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(3) Trabekelstruktur
Strukturbestimmung: (Mikro-)Tomographie
Mechanik: Rechnungen / Modellierung mit finiten Elementen

— Hauptergebnis: Verteilung von Kompression auf Kompression und
Dehnung!
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M5: Tomographie

Prinzip:
Absorptionsaufnahmen unter verschiedenen Winkel, daraus Rekonstruktion

Mehrdeutigkeit: lterative Bildrekonstruktion:
[terations -
»Objekts
01 04 |05 00 0.0
B
- 03 07 06
T PI'I
1. Zyklus
Querschnitt \+ b 025 025 |— 03 025 75 325
Py 025 | 025 |—= 0,25 03 125 | 375
N L
2. Zyklus
Objekt 75 | 35 | —- 2 325 1875 | 3125
125 | 375 |— 125 4 n2s | 3875
N I
Bild 4.17

Iterative Bildrekonstruktion anhand cines einfachen Beispiels

E. Krestel, Bildgebende Systeme flir die medizinische Diagnostik, Siemens (1980)
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Sinogramm: jeweils eine Zeile

n
/

Rekonstruktion
Bilder (original, korrlglert

(bei einem Winkel)
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3D-Struktur Knochen unter Kompression




In situ Deformation von (Wal-)Knochen 155

Absorption

Load
5 Platens
Bone —
Specimen

3D-Rekonstruktion
Load

R. Mdller et al.,Technolgy and Health
Care 6, 433-444 (1998) Displacement



In situ Deformation von (Wal-)Knochen 156

Kompression von 1 %, 2 % und 4 %

lokale Information Gber mechanisches Versagen (Streckgrenze: 2 %)

R. Mdller et al.,Technolgy and Health
Care 6, 433-444 (1998)



3. Aktive Biomaterialien: Muskeln als biologische Motoren

3.1 Struktur von Muskeln

drei Arten von Muskeln in Wirbeltieren:

* Herzmuskel (autonom vom Nervensystem)
e glatter Muskel (unwillktrlich arbeitend, in Organen)
* quergestreifter Muskel (willkarlich zu bewegen)

Kraft wird nur bei Kontraktion erzeugt
= Antagonisten

Biceps muscle__

Radius —t B : .
UIna—T —
x....__'.. |

Humerus
Insertion

Triceps muscle

157
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Muskelfasern:
e Lange 3 cm (30 cm bis 1 mm; gesamte Muskellange!)
® Durchmesser 10-100 um

L]
Bl BN BE BB N H B I BEE Bl 20 B
BT REET R LE R RT LE B BT T BT
LR L R B RARE B LLEE RN R
IR LR LRI RERIRLRERLRIAER
|: LML LR R LR LRI e

Cells Musce fiber Myofibril

Myofibrillen (1 bis 2 ym Durchmesser);
viele Zellkerne (Fusion von Zellen)

im Mikroskop: Streifenstruktur (= Name!)
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Unterstruktur: Sarkomer (2.5 pm lang)

EM-Bild (H. E. Huxley)

http://people.ne.mediaone.net/jkimball/Biology/BiologyPages/M/Muscles.html
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Molekulare Struktur
dicke Filamente = Myosin ) |
. . . Z ling £ line
dinne Filamente = Actin | hick fitaments
Thin Filaments

; S O N
o~y i ":l‘ \ \-_‘_I
lateral: regelmaBBige  .:.:f. o e, Jinisis
hexagonale Struktur ‘.. "t eieiels
Artin Latice IMrozin Latdee Anchoting Teterrmeshed

Hructure Metworks



Actin (dinnes Filament)
globulares Protein, 46 kDa (Actin G)

Zusammenlagerung zu Doppel-Helix,
14 MDa (Actin F)

Durchmesser 7 — 8 nm
2. Kette aus Tropomyosin: blockiert

Stellen, an denen Myosin (=) binden
kann

ACTIN 61

TROPOMYOSIN
TROPONIN
COMPLEX

Myosin Binding Site
(Blocked by Tropomyosin}

When Calcium Binds TnC
the trepomyasin maves
and the mynsin hinding
tlte bacomeas axpozad.
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Myosin (dickes Filament)

Protein, 520 kDa, aus Kette (150 nm lang) und Kopf (13 nm)

Blundel formen Filament

Tropomyosin Troponin

Thin
filament

Thick
filamant

Thin

filameant

Myosin moleculs —m
{from thick filament)

r
rd
i - - ; - '\‘_
Ry reT=Ts r ¢

Light mearomyasin
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Strukturuntersuchungen mit Réntgenstreumethoden

typische Abstande mesoskopisch (10 ... 100 nm) = Kleinwinkelstreuung
regelmafige Anordnung = Bragg-Reflexe bei kleinen Winkeln
besonders gute dreidimensionale Ordnung in z. B. Knochenfischmuskeln

— scharfe Reflexe auf Meridian (Ordnung entlang Filamenten)
und Aquator (laterale Ordnung, hexagonales Gitter)
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aus Intensitaten Strukturmodell mit 59 Kugeln mit 0.715 nm Radius:

moderater Auflosung Myosin-Kopf

einfaches Modell des Myosin-
Kopfes, der an Actin binden kann

selbe Auflésung far alle Molekdule in
der (grof3en!) Einheitszelle

Einheitszelle Abstand 14.3 nm {

Helix 44.9 nm {




165

3.2 Mechanismus der Kontraktion

Kontraktion bei ausreichender elektrischer Erregungsfrequenz

Dauerkontraktion durch lange Anregung: Tetanus

Fatique

Tetanus

On qigec 0T ONgrepe OFF  0n yrco. OFF - On I 0ff
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ruhender Muskel

Z-Linie 1 H-Zone 1
H—I H—I
I-Band ~—r

(durch auBBere Einwirkung)
gestreckter Muskel

e /-Linien weiter auseinander
e pbreitere H-Zone

, *Dbreiteres |-Band
e A-Band bleibt unverandert!

= Verschiebung der Filamente gegeneinander!
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Molekularer Mechanismus der Kontraktion

e Ca?+-Ausschuittung legt Myosin-Bindungsstellen am Actin durch
Bewegung des Tropomyosins frei

* Myosin-Kopfe binden am Actin

» Konformationsanderung des Myosins, damit Bewegung des Kopfes um
5 — 10 nm (Kraftstol3)

e Energiezufuhr (ATP): Bindung bricht auf, neues Binden etc. (1000 s!)

Thin

filament

Thick
filament

Thir
filament




168

Muskel bei der Arbeit:
dieser Ablauf erfolgt mit 1000 s-1

Muyosin complex with
m ATPase

ACTIVATION

Actin Helix
Tropomyosin
ATP
W ¢
s
P, Ca
TrROpoNIN .\ i
PR ADP M2+

HCoIlege of Sciences

SAIN DIEGO STATE UNIVERSITY

http://www.sci.sdsu.edu/movies/actin_myosin_gif.html
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3.3 In situ Experimente mit Streumethoden

Synchrotron = hohe Intensitat = hohe Zeitauflésung

 einzelne Muskelfaser (& 150 um), 4 °C, 2.15 ym Sarkomerlange

* elektrische Pulse mit 25 Hz far 550 ms = Tetanus

e nach 300 ms Verktirzung zugelassen (Motor, 1/3 der normalen
Geschwindigkeit)

* Kraftmessung wahrend des Experiments

stroboskopische Messung Uber diese Tetanus-Peri

Loudspeaker motor
Mu=cle fibre
N,
i 7: |
/ / Force transducer

/ |. Dobbie et al.
X-rays ESRF Newsletter (Jan. 1997)



M3-Reflex entspricht 14.3 nm Abstand der
Myosin-Kopfe

Anderungen im Experiment:

e schlechtere Orientierung (azimuthale
Breiten)

e 14.34 nm = 14.57 nm: Anderung folgt Kraft

* Verklrzung = Intensitaten, nicht
Reflexlage geandert

= wahrscheinlich Konformationsanderung
der Myosin-Kopfe

149 —

v =
TRV St e T
- ff ‘1-, T k
L L wi®? 1 E
145 | ; :
1 ]
et F ! +»F re 05 o
¥
%ﬂ IE ':l' — Force » '. 1 4
14,4 -_ ? T Intenzity - &
) I i *  Spacing : .E
L |, 3
1 =00 g
| ] ] | | E
143 | [ [ | |
0 L1 20 L1 i
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Feinstruktur der Myosinkdpfe:
,Rontgeninterferometrie”

Aufspaltung des M3-Reflexes (dy;; = 14.573

nm bei aktiver Kontraktion) durch Interferenz
der Streusignale der beiden Myosin-Gitter des
Sarkomers

~ . "Thin" Antin Filsment
ik " Myosin Fament

- PAIGOIEE

——
-
e
-1
jw
&
o=

Abstand 866.9 nm = 59.5 g,
= Minimum

M. Linari et al., PNAS 97, 7226-7231 (2000)
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M6

M5

M4

M3

M2

M1

(arbitrary units)
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hohe Sensitivitat auf kleine Abstandsdnderungen:
Konformationsanderung der Myosin-Képfe wirde Schwerpunkte und
damit Abstand beider Gitter verschieben

Beispiel: 0.5 nm Verschiebung = 30 % relative Intensitatsanderung
(Experimente hierzu stehen noch aus)

Abhangigkeit von der Sarkomerlange:

vergroBerter Abstand der Gitter = engeres Interferenzmuster

A Full overlap 14 8 F

0 FPoerS—Leehon— g 0

ks 22522 HE-JO
. =] 0 (n B e—EeaE=me=E——f O o
Partial overlap % 144 [}
s AN 5 » s I
_ a
a——— saan B .ol
14.0 : : : '
2.0 2.4 2.8 3.2 3.6

M. Linari et al., PNAS 97, 7226-7231 (2000) Sarcomere length (um)
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3.4 Rolle von Titin in Muskeln

vollsténdiges Modell... Titin sorgt far
 Ruhespannung von Muskeln
Sarcomere | Sarcomere ° Léngenbegrenzung
1& : e i \W » Zentrierung der Filamente

groBtes Protein im menschlichen Korper:
3 MDa, ca. 1 pm Lange (1/2 Sarkomer)

Thick
filament

Experimente zu mechanischen Eigenschaften von Titin an Einzelmolekulen

 Latex-Kugelchen als Halter, Laser-Pinzetten (auch zur Kraftmessung)
» Molekule auf Goldoberflache verankert, AFM-Spitze
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A
Half | band Half A band

X
-

W
z Thin filament 40-

| ]
Titin Thick filament 353
PEVK

Difference fragmeﬁt T2

aa
1

[}

=
Force (pN)

%

H""H-.

D —h
] 1

T1 {full-length fifin)

T2 T51
Myomesin

B  Laserlight

|

o

Laser light

Force (pN)
| ]
=]

bis zur Streckgrenze (C):

elastische Dehnung, entweder durch Entfaltung der PEVK-Region (Prolin,

Glutamat, Valin, Lysin) oder durch Dehnung bereits vorentfalteter
Proteinstrukturen

= ,entropische Feder”

M. S. Z. Kellermayer et al., Science 276, 1112-1116 (1997)
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nach der St reckg renze: “Z disc (N-terminus) Start of Aband (C-terminus)
: < -band >
sukzessive Entfaltung Immunoglobulin- @ M
. . . o R || N
ahnlicher Bereiche G e Ny
®) PEVK region ok
-k ok ke TR e e
400 1 ' ! H 1 127 141
— PEVK region
E 300 - 0 |
@ 200 -5 iR R F o GRS 1 Y
E 1 4 127 141
W 100 PEVK region
D i

o 50 100 150 200
Extensian {nm)

Verlangerungsmoglichkeit bei

gleichzeitigem Erhalt der Elastizitat
(in PEVK-Region)

M. Rief et al., Science 276, 1109-1112 (1997)



