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Microtubuli zijn zelfassemblerende eiwitdraden [1] die hel-

pen het binnenste van levende cellen te organiseren [2]. Om

het zelfassemblagegedrag beter te begrijpen, hebben we een

techniek ontwikkeld om op moleculaire schaal de groei van

microtubuli te kunnen volgen. Het blijkt dat microtubuli niet

slechts groeien door toevoeging van een enkel tubuline-

eiwit, maar dat ook aaneengeschakelde tubuline-eiwitten

zich als geheel aan de microtubulus kunnen binden [3].   
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Het is de laatste jaren steeds beter mo-
gelijk om specifieke eiwitten in de cel
te lokaliseren. In onze groep zijn wij
erg geïnteresseerd in microtubuli en
de eiwitten die zich specifiek aan het
einde van deze microbuisjes binden.
Microtubuli maken deel uit van het cy-
toskelet, het skelet van de cel. Ze groei-
en vanuit het centrum van de cel naar
de rand, waar ze bijvoorbeeld contact
kunnen maken met de celmembraan.
Het einde van groeiende microtubuli
(figuur 1) blijkt een behoorlijk com-
plex geheel te zijn waar veel verschil-
lende eiwitten samenkomen [4].
Waarom deze eiwitten daar binden is
nog onduidelijk. Waarschijnlijk beïn-
vloeden sommige de microtubuli zelf,
terwijl andere meeliften naar de rand
van de cel. Het is ook nog een open
vraag hoe de eiwitten het einde van de
microtubuli herkennen. Daarvoor
moeten we eerst begrijpen hoe het
einde van de microtubulus er op de
moleculaire schaal uitziet en wat daar
tijdens het groeiproces precies ge-
beurt.

Wat weten we van microtubuli?
Een microtubulus is een minuscuul
buisje dat opgebouwd is uit dertien
lange strengen van tubuline-eiwitten.
Het tubuline-eiwit is een 8 nm-lang di-
meer dat bestaat uit een α-tubuline-
monomeer en een β-tubulinemono-
meer die een nauwe verbinding aan-
gaan. Onder de juiste condities (tem-
peratuur, pH, concentratie, enzovoort)
rijgen de tubuline-eiwitten zich spon-
taan aaneen tot een microtubulus. De
microtubulus is echter geen stabiel po-
lymeer, maar wisselt periodes van
groei af met snelle krimp. Dit grillige

Meten aan microbuisjes 

Figuur 1

Een cel waarin microtubuli vanuit het centrum, waar ook de celkern zich bevindt, naar de rand groeien. Het
vergrootglas zoomt in op het einde van een microtubulus en toont hoe druk het daar is. Eiwitten die zich hier
bevinden kunnen het zelfassemblageproces helpen of verstoren, maar ook zorgen dat er contact met de cel-
membraan wordt gemaakt. 
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raakt, het bolletje verplaatsen en zo
ruimte maken om verder te groeien (fi-
guur 3a). Doordat het optisch pincet
de bundel vasthoudt, kan het construct
alleen langs de groei-as bewegen. Het
prettige gevolg hiervan is, dat we de
lengteveranderingen die plaatsvinden
aan het einde van de microtubulus
kunnen meten door de verplaatsing
van het bolletje te meten. Met een auto-
correlatiemethode van beelden in op-
eenvolgende plaatjes is de positie van
het bolletje op nanometerschaal te de-
tecteren, en wordt zo de resolutieli-

miet van de lichtmicroscoop doorbro-
ken. Een illustratie daarvan is te zien in
figuur 3c. Aan het begin van het expe-
riment heeft de groeiende microtubu-
lus het muurtje nog niet bereikt en is
de verplaatsing van het bolletje nul. Zo
gauw de microtubulus in contact komt
met het muurtje begint het bolletje te
bewegen. Nu kan de groei en de krimp
van de microtubulus gevolgd worden.

Moleculaire groei
In figuur 4a zien we de groei van een
microtubulus, maar nu met hoge reso-

 met moleculaire resolutie

gedrag wordt ook wel dynamische insta-
biliteit genoemd (zie het kader ‘Dyna-
mische instabiliteit’).
Sinds het mogelijk is om dit eiwit te
zuiveren worden de processen van
zelfassemblage en dynamische insta-
biliteit uitvoerig bestudeerd. Zo kan
met lichtmicroscopie de groei en
krimp van microtubuli live gevolgd
worden (figuur 2a). Doordat de resolu-
tie van zichtbaar licht echter ∼250 nm
is, kijken we in dat geval wel naar bulk-
eigenschappen: binnen 250 nm-mi-
crotubulus passen zo’n vierhonderd
tubuline-eiwitten van 8 nm. Elektro-
nenmicroscopie biedt wel de mogelijk-
heid aparte tubuline-eiwitten te zien
(figuur 2b), zij het in gefixeerde, ‘dode’
monsters, omdat deze bevroren moe-
ten worden. Met deze techniek is het
dus onmogelijk de dynamica van het
groeigedrag te volgen. Hoe het aan-
groeien van microtubuli op moleculai-
re schaal plaatsvindt, was daarom tot
nu toe een vraag die we met een nieuwe
techniek geprobeerd hebben te beant-
woorden.

Meten met moleculaire resolutie
De techniek die we ontwikkeld hebben
is gebaseerd op een optisch pincet [5]
(zie het kader ‘Optisch pincet’ en fi-
guur 3b). Een bolletje dat is vastge-
plakt aan een bundel microtubuli
wordt vastgehouden door een optisch
pincet. Dit construct van bundel en
bolletje is voor een micromuurtje ge-
plaatst. Tijdens het experiment voegen
we tubuline en gtp toe, waardoor er
een microtubulus vanuit de bundel
tegen het muurtje groeit. Als we het
bolletje heel slapjes vasthouden, zal de
microtubulus, als hij het muurtje
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lutie. De ruis in de meting, deels ther-
mische ruis en deels een gevolg van de
eindige stijfheid van ons construct, is 5
tot 10 nm. De aanhechting van een tu-
bulinedimeer, met een lengte van 8 nm,
is dus niet van de ruis te onderschei-
den. Toch zijn er in de data, zelfs met
het oog, stappen te zien die groter zijn
dan de ruis. Als we een stap-vind-algorit-
me gebruiken – een methode die we
hebben ontwikkeld om automatisch

stappen te detecteren – vinden we een
significant aantal stappen van 20 tot 30
nm. Dit betekent dat we niet alleen kij-
ken naar de toevoeging van een enkele
dimeer maar ook van complexen van
drie tot vier tubuline-eiwitten.
In figuur 4b is de groei van een micro-
tubulus in aanwezigheid van het eiwit
xmap215 te zien. xmap215 is een eiwit
waarvan uit bulkexperimenten bekend
is dat het de groeisnelheid van micro-

tubuli verhoogt [6]. Het is een lang
eiwit, dat over zijn lengte tot acht tubu-
line-eiwitten kan binden. Wat voor
interactie het xmap215 heeft met de
microtubuli en hoe het de groeisnel-
heid beïnvloedt, was tot nu toe nog on-
bekend. Als we kijken naar de groei van
een microtubulus met tubuline en een
kleine hoeveelheid xmap215 (ongeveer
één xmap215-eiwit op honderd tubuli-
ne-eiwitten), zien we dat de microtu-

Optisch pincet
Een optisch pincet maakt gebruik van de impuls van fotonen. Als de fotonen
door een glazen bolletje worden afgebogen, verandert hun impuls en dus ook

die van het bolletje. Zo kan
op een voldoende klein bol-
letje (van enkele microme-
ters) met voldoende foto-
nen (tientallen milliwatts),
een kracht in de orde van
piconewtons (10–12) uitge-
oefend worden. Doordat
dit ook de orde van grootte
is van moleculaire krachten
in cellen, wordt het optisch
pincet veel bij biofysisch
onderzoek toegepast [5].
Tot nu toe is deze techniek
vooral gebruikt om de trek-
krachten te meten die bij-
voorbeeld motoreiwitten
kunnen produceren. Onze
opstelling met een pincet
die gelijktijdig het bolletje

en de bundel vasthoudt, maakt het nu ook mogelijk om aan duwende eiwitpo-
lymeren te meten.

Dynamische instabiliteit
Een microtubulus groeit door de zelfassemblage van tubuline
dat gtp (guanosinetrifosfaat) aan zich gebonden heeft. gtp
wordt net als atp door de cel gebruikt
om energie in op de slaan. Na aan-
hechting wordt gtp gehydroliseerd
tot gdp en komt de opgeslagen ener-
gie vrij. Hierdoor verandert echter de
conformatie van het tubuline: het is
niet langer recht, maar wil graag naar
buiten buigen. Aangenomen wordt
dat hierdoor de microtubulus insta-
biel wordt (figuur 2b en 2c). Zolang er
echter gtp-tubuline aan het groeiende
einde zit, is de microtubulus stabiel.
Als deze stabiliserende kap verdwijnt,
schakelt de microtubulus van groei
naar krimp. Pas als zich een nieuwe
gtp-kap vormt kan de microtubulus
weer groeien. Dit proces van plotse-
ling schakelen tussen groei en krimp
noemen we dynamische instabiliteit [1].

Figuur 2

a. Lichtmicroscopieplaatje waarin meerdere dynamische microtubuli te zien zijn die uit een gestabiliseerde bun-
del van microtubuli groeien. b. Elektronenmicroscopieplaatje van een groeiende (boven) en een krimpende
microtubulus (onder) [8]. c. Cartoon van b, met hoe we denken dat gtp hydrolysegroei kan laten omslaan in
krimp. [Aangepast uit Molecular Biology of the Cell, vierde editie]

Figuur 3

a. Cartoon waarin getoond
wordt hoe een microtubu-
lus tegen een muur groeit.
b. Schematische afbeelding
waarin een construct van
een microtubulibundel en
een bolletje te zien is, tegen
een micromuurtje. De foto
laat een microscoopopna-
me van dit experiment
zien. c. Grafiek waarin de
groei van de microtubulus
uitgezet is tegen de tijd.
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bulus inderdaad sneller groeit. We zien
weer stappen, maar deze stappen zijn
40 tot 60 nm groot. xmap215 maakt
dus de toevoeging van grotere com-
plexen mogelijk. We denken dat dit op
twee verschillende manieren kan ge-
beuren (figuur 4c). xmap215 kan tubu-
line binden in de oplossing en als ge-
heel binden aan de microtubulus.
xmap215 kan echter ook eerst aan het
einde van de microtubulus binden en
dan als een mal dienen voor tubuline.
Wij vermoeden dat het eerste het geval
is, omdat ook met de elektronenmicro-
scoop is aangetoond dat xmap215 in
de oplossing aan tubuline bindt.

Moleculaire interactie ontrafeld
Sinds men in 1963 voor het eerst sprak
over microtubuli naar aanleiding van de

eerste elektronenmicroscopieplaatjes
in cellen, zijn microtubuli uitvoerig be-
studeerd. Met onze techniek, geba-
seerd op het optisch pincet, kunnen we
voor het eerst met moleculaire resolutie
de groei van microtubuli live bekijken.
Deze metingen leren ons dat microtu-
buli niet slechts dimeer voor dimeer
groeien, maar dat ook oligomeren van
enkele dimeren in hun geheel aan de
microtubulus binden. We kunnen ook
voor het eerst zien hoe microtubulus
bindende eiwitten (maps, Microtubule
Associated Proteins) op moleculaire schaal
de groei van microtubuli beïnvloeden.
Met het optisch pincet kunnen we
daarnaast ook een kracht uitoefenen
op groeiende microtubuli, die zelf tij-
dens die groei krachten genereren [7].
Voor de cel zou het wellicht erg nuttig

zijn om deze krachtgeneratie te kun-
nen sturen door middel van maps. We
willen gaan bestuderen of er eiwitten
zijn die daadwerkelijk de krachtgene-
ratie beïnvloeden en hoe ze dat op mo-
leculair niveau doen.
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Figuur 4

Experimentele data waarin
met hoge resolutie te zien
is hoe een microtubulus
groeit zonder het eiwit
xmap215 (a) en met het
eiwit xmap215 (b). De pijlen
geven aan waar plotselinge
stappen in de groei plaats-
vinden. In b zijn ook op
dezelfde lengteschaal een
xmap215-molecuul en een
microtubulus getekend. In c
zijn de twee verschillende
mechanismen te zien waar-
mee xmap215 grote stappen
in de groei mogelijk zou
kunnen maken.
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