lassen sich die Unterschiede auf den Diffraktionspattern von Experiment und
Modell erkldren und wie lassen sie sich ggf. beseitigen?

Wie gut fiigen sich experimentelle Daten und Interpretation durch das Modell bei Ver-
gleich mit bisher bestehenden Ergebnissen in géngige Modellvorstellungen zur Muskel-
kontraktion ein?
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4.1 Erstellung des Modells

Ziel dieser Arbeit war es, die Intensitdtsverteilungen auf den Aktinschichtlinien unter ver-
schiedenen Bedingungen zu simulieren. Beim Aufbau des Modells wurde zunéchst von einem
Aktinfilament ausgegangen, welches aus 360 Aktinmonomeren und 50 Tropomyosindoppel-
strangen, sowie 50 Troponinmolekiilen bestand (s. Abschnitte 2.2.1 und 2.2.2). Das Tropo-
ninmolekiil wurde dabei unter Zuhilfenahme von Angaben aus der Literatur modelliert, da
bisher keine vollstindige Beschreibung der gesamten Struktur vorliegt (s. Abschnitt 2.2.2).
Das dreidimensionale Modell wurde auf ein zweidimensionales Bild mit der Grée 1024 x
1024 Pixel massenprojiziert (s. Abschnitt 2.2.1). Wihrend im Experiment die Auflosung
durch die Wellenldnge der verwendeten Rontgenstrahlung limitiert ist, muf3 bei der Berech-
nung im Computer zwischen ausreichender Auflosung und akzeptabler Rechenzeit abgewo-
gen werden. Bei Versuchen mit hoheren Auflosungen im Modell (Projektion eines Filaments
auf 2048 x 2048 oder 4096 x 4096 Pixel) ergaben sich so geringe Unterschiede im Vergleich
zu der hier verwendeten BildgroBe von 1024 x 1024 Pixeln, da3 zugunsten der Rechenzeit
darauf verzichtet wurde.

Auf der Massenprojektion wurde zur Berechnung der aus der angenommenen Struktur resul-
tierenden Diffraktionsbilder eine Fourier-Transformation durchgefiihrt (s. Abschnitt 2.2.4).
Die daraus erhaltenen Amplitudenwerte wurden quadriert, um die entsprechenden Intensi-
tatswerte zu erhalten. Dann wurde das Bild gefaltet, um die Vergleichbarkeit mit den experi-
mentell registrierten Pattern zu gewéhrleisten (Vgl. Abschnitte 2.1.4 und 2.2.4).

Zur Berechnung eines Intensitdtsbildes wurden jeweils nur einzelne Filamente modelliert. So
konnte die aufwendige Berechnung eines Filamentgitters und der dabei durch die Interferenz
an den Filamenten untereinander entstehende Gittereffekt (,,lattice sampling®) umgangen
werden. Dieses Vorgehen war zur Simulation der Aktinschichtlinien unter den hier gewéhlten
Bedingungen durchaus gerechtfertigt, da in den Rontgendiffraktionsbildern des Kaninchen-
skelettmuskels ein Gittereffekt nur auf dem Aquator und unter Rigorbedingungen auch auf
ALL 1 zu beobachten ist (Vgl. Abbildung 1.15 a). Da weder der Aquator noch die erste Ak-
tinschichtlinie unter Rigorbedingungen Gegenstand der Analyse in dieser Arbeit waren, ent-
sprachen die dieser Arbeit zugrunde liegenden experimentell registrierten Pattern, mit Aus-
nahme des Aquators, den fiir einzelne Filamente berechneten Diffraktionsbildern. Aus diesem
Grund ist es ebenso moglich, die Intensititsbilder einzeln modellierter Filamente aufzusum-
mieren und zu mitteln, um Unterschiede zwischen individuellen Aktinfilamenten beriicksich-
tigen zu konnen.

Mit dem auf diese Weise erstellten Modell war es zunédchst nicht moglich, die relativen Inten-
sitdten von ALL 1, 6 und 7 und die horizontalen Peakpositionen adiquat zu modellieren. Die
Intensitdt von ALL 1 war im Vergleich zu der von ALL 6 und 7 deutlich zu hoch (Vgl.
Abbildung 3.5 und Abbildung 3.13, schwarze Linie). Weder eine Positions- oder Strukturin-
derung des Troponinmolekiils noch die Anderung anderer Parameter, wie Drehwinkel der
Aktinmonomere oder Abstand des Tropomyosinmolekiils von der Filamentachse, fiihrten zu
einer Anndherung der modellierten Intensititen an die experimentell ermittelten. Erst durch
das Einfiigen verschiedener Disordertypen konnten die Verhéltnisse der Schichtlinienintensi-
titen von ALL 1, 6 und 7 im Modell an die des Experiments angenédhert werden. Das Disorder
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wurde in dieser Arbeit durch den variablen Aktin- und Tropomyosintwist, den Verlauf der
Filamente entlang dreidimensionaler Kurven und durch den nicht ideal-parallelen Verlauf von
Myofibrillen bzw. Muskelfasern und der daraus resultierenden Verkippung der errechneten
Diffraktionsbilder realisiert (s. Abschnitt 2.2.3). Da die ersten drei dieser Disordertypen Zu-
fallszahlen verwenden, unterscheiden sich damit durchgefiihrte, einzelne Modellrechnungen
trotz gleicher Parameterwerte mehr oder weniger stark voneinander. Um die dadurch entste-
hende Variabilitit besser wiedergeben zu konnen, wurden mehrere Diffraktionsbilder, die mit
den gleichen Parameterwerten modelliert wurden, aufsummiert und gemittelt (s. Abschnitte
2.2.3.1,2.23.2und 2.2.3.3).

Der variable Aktintwist (s. Abschnitt 3.1.2.3) hatte eine Intensititsabnahme aller Aktin-
schichtlinien zur Folge. Dabei waren ALL 1 und 2 von dem Intensitéitsabfall und der damit
einhergehenden Verbreiterung stirker betroffen als ALL S, 6 und 7 (Vgl. Abbildung 3.13
schwarze bzw. rote Linie). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dal} kiirzere Abstinde im Fila-
ment, welche die Intensitétsverteilungen auf ALL 5, 6 und 7 betreffen, durch den Twist weni-
ger stark beeinfluflt werden, als ldngere Abstinde, welche ALL 1 und 2 betreffen.

Der variable Tropomyosintwist wirkte sich hauptsichlich auf die Intensitdten von ALL 1 und
2 aus (s. Abschnitt 3.1.2.4, Vgl. Abbildung 3.15 schwarze bzw. rote Linie). Wihrend die In-
tensititen dieser Schichtlinien abnahmen, blieben ALL 5, 6 und 7 praktisch unbeeinfluf3t. Da
Tropomyosin als kontinuierliche Helix vorliegt, liegen seine Schichtlinien auf dem Diffrakti-
onsbild im Bereich von ALL 1 und 2 (Vgl. Abbildung 1.13 b). Die Aktinschichtlinien hoherer
Ordnung werden somit durch eine ungeordnete azimuthale Position von Tropomyosin nicht
beeinfluf3t.

Der Verlauf der modellierten Filamente entlang von dreidimensionalen Kurven (s. Abbildung
3.18 a), fithrte zur Intensitdtsabnahme und Verbreiterung aller betrachteten Aktinschichtlini-
en, welche mit zunehmendem Abstand vom Meridian stirker wurde (Fanning, s. Abschnitt
3.1.2.5, Vgl. Abbildung 3.20 schwarze bzw. rote Linie). Die dadurch mit zunehmendem Ab-
stand vom Meridian stirker werdende Uberlagerung eng benachbarter Aktinschichtlinien er-
zeugte eine Art von Hintergrund im Bild. Da sich ALL 1 mit ALL 2 und dem Aquator mit
seiner hohen Intensitét iiberlagert, ist ALL 1 besonders durch die Subtraktion des Hinter-
grunds, welcher dquivalent zur Subtraktion des Hintergrunds im experimentell registrierten
Pattern durchgefiihrt wurde, betroffen. Ihre Intensitit nimmt dadurch relativ zu ALL 6 und 7
stirker ab. Auch die Intensitdt von ALL 2 sinkt durch den Abzug des Hintergrunds stérker als
die von ALL 6 und 7. Dies ist auf das weiter vom Meridian entfernte Maximum der Schicht-
linie zuriickzufiihren (Vgl. Abbildung 1.12 c). Hierdurch wird ALL 2 im Verhiltnis zu ALL 1
sogar noch stirker verbreitert.

Die Simulation des nicht exakt parallelen Verlaufs von Myofibrillen und Fasern durch unter-
schiedliches Verkippen der errechneten Diffraktionsbilder einzelner Filamente hatte wie der
angenommene gekriimmte Verlauf einzelner Aktinfilamente eine Intensitdtsabnahme aller
betrachteten Aktinschichtlinien bei gleichzeitiger Verbreiterung zur Folge (s. Abschnitt
3.1.2.5, Vgl. Abbildung 3.23 schwarze bzw. rote Linie).

Der Einsatz aller besprochenen Disordertypen zusammen fiihrte zu einer starken Uberlage-
rung benachbarter Schichtlinien, wobei durch den Abzug des entstandenen Hintergrunds ins-
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gesamt eine relativ groBBe Intensitdtsabnahme von ALL 1 und 2 im Verhéltnis zu ALL 6 und 7
erzielt wurde (Vgl. Abbildung 3.25 schwarze bzw. rote Linie und Abbildung 3.26 b).

Durch die Subtraktion des Hintergrunds konnte die Intensitdt von ALL 1 und 2 relativ zu
ALL 6 und 7 stirker gesenkt werden. So war es moglich, die relativen Intensititsverteilungen
auf den Aktinschichtlinien eins, zwei, sechs und sieben, sowie die Peakpositionen dieser
Schichtlinien unter Relaxationsbedingungen anzunéhern (s. Abschnitt 3.1.3, Vgl. Abbildung
3.26 a und b). Obwohl eine vollstindige Ubereinstimmung des Modells mit den experimen-
tellen Daten nicht erreicht wurde, konnten die im Experiment beobachteten Intensitédtsdnde-
rungen der Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs beim Ubergang von der niedrigen zur ho-
hen Calciumkonzentration qualitativ simuliert werden. Das Modell zeigte eine Intensitédtsab-
nahme von ALL 1, sowie eine Zunahme der Intensititen von ALL 2 und 6. Die quantitative
Auswertung der Intensititsénderungen ergab, relativ zum Anstieg von ALL 2, einen zu gro-
Ben Abfall von ALL 1 bzw. eine geringere Zunahme von ALL 6 im Modell (s. Tabelle 3.4
und Abbildung 3.36). Die Intensitédtsinderungen der Troponinreflexe im Modell stimmten
zunéchst nicht mit den im Experiment beobachteten iiberein. Im Modell nahmen die Reflexe
an Intensitdt ab, im Experiment zeigten sie eine Intensitidtszunahme (Vgl. Abbildung 3.35 a,
b). Durch eine Randomisierung der Troponinposition in axialer Richtung entlang des Fila-
ments fiir den off-Zustand des Modells konnte das Modell an die experimentellen Daten an-
geglichen werden (s. Abschnitt 3.3).

Das Bindegewebe, welches bei der Untersuchung ganzer Muskeln den Rontgenstrahl ab-
schwiicht und streut, spielte bei den Versuchen wegen der Verwendung einzelner aus einem
Muskelfaserbiindel gezogener Fasern keine Rolle. Auerdem entstand durch die Verwendung
gehduteter Einzelmuskelfasern (,,skinned fibres®, s. Abschnitt 2.1.1) eine im Vergleich mit
Versuchen an unbehandelten Muskelfasern geringere Streustrahlung, da die im Sarkoplasma
vorhandenen wasserloslichen Proteine entfernt wurden. Durch die Streuung an optischen
Elementen (Spiegel, Monochromator, Blenden), sowie an Kammer und Medium entsteht je-
doch ein nicht unerheblicher Hintergrund auf den experimentellen Diffraktionsbildern. Dieser
,Maschinenhintergrund* wurde durch eine zusitzliche Registrierung einer mit Medium ge-
fiillten Kammer erfaBt und spiter vom aufgenommenen Pattern abgezogen (s. Abschnitte
2.1.3 und 2.1.4). Aufgrund dessen muflite er bei der Erstellung des Modells nicht beriicksich-
tigt werden.

Die Ausdehnung der Reflexe und die Breite der Schichtlinien wird auerdem von der Geo-
metrie des Rontgenstrahls beeinfluflt. Der Querschnitt des Strahls ist nicht unendlich klein
und er kann, abhingig von der verwendeten Rontgenquelle, bzw. der nachgeschalteten Optik,
kreisformig oder elliptisch sein. Je groBer die Strahlhohe ist, desto breiter werden durch die
Faltung mit dem Strahlprofil die Schichtlinien auf dem Diffraktionsbild und desto schlechter
ist die Auflosung und damit die Trennung eng nebeneinander liegender Schichtlinien. Ist der
Strahl in horizontaler und vertikaler Richtung unterschiedlich breit, so resultiert daraus eine
unterschiedliche Verbreiterung der Reflexe in horizontaler und vertikaler Richtung. Im Mo-
dell wurde die Strahlgeometrie nicht beriicksichtigt, da die Schichtlinienintensititen zur Aus-
wertung integriert werden und die Intensitétsprofile entlang der hier relevanten Schichtlinien
kein Sampling aufweisen. Eine Realisierung des Effekts der Strahlgeometrie im Modell findet
sich bei Holmes et al. (1990).
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4.2 Disorder

Der variable Aktintwist verbreitert die Aktinschichtlinien unterschiedlich stark. ALL 1 und 2
sind dabei stirker betroffen, als ALL 6 und 7. Die Vertwistung der Tropomyosinmolekiile zur
Simulation einer variablen Tropomyosinposition fiihrt zu einer Verbreiterung von ALL 1 und
2, wobei ALL 6 und 7 praktisch nicht verdndert werden. Das Fanning, verursacht durch den
kurvigen Verlauf von Aktinfilamenten bzw. Verkippen der Intensititsbilder, kann durch eine
Verbreiterung der Schichtlinienverlidufe zu einem Uberlappen eng beieinander liegender
Schichtlinien fithren. Hierdurch entsteht eine Art von Hintergrund im Bild, welcher im Be-
reich der horizontalen Bildachse am hochsten ist, da dort der Aquator mit seiner hohen Inten-
sitéit liegt. Subtrahiert man den so entstandenen Hintergrund von den Intensitdten der Schicht-
linien, dann sind besonders ALL 1 und 2 davon betroffen. Sie nehmen im Vergleich zu ALL 6
und 7 stédrker in ihren Intensitdten ab. In der Abbildung 4.1 sind die Vertikalschnitte tiber die
modellierten Diffraktionsbilder mit allen in dieser Arbeit gezeigten Disordertypen zusammen

dargestellt.
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Abbildung 4.1: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich modellierter Dif-
fraktionspattern

Darstellung aller Vertikalschnitte aus den Abbildungen in den Abschnitten 3.1.2.3 bis 3.1.2.6.

Die integrierten Intensititen von ALL 1, 2, 6 und 7, ermittelt aus den Vertikalschnitten in der
Abbildung 4.1, falt Tabelle 4.1 zusammen. Der Einfachheit halber wurde auch fiir ALL 2, 6
und 7 diese Schnittbreite beibehalten, obwohl hier keine storenden Troponinreflexe auf dem
Meridian liegen (Vgl. 3.1.1). Die Integration der Intensititen erfolgte einmal vor und einmal
nach der Subtraktion des Hintergrunds.
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Schichtlinie | +bg ALL 1 ALL 2 ALL 6 ALL 7

+bg | 7,071 (100) 1,984 (100) 2,639 (100) 0,749 (100)
kein Disorder

-bg | 6,989 (100) 1,883 (100) 2,610 (100) 0,729 (100)
variabler Ak. | +bg| 7.113 (>100) 1,710 (86) 2,657 (> 100) 0,740 (99)
tintwist be | 6,384 (91) 1,198 (64) 2,565 (98) 0,689 (95)
variabler Tro- | +bg]| 7,102 (> 100) 1,886 (95) 2,651 (>100) | 0,757 (> 100)
pomyosintwist | o | 6820 (98) 1,660 (88) 2,598 (99) 0,718 (98)

+bg | 7,538 (>100) | 2,257 (>100) | 2,656 (> 100) | 0,767 (> 100)
3D-Kurven

bg | 2,955 (42) 0,603 (32) 1,842 (71) 0,404 (55)

+bg | 7,030 (99) 2,146 (> 100) 2,629 (99) 0,742 (99)
Verkippung

bg | 5,852 (84) 1,462 (78) 2,425 (93) 0,652 (89)
alle Disorder- | +bg | 7.531(>100) | 2,172 (>100) | 2,679 (>100) | 0,775 (> 100)
typen -bg | 2,086 (30) 0,293 (16) 1,737 (67) 0,335 (46)

Tabelle 4.1: Absolute Intensititen von ALL 1, 2, 6 und 7 im Modell mit und ohne Disor-
der

Die Tabelle gibt die absoluten integrierten Intensitdten der Aktinschichtlinien eins, zwei, sechs und sieben im
Modell wieder. Dabei wurde das Modell ohne Disorder, jeder Disordertyp einzeln und alle zusammen beriick-
sichtigt. Tropomyosin und Troponin befanden sich in der Konfiguration des off-Zustands. Die Werte wurden
jeweils anhand eines vertikalen Schnitts iiber den extrameridionalen Bereich ermittelt (Bereich b in den Abbil-
dungen des Ergebnisteils). Dabei wurden die Intensitéiten der Peaks iiber die jeweils gleichen Bereiche einmal
vor (,,+bg®, schwarze Zahlen) und einmal nach Abzug des Hintergrunds ermittelt (,,-bg*, rote Zahlen). Die Sub-
traktion des Hintergrunds wurde entsprechend der Beschreibung im Ergebnisteil (Vgl. Abbildung 3.3 und
Abbildung 3.4) durchgefiihrt. Die Zahlen in Klammern geben jeweils die relativen Intensititen, ausgehend von
den Schichtlinien des Modells ohne Disorder wieder. Sie wurden fiir die Intensitétsverteilungen der Schnitte mit
bzw. ohne Hintergrund separat berechnet. Der Ubersichtlichkeit halber wurde bei den Absolutwerten der Expo-
nent 10 weggelassen.

Die schwarz gedruckten Zahlenwerte geben die integrierten Intensititen der einzelnen
Schichtlinien vor dem Abzug des Hintergrunds wieder. Beim Vergleich der relativen Werte in
Klammern fillt auf, dal die Gesamtintensitét der einzelnen Schichtlinien aus den Rechnungen
mit Disorder im Vergleich zum Modell ohne Disorder fast durchweg gleich bleibt oder sogar
leicht ansteigt (> 100). Eine Ausnahme bilden die durch variablen Aktin- und Tropomyosin-
twist verursachten Intensitétsriickginge auf ALL 2. Zwar fiihren alle betrachteten Disorderty-
pen zu einer mehr oder weniger starken Abnahme der Peakhohe (Vgl. Abbildung 4.1), gleich-
zeitig verbreitern sich dabei die Schichtlinien, so daB} ihre integrierte Intensitit praktisch
gleich bleibt. Werte von iiber 100 % kommen zum einen dadurch zustande, dafl durch das
Disorder eine Umverteilung der Intensitiiten stattfindet. Obwohl die Gesamtintensitéit eines
Diffraktionsbildes dabei gleich bleibt, konnen bestimmte Bereiche im Bild an Intensitéit zu-
nehmen, andere abnehmen. Des weiteren stimmten die Gesamtintensititen der einzelnen Mas-
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senprojektionen durch das eingefiihrte Disorder nicht exakt iiberein, was zu leichten Unter-
schieden in der Gesamtintensitidt auf den Diffraktionsbildern fiihrt.

Aufgrund der Koppelung benachbarter Elemente durch die hier verwendeten Splinekurven
gehoren der variable Aktin- und Tropomyosintwist, sowie der kurvenformige Verlauf der
Filamente nicht in die Kategorie der Verformung erster Art (Vgl. Vainshtein, 1966, s. Ab-
schnitt 1.3).

Beim variablen Aktin- und Tropomyosintwist treten durch den hier gewihlten Abstand auf-
einander folgender Interpolationspunkte der Splinekurven nicht unerhebliche Winkelabwei-
chungen zwischen benachbarten Untereinheiten auf. Da die benachbarten Untereinheiten
durch die Kurven gekoppelt sind, gehoren variabler Aktin- und Tropomyosintwist in die Ka-
tegorie der Verformung zweiter Art. Die Interpolationspunkte der fiir diese beiden Disorder-
typen eingesetzten Splinekurven wurden jeweils unabhéngig voneinander erzeugt. Somit ist
das modellierte Disorder nicht kumulativ, sondern kompensatorisch. Das heif3t, daB} die Aus-
lenkungen, die mit den Kurven produziert wurden, nicht beliebig wachsen konnen. Also blei-
ben sowohl die Abstandsbeziehungen benachbarter als auch weit auseinander liegender
Strukturelemente grundsitzlich erhalten (Short-Range Order bzw. Long-Range Order, Vgl.
Abschnitt 1.3).

Beim Kurvenverlauf der Filamente entlang dreidimensionaler Splinekurven liegen die einzel-
nen Monomere zwar auch gekoppelt vor, dies wirkt sich aber durch den gro8en Abstand, wel-
chen die Interpolationspunkte voneinander haben, anders aus, als beim variablen Aktin- bzw.
Tropomyosintwist (Vgl. Abschnitt 2.2.3.3). Durch den gekriimmten Filamentverlauf besitzen
die einzelnen Abschnitte des Filaments unterschiedliche Winkel, unter denen sie verlaufen. Je
nach Stirke der Kriimmung ergibt sich eine andere Winkelverteilung. Das resultierende Dif-
fraktionsbild besteht somit aus einer Summation vieler, unter verschiedenen Winkeln ausge-
richteter Filamentabschnitte, dhnlich wie dies in einem Rontgen-Pulver-Diffraktionsbild der
Fall ist. Es fiihrt dadurch kaum zu einer Verdnderung im Interferenzmuster und wird so mit
der Erzeugung von Disorder durch die Verkippung vergleichbar. Bei der Verkippung werden
die Intensitétsverteilungen der Schichtlinien durch die Mittelung der Diffraktionsbilder eines
Filaments, das unter verschiedenen Winkeln ausgerichtet wird, verdndert. Dabei kommen die
Intensitdtsverteilungen der einzelnen Diffraktionsbilder untereinander nicht durch Interferenz
zustande. Aus den angegebenen Griinden ist eine Einordnung des Disorders, welches aus dem
Filamentverlauf entlang dreidimensionaler Kurven und der Verkippung resultiert, in eine der
zwei beschriebenen Kategorien (Verformung erster oder zweiter Art), nicht moglich.

Der Abzug des im Modell durch Disorder entstandenen Hintergrunds kann die integrierten
Intensitédten der Schichtlinien relativ zueinander stark beeinflussen (Tabelle 4.1, rot gedruckte
Zahlenwerte). Unabhiéngig von der Art des Disorders, sind die integrierten Schichtlinieninten-
sitdten mit Disorder nach Abzug des Hintergrunds geringer als in der Simulation ohne Disor-
der (relative Werte in Klammern). Dabei nehmen die Intensititen von ALL 1 und 2 jeweils
stiarker ab, als die von ALL 6 und 7 (Vgl. Abschnitt 4.1). Insgesamt wirken sich die verschie-
denen Disordertypen unterschiedlich stark auf die integrierten Intensititen der einzelnen Ak-
tinschichtlinien aus (s. Tabelle 4.1, rot gedruckte Zahlenwerte). Dadurch lassen sich Riick-
schliisse auf die jeweiligen Anteile der einzelnen Disordertypen in einem registrierten Dif-
fraktionspattern ziehen.
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Durch das Einfithren von Disorder ins Modell und die Subtraktion des dadurch entstandenen
Hintergrunds konnte das Intensitétsverhéltnis von ALL 1 und 6 im Modell von 2,7 : 1 ohne
Disorder auf 1,2 : 1 verbessert werden (Vgl. Tabelle 4.1). Das experimentell ermittelte Inten-
sititsverhiltnis liegt bei etwa 0,6 : 1 (Vgl. Tabelle 3.1). Daher muB3 es noch weitere Faktoren
geben, welche die Verteilung der Schichtlinienintensitdten auf einem Diffraktionsbild beein-
flussen und im Modell nicht beriicksichtigt wurden (s. Abschnitt 4.3).

Da Disorder auch in der realen Muskelstruktur vorhanden ist, wirkt es sich im registrierten
Rontgendiffraktionspattern auf eine dhnliche Weise wie im modellierten Bild aus. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, ob es iiberhaupt sinnvoll ist, den Hintergrund bei der
Analyse von Schichtlinienintensititen von diesen zu subtrahieren. Die in dieser Arbeit ge-
zeigten Ergebnisse machen deutlich, dafl dabei ein nicht unerheblicher Teil der Bildinformati-
on verloren geht.

Aufgrund welcher Uberlegungen und Belege die Parameterwerte der einzelnen Disordertypen
gewihlt wurden, soll in den nichsten drei Kapiteln geklédrt werden.

4.2.1 Variabler Aktintwist

Die unterschiedliche Linge aufeinander folgender, vollstindiger Umdrehungen der Aktinhe-
lix wurde zuerst von Hanson und Lowy (Hanson und Lowy, 1963, Hanson, 1967) anhand von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen beschrieben und spiter von Egelman ez al. (1982) als
,random variable twist“ bezeichnet. Demzufolge variieren die Abstinde zwischen zwei
,,Uberkreuzungsstellen“, den Crossovers der Helix, zufillig. Da eine Abweichung vom re-
gelmiBigen Helixverlauf in der Realitédt offensichtlich vorhanden ist, lag es nahe, sie in das
Modell zu integrieren, um eine bessere Grundlage fiir die zu untersuchenden experimentellen
Daten zu erhalten.

In der Literatur bestehen unterschiedliche Ansichten dariiber, welche Bedingungen fiir die zu
verwendenden Abweichungswinkel der einzelnen Monomere gelten. Hierbei steht auf der
einen Seite das Modell des kumulativen Disorders (Egelman et al., 1982). Dabei wird fiir je-
des Monomer n auf einen konstanten Rotationswinkel ¢ ein bestimmter Abweichungswinkel
Jaufaddiert. Damit ein kumulativer Verlauf entsteht, wird fiir jedes Monomer der tatséchliche
Gesamtwinkel des vorangegangenen beriicksichtigt:

Drehwinkel(n)=(n—1)- @+ i@ 7
i=1

Bremer et al. (1991) meinten, fiir aufeinander folgende Lingen vollstindiger Umdrehungen
des Aktinfilaments hdufig abwechselnd groBere und kleinere Werte zu beobachten. Das hiel3e,
nach einem Overtwist folgte hédufiger ein Undertwist als ein weiterer Overtwist und umge-
kehrt (,,kompensatorischer Effekt®). Egelman und DeRosier (1992) wiesen nach, dal aus den
Daten ein streng kompensatorischer Verlauf, also die hohere Wahrscheinlichkeit dafiir, da83
nach einer kurzen Crossoverlinge eine lange auftritt und umgekehrt, nicht hervorgeht. Das
beweist allerdings nicht zwangsldufig, da3 ein rein kumulativer Verlauf vorliegt. Versuche
zur Messung der Rotationswinkelédnderung durch thermische Fluktuation legen nahe, da3 sich
kompensatorische Effekte finden, jedoch nicht streng kompensatorische, und da3 die Auslen-
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kungen der einzelnen Monomere weitaus geringer sein konnen, als von Egelman im Modell
angenommen (Tsuda et al., 1996). Die theoretischen Betrachtungen von Erickson (1989) un-
terstiitzen dies.

Eine weitere Schwierigkeit bei der Modellierung des variablen Aktintwists ergab sich aus der
Tatsache, daB3 ein kontinuierlicher Helixverlauf simuliert werden muflte. Die Verwendung
diskreter Abweichungswinkel, je einer pro Monomer, mag fiir die Simulation einer reinen
Aktinhelix ausreichend sein, obwohl dabei die Monomere als rigide angesehen werden und
keinerlei Verformung beriicksichtigt wird. Mit dem Modell sollte jedoch ein vollstindiges
Aktinfilament, inklusive Tropomyosin und Troponin, simuliert werden. Da sich ein Tropo-
myosinmolekiil jedoch tiber mehrere Aktinmonomere erstreckt, muf3te fiir das Mitdrehen von
Tropomyosin mit der vertwisteten Aktinhelix eine andere Moglichkeit gefunden werden. An-
derenfalls hitte das Tropomyosin nur in Teilstiicken mit den jeweiligen Aktinmonomeren
mitgedreht werden konnen oder es wire zum Versatz an den aufeinander folgenden Enden
zweiler Tropomyosinmolekiile gegkommen. Aus diesem Grund wurden kubische Splinefunk-
tionen zur Erzeugung der Abweichungswinkel verwendet. Mit Hilfe dieser Funktionen konnte
fiir jedes einzelne Atom ein eigener Abweichungswinkel berechnet werden, mit welchem die
axiale Position entlang des Filaments bestimmt wurde. Damit konnten alle Atome eines Ak-
tinmonomers der Drehung entsprechend angepalit und das Monomer somit elastisch verformt
werden.

Um ein MaB fiir die zur Berechnung der Splinefunktion generierten Abweichungswinkel zu
erhalten, wurden die von Hanson (1967), Egelman et al. (1982) und Bremer et al. (1991) ge-
messenen Crossoverldngen herangezogen. Die Splines wurden so erzeugt, dafl die Verteilung
der resultierenden Crossoverlingen eines modellierten Filaments damit vergleichbar war.
Abbildung 4.2 zeigt die Verteilung der Crossoverlingen von zehn modellierten Einzelfila-
menten, wie sie in dieser Arbeit zur Simulation des Aktintwists verwendet wurden.

40
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Abbildung 4.2: Verteilung der Crossoverlingen bei variablem Aktintwist, simuliert mit
eindimensionalen Splinefunktionen

Die Standardabweichung der Crossoverldngen aus allen zehn Einzelfilamenten, modelliert mit eindimensionalen
kubischen Splinefunktionen, betrigt 3,0 nm. Jede Farbe gibt die Crossoverlingen jeweils eines Filaments wie-
der.
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Da aber die Abweichungswinkel aufeinander folgender Monomere durch die Verwendung der
Splinekurven eine viel kleinere Standardabweichung hatten, als beim kumulativen Disorder
von Egelman et al. (1982), ergeben sich beim Vergleich zu den hier gezeigten Ergebnissen
deutliche Unterschiede in der Intensitédtsverteilung eines mit kumulativem Disorder erzeugten
Diffraktionsbilds (s. Abbildung 3.11). Die Intensititsabnahme von ALL 1, 2 und 6 im Modell
mit kumulativem Disorder ist grofer als bei der Verwendung der Splinefunktionen. Das ist
dadurch zu erkliren, daB3 der Winkel zwischen zwei aufeinander folgenden Monomeren bei
kumulativem Disorder stark in die eine oder andere Richtung abweichen kann. Dies hat eine
starke Intensitidtsabnahme und, wegen der gekoppelten Abweichung, eine Verbreiterung der
Aktinschichtlinien zur Folge (Verformung zweiter Art). Hingegen dndern sich bei der hier
verwendeten Splinefunktion die Winkel zwischen aufeinander folgenden Monomeren nur
wenig und die Abweichungswinkel behalten tiber mehrere Monomere ihre Richtung bei. Ob-
wohl in beiden Fillen die gleiche Verteilung der Crossoverldngen resultiert, entstehen auf den
Diffraktionsbildern deutliche Unterschiede in der Intensititsverteilung auf den Aktinschichtli-
nien.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daf} die Stirke der Effekte auf einem modellierten Dif-
fraktionsbild abhingig ist von der Methode zur Erzeugung der Unordnung in den Monomer-
positionen. Anhand experimentell ermittelter Crossoverldngen konnen die beiden Disorder-
konzepte nicht differenziert werden. Die Untersuchungen von Tsuda et al. (1996) und Erick-
son (1989) legen jedoch nahe, daB3 eine relativ geringe Standardabweichung der Abwei-
chungswinkel, etwa in der hier verwendeten Gro3enordnung, wahrscheinlich ist.

4.2.2 Variabler Tropomyosintwist

Obwohl die verschiedenen Positionen von Tropomyosin in Abhéngigkeit von der Calcium-
konzentration inzwischen relativ gut bestimmt worden sind (Wakabayashi, T. et al., 1975,
Lehman et al., 1994, Xu, C. et al., 1999, Lehman et al., 2000), gilt das Molekiil als besonders
flexibel. Untersuchungen von Einzelfilamenten bei niedriger Calciumkonzentration (Narita et
al., 2001), sowie von Tropomyosinmolekiilen im Kristall (Phillips et al., 1986) ergaben, dal}
die C-terminale Hilfte des Molekiils am beweglichsten ist, wohingegen die Enden im Bereich
der Uberlappungsregion, sowie die N-terminale Hilfte rigider sind.

Anderungen des Tropomyosinverlaufs wirken sich auf dem Diffraktionsbild besonders auf die
erste und zweite Aktinschichtlinie aus (Haselgrove, 1972, Huxley, H. E., 1972). Wird der
azimuthale Winkel aller Tropomyosinmolekiile im Modell um den gleichen Wert verindert,
fiihrt dies in einem bestimmten Wertebereich zur entgegengesetzten Ab- bzw. Zunahme der
Intensitidten von ALL 1 und 2 (s. Abschnitt 3.1.2.1). Anders ist dies beim unregelmiBigen
Verlauf von Tropomyosin, welcher mit unterschiedlichen azimuthalen Winkeln entlang des
Filaments einhergeht. Er fiihrt zu einer Verbreiterung der ersten beiden Aktinschichtlinien
und verringert somit ihre Peakhohe (s. Abbildung 3.15). Genau dieser Effekt sollte im Modell
erzielt werden, da die Intensitdten von ALL 1 und 2 im Vergleich zu der von ALL 6 anderen-
falls deutlich zu hoch waren. Zur Vereinfachung der Simulation wurden nur die beiden Enden
des Tropomyosins als Fixpunkte betrachtet, wihrend die unterschiedliche Beweglichkeit der
N- und C-terminalen Regionen nicht beriicksichtigt wurde, um das Modell nicht zu kompli-
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ziert werden zu lassen. Der Bereich zwischen zwei Fixpunkten wurde Gauss-verteilt zufillig
in die eine oder andere Richtung ausgelenkt (s. Abschnitt 2.2.3.2).

Obwohl die im Modell verwendete Vertwistung nur klein ist, zeigt sie durchaus eine Wirkung
auf die Aktinschichtlinien. Besonders ALL 2 ist davon betroffen. Thre integrierte Intensitit
fallt mit dem hier verwendeten, schwachen variablen Tropomyosintwist (Vgl. Abschnitte
2.2.3.2 und 3.1.2.4) auf 95 % bzw. nach Abzug des Hintergrunds auf 88 % der integrierten
Intensitit ohne Twist (s. Tabelle 4.1). Quantitative Abschitzungen realer Daten sind in der
Literatur bisher kaum zu finden. Squire (1975) beschreibt die Modellierung einer Tropomyo-
sinposition, die von der Idealposition abweicht. Der Bereich fiir die Abweichung wird dort
mit +£5° angegeben (Standardabweichung hier: 7,7°). Sehr viel groere Auslenkungen sind
vermutlich nicht zu erwarten. Anderenfalls wire die Uberlappung an den Ubergangsstellen
von einem Molekiil zum néchsten nicht mehr gewihrleistet, denn je groBer die Auslenkung
ist, desto kleiner wird der Bereich in axialer Richtung, den das Molekiil iiberdecken kann.

Fiir eine echte Abschitzung des variablen Tropomyosintwists mii3te mehr iiber die Flexibili-
tit des Tropomyosins bekannt sein. Zur genaueren Simulation des Verhaltens von Tropomyo-
sin miite auBerdem die unterschiedliche Variabilitidt der N- bzw. C-terminalen Region des
Molekiils berticksichtigt werden. Im Modell wiirde eine grofere Variabilitit der azimuthalen
Position eines Molekiils oder Molekiilteils am Aktinfilament, wie sie fiir die C-terminale Re-
gion des Tropomyosinmolekiils angenommen wird (Phillips et al., 1986, Narita et al., 2001),
zu Intensititsdnderungen auf ALL 1 und 2 fithren (Vgl. Abschnitt 1.2.2 und Abbildung 1.13).
Da der Beitrag, den das Tropomyosinmolekiil zur Intensitédtsverteilung dieser beiden Aktin-
schichtlinien leistet, durch eine groBere Variabilitit der azimuthalen Position abnimmt, kann
es sogar zu einem Intensitétsriickgang von beiden Aktinschichtlinien kommen. Dies ist ab-
hingig davon, welche azimuthale Position das Tropomyosin am Aktinfilament einnimmt.

4.2.3 Fanning

Als Ursache fiir die nach auBen zunehmende Breite der Schichtlinien auf dem Diffraktions-
bild lassen sich Fasern, die bei der Aufnahme des Diffraktionsbilds schrig standen, identifi-
zieren. Dal} auch Myofibrillen und Aktinfilamente in gewisser Weise ungeordnet vorliegen,
zeigt die Betrachtung von hochauflésenden EM-Bildern (s. Abbildung 3.17 a, b, Huxley, H.
E., 1957b, Craig et al., 1992, Lenart et al., 1996). Kress et al. (1986) beschreiben fiir die
zweite Aktinschichtlinie im kontrahierten Froschmuskel ein Fanning von 6° (FWHM).

Bei der Durchfithrung von Simulationen wurde das Fanning bisher kaum beriicksichtigt. Eine
Ausnahme bildet das Modell von Lorenz et al. (1993, 1995), bei dem zur Modellierung der
Verbreiterung der Aktinschichtlinien auf die Erkenntnisse von Holmes und Barrington-Leigh
(1974) zuriickgegriffen wurde.

Da sich die Beitridge von Fasern, Myofibrillen und Aktinfilamenten nicht voneinander trennen
lassen, ist nicht klar, wie grof3 der Anteil ist, der jeweils mit dem kurvenférmigen Filament-
verlauf bzw. durch die Verkippung modelliert werden miilte. Zur Annédherung der Simulation
an die experimentell ermittelten Diffraktionsbilder wurde deshalb die Kriimmung der Aktin-
filamente und das Schrigstehen der Myofibrillen bzw. Fasern anhand von Beispielen abge-
schitzt und entsprechend simuliert (Vgl. Abbildung 3.17 a bis d). Die Parameterwerte der zur
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Simulation des Fannings eingesetzten Disordertypen wurden auch anhand der resultierenden
horizontalen Peakpositionen von ALL 1, 6 und 7 abgeschitzt. Da variabler Aktin- und Tropo-
myosintwist nicht imstande sind, die Peakpositionen zu beeinflussen (Egelman und DeRosier,
1982), geschieht dies durch die beiden anderen Disordertypen, den kurvenformigen Verlauf
der Aktinfilamente und die Verkippung, welche gleichzeitig fiir das Fanning verantwortlich
sind. Ohne Fanning lag die Peakposition von ALL 6 im Modell ohne Disorder bei etwa
0,09 nm'l, die von ALL 7 bei etwa 0,08 nm’'. Beide Positionen sind damit weiter vom Meri-
dian entfernt als die Peaks im registrierten Pattern (ALL 6: 0,08 nm”' bzw. ALL 7: 0,06 nm'l,
Vgl. Abbildung 3.29 a und gepunktete Linien in b). Der Wert fiir ALL 1 wurde mit Hilfe ei-
nes Horizontalschnitts iiber einen Kanal in der Mitte der Schichtlinie ermittelt. Er lag bei ei-
nem reziproken Spacing von 0,1 nm™' und entspricht damit den experimentellen Daten (Vgl.
Tabelle 3.3). Dabei mul3 beriicksichtigt werden, da3 die Bestimmung der Peakposition von
ALL 1 im Experiment aufgrund der starken Uberlappung der Schichtlinie mit MLL 1 schwie-
rig ist und deshalb nicht so genau wie die von ALL 6 und 7 sein kann. Aus diesem Grund ist
der Vergleich der Peakpositionen von ALL 6 und 7 in Experiment und Modell aussagekrifti-
ger. Durch das Fanning wurde die Intensitit mit steigendem Abstand vom Meridian breiter
verteilt, so da3 die horizontalen Peakpositionen nidher am Meridian lagen (ALL 6: 0,08 nm’!
bzw. ALL 7: 0,055 nm, Vgl. Abbildung 3.29 b, durchgezogene Linien). Der starke Fanning-
effekt, hier modelliert durch eine stirkere Verkippung, fithrte dazu, dal die Peakpositionen
niher am Meridian lagen, als das im Experiment der Fall war (ALL 6: 0,075 nm” bzw.
ALL 7: 0,05 nm'l, Vgl. Abbildung 3.29 b, gestrichelte Linien).

Aufgrund der gewihlten Parameterwerte fiihrte die Verkippung allein nur zu einer schwachen
Uberlagerung benachbarter Schichtlinien (Vgl. Abbildung 3.23, rote Linie). Eine stirkere
Verkippung war in ihrer Auswirkung auf das Diffraktionsbild mit der des simulierten Kur-
venverlaufs einzelner Aktinfilamente vergleichbar (s. Abbildung 4.3). Aus diesem Grund
miilte es auch moglich sein, das gesamte Fanning nur mit der Verkippung zu simulieren. Dies
hitte neben einer erheblichen Verkiirzung der Rechenzeit den Vorteil, da3 sich Diffraktions-
bilder nur noch aufgrund struktureller Unterschiede der zugrunde liegenden Aktinfilamente
unterschieden, nicht wegen des unterschiedlichen Kurvenverlaufs einzelner Aktinfilamente
(Vgl. Abschnitt 3.3, s. Abbildung 3.38). Allerdings fehlt dazu eine korrekte Ermittlung der
Verteilung der einzelnen Verkippwinkel. Zunichst miilite untersucht werden, ob die hier an-
genommene Gewichtung der Winkel, die mit Hilfe einer Gauss-Funktion vorgenommen
wurde (Vgl. Abschnitte 2.2.3.3 und 3.1.2.5), die Verteilung der Winkel einzelner Myofibrillen
oder Fasern korrekt wiedergibt. Aulerdem miilte ermittelt werden, inwieweit die Verteilung
der Winkel einzelner Abschnitte von gekriimmt verlaufenden Aktinfilamenten durch eine
Gauss-Funktion abgebildet werden kann. Die quantitative Auswertung einer reprisentativen
Anzahl von geeigneten elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte dazu dienen, einen
Uberblick iiber die tatsichlichen Kriimmungen der Aktinfilamente zu erhalten, welche dann
mit entsprechend simulierten Kurvenverldufen bzw. mit der Verkippung modelliert werden
konnen.
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Abbildung 4.3: Vertikalschnitt iiber den extrameridionalen Bereich der modellierten
Diffraktionspattern mit dreidimensionalen Splinekurven bzw. starker Verkippung

Schwarz: Vertikalschnitt tiber ein Diffraktionsbild, gemittelt aus den Intensitdten von 50 Einzelfilamenten, proji-
ziert mit zufillig unterschiedlichem Verlauf der dreidimensionalen Splinekurven (Verlauf der roten Linie aus
Abbildung 3.20). Rot: Vertikalschnitt iiber ein Diffraktionsbild mit einer Verkippung um ca. £10°, entsprechend
der Verkippung, die bei der Erzeugung der Abbildung 3.27 eingesetzt wurde. Die Schnittbreiten entsprechen
jeweils dem Bereich b aus den Abbildungen im Ergebnisteil.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, veridndert sich durch das Auftreten des Fanningeffekts die
Intensititsverteilung auf dem gesamten Diffraktionsbild. Die Verbreiterung eng benachbarter
Schichtlinien fiihrt zu deren Uberlappung und damit zur Entstehung eines Hintergrunds. Da
zur Integration der Schichtlinienintensititen auf experimentell ermittelten Diffraktionsbildern
der Hintergrund von den Schichtlinien subtrahiert wird, muf} dies beim Vergleich mit model-
lierten Daten dort ebenso erfolgen. Die Intensititsverteilung des Hintergrunds hingt jedoch
stark vom Ausmall des im Modell simulierten Fannings ab, so dal das Fanning die integrier-
ten Intensitidten der Schichtlinien stark beeinflussen kann. Aus diesem Grund ist fiir einen
sinnvollen quantitativen Vergleich der Schichtlinienintensititen in Experiment und Modell
eine Beriicksichtigung des Fannings unbedingt notwendig, unabhingig davon, ob es durch
den gekriimmten Verlauf einzelner Aktinfilamente oder durch schrig angeordnete Myofibril-
len oder Muskelfasern entsteht.

4.3 Unterschiede in den Diffraktionspattern von Experiment und
Modell

Obwohl das Modell durch den Einsatz von Disorder den experimentellen Daten angenéhert
werden konnte, blieben einige Unterschiede bestehen. So konnten die integrierten Intensititen
der Aktinschichtlinien unter Relaxationsbedingungen mit dem Modell nicht exakt simuliert
werden. Die integrierte Intensitdt von ALL 1 lag im Modell iiber der von ALL 6, im Experi-
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ment war es umgekehrt (Vgl. Abschnitt 4.2). Um die Intensititsverhéltnisse der Aktinschicht-
linien im Modell den experimentellen Daten weiter anzunédhern, konnte z. B. die Gewichtung
der Disordertypen, insbesondere des Fannings veridndert werden (Vgl. Abschnitt 4.2.3). Dem
sind jedoch durch das Abmessen des experimentell beobachteten Fannings Grenzen gesetzt.
Ebenso konnte eine grofere Variabilitidt der C-terminalen Region des Tropomyosins zu einem
Intensititsriickgang von ALL 1 und 2 fiithren (Vgl. Abschnitt 4.2.2). Ein starker Riickgang ist
dabei jedoch nicht zu erwarten, da der variable Tropomyosintwist, der eine variable azi-
muthale Position des Tropomyosinmolekiils simuliert, nur einen kleinen Intensititsabfall von
ALL 1 und 2 gezeigt hat (Vgl. Abschnitt 3.1.2.4). Das Hinzufiigen von Myosinkopfen ins
Modell wiirde nicht nur zur Entstehung von Myosinschichtlinien und -reflexen fiihren, son-
dern, abhiingig von der Anordnung der Myosinkdpfe, auch die Intensititsverteilung auf dem
tibrigen Diffraktionsbild beeinflussen. Die dabei entstehende Hintergrundstreuung konnte,
wenn sie sich in Abhingigkeit von der Calciumkonzentration #ndert, zu einer Anderung der
integrierten Intensititen der Aktinschichtlinien fiihren. Aufgrund der Uberlappung von ALL 1
mit MLL 1, wire ALL 1 besonders stark davon betroffen. Dadurch, dall bei der Auswertung
der Intensititsverteilung auf den Aktinschichtlinien jeweils die integrierte Intensitit nach Ab-
zug des Hintergrunds verwendet wird, kann praktisch jede Anderung der Intensititsverteilung
auf dem Hintergrund zu einer Anderung der integrierten Intensititen der Aktinschichtlinien
fiihren. Hierbei spielen besonders die Fehler eine Rolle, die bei der Subtraktion des Hinter-
grunds gemacht werden. Beim Abschitzen des Hintergrundverlaufs wird der Fehler besonders
groB, wenn die Schichtlinie, wie z. B. ALL 1, nah am Aquator liegt. Die exakte Uberlappung
des Aquators mit angrenzenden Schichtlinien ist oft nicht genau zu bestimmen. Wird dann der
Hintergrund unter ALL 1 als lineare Verbindung vom Minimum innen zum Minimum auf3en
angenommen, konnten Fehler bei der Bestimmung der Intensitdt von ALL 1 auftreten (Vgl.
Abbildung 3.2). AuBlerdem ist die Troponinstruktur, die im Modell verwendet wurde, wegen
des Fehlens einer exakten Kristallstruktur nur eine Ndherung. Wenn die Molekiilstruktur des
Troponins vollstindig geklirt ist, konnte dies im Modell zu einer Verdnderung der Intensi-
tiatsverhiltnisse fithren, welche evtl. besser zu den experimentellen Daten paft.

Ein weiterer Unterschied des Modells im Vergleich mit den experimentellen Daten wurde bei
der Modellierung der Intensitiitsinderungen beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Cal-
ciumkonzentration deutlich. Wihrend die Simulation der Anderungen auf den Aktinschichtli-
nien qualitativ sehr gut gelang (s. Tabelle 3.4), war beim Vergleich der Differenzpattern von
Experiment und Modell ein deutlicher Unterschied bei der Intensititsdnderung der Troponin-
reflexe zu sehen (Vgl. Abbildung 3.35 a und b). Sie zeigten im Experiment mit dem Wechsel
von niedriger zu hoher Calciumkonzentration eine Intensititszunahme, im Modell hingegen
eine Intensititsabnahme. Des weiteren waren Unterschiede im Bereich des Aquators zu sehen,
welche sich auch auf die erste Aktinschichtlinie auswirkten.

In Abschnitt 3.3 wurde gezeigt, wie sich im Modell ein Anstieg der Intensitidten der Troponin-
reflexe simulieren 148t (s. Abbildung 3.37). Dem lag die Uberlegung zugrunde, daB das mit
Tropomyosin assoziierte Troponin, ebenso wie Tropomyosin (Milligan et al., 1990, Lehman
et al., 1994, Lehman et al., 1995) bei niedriger Calciumkonzentration eine ungeordnete Posi-
tion einnehmen konnte. Eine groere Variabilitit der Position von Troponin hat aufgrund der
weniger geordneten Position einen Intensititsabfall der Troponinreflexe zur Folge (Verfor-
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mung erster Art). Das fiihrt bei geeigneter Wahl der Parameterwerte dazu, dafl die Troponin-
reflexe des Patterns mit der modellierten off-Position in ihrer Intensitédt unter die der model-
lierten on-Position fallen. Auf diese Weise konnte die Intensitidtszunahme der Troponinreflexe
beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Calciumkonzentration im Modell simuliert wer-
den (s. Abbildung 3.37). Dem gezeigten Ansatz mit der variablen Troponinposition im off-
Zustand scheint die Vorstellung, dal Troponin bei niedriger Calciumkonzentration das Tro-
pomyosinmolekiil ans Aktin bindet, es aber bei hoher Calciumkonzentration entlat
(Hitchcock et al., 1973, Lehman et al., 2001), zu widersprechen. Zwar ist nicht sicher, ob das
Troponin tatsdchlich eine hoher geordnete Position einnimmt, wenn es im off-Zustand ans
Tropomyosin gebunden ist. Li und Fajer (1994) berichten jedoch von einem stirkeren Disor-
der fiir die Position von Troponin C bei hoher Calciumkonzentration. Je nachdem, wie sich
die anderen Untereinheiten des Troponins (Tn I und T) in Abhéngigkeit von der Calciumkon-
zentration verhalten, ist es trotzdem moglich, dal die Position des Troponinmolekiils im off-
Zustand, insbesondere durch die Bindung an das unter diesen Bedingungen stirker randomi-
siert vorliegende Tropomyosin, insgesamt weniger geordnet ist, als im on-Zustand. Dadurch
wire die Intensitédt der Troponinreflexe im off-Zustand niedriger als im on-Zustand, wodurch
der Intensitédtsanstieg mit steigender Calciumkonzentration, so wie hier gezeigt, modelliert
werden konnte.

Die mit der Randomisierung der Troponinposition einhergehende Verminderung der Abnah-
me von ALL 1 (s. Abbildung 3.37 b) stellte sich als Ungenauigkeit in der Intensitédtsverteilung
im Bereich des Aquators heraus. Dadurch, daB jeweils mehrere Einzelbilder mit unterschied-
lichen Kurvenverldufen verwendet wurden, ergaben sich Unterschiede in den Diffraktionsbil-
dern des modellierten off- bzw. on-Zustands. Diese waren jedoch nicht auf strukturelle Unter-
schiede der einzelnen, den Bildern zugrunde liegenden Aktinfilamenten zuriickzufiihren, son-
dern vermutlich auf die zu geringe Anzahl gemittelter Einzelbilder. Es zeigte sich, da3 mit
modellierten Diffraktionsbildern ohne gekriimmten Verlauf der Aktinfilamente, aber unter
Beriicksichtigung der iibrigen Disordertypen, der Bereich um den Aquator und die Anderung
von ALL 1 deutlich besser simuliert (s. Abbildung 3.38 a und b) und damit den experimen-
tellen Daten angenihert werden konnten (Vgl. Abbildung 3.35 a bzw. Abbildung 3.36 a).

In modellierten Differenzpattern von Abbildung 3.38 a ist, anders als im Experiment, beim
Ubergang vom off- in den on-Zustand neben der Zunahme von Tn 1 und 2 auch ein Intensi-
titsanstieg auf Tn 3 und 4 zu sehen. Schon auf den modellierten Diffraktionsbildern des off-
und on-Zustands (Vgl. Abbildung 3.33, rechte Bildhilfte) waren die Troponinreflexe eins bis
vier zu erkennen. Im Experiment zeigten sich aber jeweils nur Tn 1 - 3 (Vgl. Abbildung 3.33,
linke Bildhélfte). Eine Variation der Troponinposition in axialer Richtung, wie sie bei der
Erstellung des Differenzpatterns in Abbildung 3.37 a bzw. Abbildung 3.38 a fiir den off-Zu-
stand verwendet wurde, konnte die Intensitdt von Tn 4 im Modell vermindern, womit eine
bessere Ubereinstimmung des Modells mit den experimentellen Daten erreicht wurde (s.
Abbildung 3.39). Durch die Variation der Troponinposition entlang des Filaments wurde aber
auch die Intensitétsverteilung auf dem iibrigen Diffraktionsbild veridndert. Dies fiihrt dazu,
daB die Intensitiitsinderungen der Aktinschichtlinien beim Ubergang von der niedrigen zur
hohen Calciumkonzentration insgesamt geringer ausfallen. Die Intensititszunahme von
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ALL 6 wird dabei so klein, daf3 sie auf dem modellierten Differenzbild nicht mehr zu sehen
ist.

Es ist bisher nicht gelungen, mit Hilfe einer Randomisierung der Troponinposition einen An-
stieg der Troponinreflexe beim Ubergang vom off- in den on-Zustand zu modellieren, der
gleichzeitig die quantitativen Anderungen auf den Aktinschichtlinien entsprechend den expe-
rimentellen Daten wiedergeben kann. Da die Intensitéitsverteilung auf einem Diffraktionsbild
nicht nur durch die strukturellen Eigenschaften der modellierten Molekiile beeinflufit wird,
sondern auch durch die Position und deren Variabilitit, gibt es eine groBe Anzahl verschiede-
ner Parameter, die zur Verbesserung des Modells variiert werden konnen.

4.4 Einordnung der Ergebnisse in gingige Modellvorstellungen

Quantitative Angaben zu den Intensititen der Aktinschichtlinien unter Relaxationsbedingun-
gen sind selten und meist ohne zahlenméfBige Auswertung der Intensitédten zu finden (Xu, S. et
al., 2002). Um einen Uberblick iiber die relativen Intensititen zu gewinnen, wurden in dieser
Arbeit die Aktinschichtlinienintensititen im Relaxationspattern bei einer lonenstirke von
p = 170 mM ermittelt. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit bereits frither ermittelten Werten,
die bei einer lonenstirke von u = 80 mM gemessen worden waren (Kraft ez al., 2002). Xu et
al. (Xu, S. et al., 2002) zeigen zwar den Verlauf von MLL 1, ALL 1 und ALL 6, die quantita-
tive Auswertung geht jedoch nicht auf die Intensititen der einzelnen Schichtlinien ein. Eine
grobe Abschitzung 146t vermuten, dafl dort die Intensitdt von ALL 1 im GroBenordnungsbe-
reich der von ALL 6 liegt (u = 27 mM).

Das generierte Modell stellt insofern eine Neuerung dar, als versucht wurde, die relativen In-
tensititen der Aktinschichtlinien auf einem Pattern unter Hinzunahme eines Troponinmole-
kiils zu simulieren. Bisher wurden die Auswirkungen des Troponinmolekiils auf die Aktin-
schichtlinien bei der Erstellung von Modellen kaum beriicksichtigt (Vgl. Haselgrove, 1972,
Egelman, 1985, Wakabayashi, K. er al, 1988, Yagi und Matsubara, 1988, Yagi und
Matsubara, 1989, Squire et al., 1993, al-Khayat et al., 1995).

In dieser Arbeit wurden Intensititsdnderungen der Aktinschichtlinien eins, zwei und sechs
beim Anstieg der Calciumkonzentration Out of Overlap im Experiment ermittelt. Die Ab-
nahme von ALL 1 und die Zunahme von ALL 2 wird allgemein bestitigt (Huxley, H. E.,
1972, Kress et al., 1986, Yagi und Matsubara, 1989). Dagegen ist eine Intensitdtszunahme
von ALL 6 nicht unumstritten. Von Wakabayashi et al. (Wakabayashi, K. er al., 1988,
Wakabayashi, K. et al., 1991) wurde keine Anderung der Intensitit von ALL 6 bei steigender
Calciumkonzentration gefunden. Dem stehen die Ergebnisse von Kress et al. und Yagi und
Matsubara (Kress et al., 1986, Yagi und Matsubara, 1989) gegeniiber, welche zeigen, dal die
Intensitédt der sechsten Aktinschichtlinie mit Erhdhung der Calciumkonzentration zunimmt.
Hinsichtlich der Ursache fiir die Intensitdtszunahme gibt es unterschiedliche Meinungen.
Haufig wird angefiihrt, die stereospezifische Bindung von S1-Kd&pfen verursache den Anstieg
auf ALL 6, da trotz Uberdehnung ein kleiner Rest von Myosinkdpfen mit dem Aktinfilament
iiberlappe und so fiir den Anstieg sorge (Parry und Squire, 1973, Wakabayashi, K. et al.,
1988). Da bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zur Registrierung der Pattern
Out of Overlap ein ATPyS-haltiges Medium verwendet wurde (Vgl. Abschnitt 2.1.2), konnte
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selbst im Falle einer Restiiberlappung die stereospezifische Bindung von S1-Kopfen ausge-
schlossen werden. Als Nukleotidanalogon fiir die schwache Bindung verhindert ATPYS auch
bei einer hohen Calciumkonzentration die stereospezifische Bindung der S1-Kopfe ans Aktin
(Kraft et al., 1992). Bei Experimenten mit rekonstituierten Aktinfilamenten kann eine Bin-
dung von Myosinkopfen vollig ausgeschlossen werden. Solche Daten erhilt man z. B. durch
Diffraktionsbilder von dreidimensionalen Rekonstruktionen, denen EM-Aufnahmen mit ne-
gativem Kontrast (Lehman er al., 1994) oder kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen (Xu,
C. et al., 1999) einzelner Filamente zugrunde lagen. Aber auch hier zeigen sich Unterschiede.
Bei Lehman ef al. (Lehman et al., 1994) nimmt die Intensitit von ALL 6 mit Erhéhung der
Calciumkonzentration zu, bei Xu et al. (Xu, C. et al., 1999) fillt sie leicht ab. Die auf solche
Weise ermittelten Schichtlinienintensititen sind jedoch nicht direkt mit denen in dieser Arbeit
vergleichbar. Hiaufig werden fiir die Auswertung Parakristalle eingesetzt, oder es werden nur
Bildausschnitte von geraden Filamentabschnitten verwendet, bzw. der Helixverlauf wird
rechnerisch korrigiert (Bremer et al., 1991, Xu, C. et al., 1999). Er wird dabei z. B. durch
Splinefunktionen angenihert und die Kriimmung entsprechend zuriickgerechnet, so daf} ein
gerader Verlauf des Filaments entsteht (DeRosier und Moore, 1970, Moore et al., 1970,
Egelman, 1986). Dies ist zwar fiir die Berechnung der Massenverteilung im Filament von
Vorteil, verhindert jedoch gleichzeitig einen sinnvollen Vergleich mit Diffraktionsdaten die
von vollstdndigen Fasern mit teilweise gekriimmten Verldufen gewonnen wurden.

Als eine weitere Moglichkeit, den in dieser Arbeit gezeigten Intensititsanstieg von ALL 6
beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Calciumkonzentration Out of Overlap zu model-
lieren, wurde auch eine Positionsidnderung einzelner Untereinheiten des Aktins (,,actin sub-
domain movements*), zusammen mit einer azimuthalen Verschiebung von Tropomyosin
postuliert (Wakabayashi, K. et al., 1988, Squire et al., 1993, al-Khayat et al., 1995). Dabei
wurde jedoch ein moglicher Beitrag des Troponinmolekiils nicht beriicksichtigt. In dieser Ar-
beit wurde gezeigt, dall ein Anstieg von ALL 6 auch durch eine azimuthale Verschiebung von
Tropomyosin, zusammen mit einer Umlagerung von Troponin simuliert werden kann. Eine
strukturelle Anderung der Aktinmonomere war dazu nicht notwendig, kann jedoch auch nicht
ausgeschlossen werden.

4.4.1 Positionsianderung von Tropomyosin und Troponin

Es ist allgemein akzeptiert, dall das Tropomyosinmolekiil wihrend der Aktivierung des Mus-
kels eine azimuthale Positionsdnderung durchléduft. Die publizierte Anfangs- und Endposition,
sowie das Ausmall der Winkeldnderung weichen hingegen teilweise erheblich voneinander
ab, wahrscheinlich aufgrund der jeweils verwendeten, unterschiedlichen Untersuchungsme-
thoden (Vgl. Holmes et al., 1993, Lehman et al., 1994, Poole et al., 1994, Poole et al., 1995,
Vibert et al., 1997, Lehman er al., 2000, Narita et al., 2001, Bacchiocchi und Lehrer, 2002).
In einigen Untersuchungen werden dem Tropomyosinmolekiil relativ groe azimuthale Win-
keldnderungen zugeschrieben (z. B. Poole et al., 1994: 25°, Poole et al., 1995: 30°), wihrend
in anderen viel kleinere Verschiebungen in Betracht gezogen werden, die mit der in dieser
Arbeit gezeigten Winkeldnderung von Tropomyosin besser iibereinstimmen (z. B. Narita et
al., 2001: ca. 16° am N-terminalen Ende, Bacchiocchi und Lehrer, 2002: 17°). Allgemein gilt
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die Vorstellung, da3 die S1-Bindestellen bei niedriger Calciumkonzentration von Tropomyo-
sin verdeckt sind und bei einer Konzentrationserhohung freigegeben werden (Haselgrove,
1972, Huxley, H. E., 1972, Parry und Squire, 1973). In dieser Arbeit wurde gezeigt, da} eine
relativ kleine Anderung des azimuthalen Winkels von Tropomyosin (10°), zusammen mit
einer Positions- und Strukturinderung von Troponin ausreicht, um die Anderungen auf den
Schichtlinien beim Ubergang von der niedrigen zur hohen Calciumkonzentration qualitativ zu
simulieren. Die weiter auBen am Aktin liegenden Bindestellen fiir die schwache Interaktion
mit dem Myosinkopf (,,weak binding sites*) sind bereits im off-Zustand fiir das S1 zuging-
lich, wihrend die Bindestellen fiir die starken Interaktionen (,,strong binding sites*) noch
durch das Tropomyosin verdeckt sind (Lehman et al., 1995). Beim Ubergang vom off- in den
on-Zustand wird dann Tropomyosin durch Troponin von seiner Position am Aktinfilament

entlassen, bewegt sich zur Seite und gibt einen Teil der Strong Binding Sites frei (Lehman et
al., 1995), wie in Abbildung 4.4 dargestellt (Vgl. Abbildung 3.31, Position der Bindestellen,
s. Vibert et al., 1997).

c) d)
Abbildung 4.4: Tropomyosinposition am Aktinmonomer im on- und off-Zustand

a) und b) Aktinmonomer mit Tropomyosin im off-Zustand, c¢) und d) im on-Zustand. Zur besseren Ubersicht
wurde jeweils nur ein Aktinmonomer (blau) und ein Tropomyosindoppelstrang (gelb) abgebildet. Die oberen
Tropomyosinenden in a) und c) zeigen zur Z-Scheibe, die unteren zur M-Linie. b) und d) Querschnitte durch die
Aktinmonomere aus a) bzw. c). Der Blick fillt jeweils auf die Schnittstelle, wobei nur der untere Teil des Tro-
pomyosinmolekiils sichtbar ist. Die Schnittstellen sind durch die gestrichelten Linien in a) bzw. c) markiert.
Griin: Bindestellen fiir die schwachen Interaktionen des S1-Kopfs am Aktin, rot: Bindestellen fiir die starken
Interaktionen. Die schwarzen Punkte in b) und d) geben die Position der z-Achse an. Der azimuthale Winkel des
Tropomyosins betrigt relativ zum Modell von Lorenz et al. (1995) 10° in der off-Position, bzw. 0° in der on-
Position. Die Winkelunterschiede des Tropomyosins sind in b) und d) anhand der schwarzen Linien zu erkennen.
Dabei entspricht die dickere Linie in b) der diinneren in d) und umgekehrt. Die Graphiken wurden mit dem Pro-
gramm RASMOL (Sayle und Milner-White, 1995) erzeugt.

Die Abbildung zeigt, da} die Weak Binding Sites (griin) frei sind, wenn sich das Tropomyo-
sin in der hier modellierten off-Position befindet (a, b). Nach dem Ubergang in den model-
lierten on-Zustand (c, d) liegen die Strong Binding Sites (rot) zwar schon frei, sie konnen aber
aufgrund sterischer Hinderung noch nicht vollstindig vom S1-Kopf erreicht werden. Erst eine
weitere azimuthale Positionsidnderung von Tropomyosin 146t die stereospezifische, hochaffine
Bindung des Myosinkopfs ans Aktin zu (Phillips et al., 1986, McKillop und Geeves, 1993,
Vibert et al., 1997).
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4.5 Ausblick

AuBer der genaueren Darstellung des Troponinmolekiils und der exakteren Bestimmung der
Anteile der einzelnen Disordertypen an der Simulation, gibt es noch andere Moglichkeiten,
das Modell fiir den Vergleich mit experimentellen Daten realistischer zu gestalten.

Um Daten interpretieren zu konnen, welche bei nativer Sarkomerenlénge (ca. 2,4 um), also
mit evtl. gebundenen Myosinkdpfen aufgenommen wurden, ist zur Analyse der Aktinschicht-
linien die Simulation der S1-Kopfe notwendig. Diese veridndern durch ihre Bindung ans Ak-
tinfilament die Intensititen der Aktinschichtlinien auf dem Diffraktionsbild. AuBerdem ent-
stehen so die Beitrdge zu den Meridionalreflexen des Myosins und die Myosinschichtlinien
(Vgl. Abbildung 1.8 b). Beide zusammen geben Aufschluf} iiber die Anordnung und Form der
Myosinkopfe. Im Programm, welches im Rahmen dieser Arbeit erstellt wurde (s. FuBnote
S. 39), ist die Moglichkeit der Integration von S1-Kopfen bereits vorgesehen. Der Vergleich
des Modells mit experimentell unter Rigorbedingungen ermittelten Rontgendiffraktionsbil-
dern konnte klidren, welche azimuthale Position das Tropomyosin bei angeheftetem S1-Kopf
einnimmt.

Eine realistische Simulation des Aquators kann nur durch Hinzufiigen eines Myosinriickgrats
zum Modell entstehen. Zusammen mit den Aktinfilamenten kénnte durch die Anordnung von
dicken und diinnen Filamenten im hexagonalen Gitter die Modulation auf dem Aquator simu-
liert werden. Die starre Anordnung einzelner Filamente fiihrt jedoch zu einer starken Modu-
lation der Schichtlinien in horizontaler Richtung, wodurch ein Gittereffekt entsteht. Er kommt
auf den experimentell ermittelten Rontgendiffraktionsbildern wegen der Variabilitét der Posi-
tionen von Myosin- und Aktinfilamenten (Vgl. Abbildung 3.17 a) nicht vor und ist daher in
der Simulation unerwiinscht. Durch die Modellierung unterschiedlich gekriimmter Filamente,
wie sie in dieser Arbeit mit dem Verlauf der Aktinfilamente entlang von dreidimensionalen
Splinekurven gezeigt wurde, zusammen mit einer variablen Gitterposition, konnte dieser ,,un-
natiirlich® erworbene Gittereffekt jedoch zum Verschwinden gebracht werden. Damit lie3e
sich gleichzeitig das Ausmal} der Unordnung im realen Muskel abschétzen.
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