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Actieve vezelnetwerken

Om te begrijpen hoe biologische cellen zichzelf actief kunnen samentrekken 

maakten wij een eenvoudig model van het cytoskelet dat cellen vormgeeft. 

Ons model bestaat uit drie componenten: actinefilamenten, crosslinkeiwitten 

die deze filamenten verbinden en moleculaire motoren. Actieve 

cytoskeletnetwerken blijken door zelforganisatie robuust kritisch gedrag te 

vertonen.   José Alvarado, Michael Sheinman, Abhinav Sharma, Fred C. MacKintosh, Gijsje H. Koenderink

Van connectie tot contractie

Vanuit fysisch oogpunt kunnen 
levende cellen geclassificeerd 
worden als zachte geconden-

seerde materie, zoals colloïdale vloei-
stoffen, granulaire media, emulsies 
en polymeren. Deze materialen heb-
ben met elkaar gemeen dat ze gemak-
kelijk uit evenwicht kunnen worden 
gedreven door externe krachten, bij-
voorbeeld een elektrisch veld of een 
mechanische kracht. Deze gevoelig-
heid komt voort uit het feit dat de 
componenten bijeen worden gehou-
den door zwakke interacties met een 
bindingsenergie die vergelijkbaar is 
met de thermische energie. Levende 
cellen onderscheiden zich echter van 
‘dode’ zachte materie door de eigen-
schap dat ze zichzelf actief uit even-
wicht drijven. Een belangrijke factor 
daarbij is het cytoskelet, een actieve 
gel bestaande uit eiwitvezels die ste-
vigheid verleent aan de cel maar ook 
actief kan samentrekken dankzij mo-
leculaire motoren. Deze activiteit stelt 
de cel in staat zich te delen en voort te 
bewegen. Drie componenten zijn in 
elk geval essentieel voor celcontractie: 
actinefilamenten, myosinemotoren en 
crosslinkeiwitten. Tot nu toe was de rol 
van de crosslinkeiwitten in celcontrac-
tie echter onduidelijk. Wij vermoed-
den dat crosslinks nodig zijn om de 
krachten die de motoren uitoefenen 
over de hele gel te verdelen. Om dit 
idee te testen, bouwden we een ‘rea-
geerbuismodel’ van het cytoskelet [1].

Een reageerbuismodel
van het cytoskelet
Het hoofdingrediënt van ons model-
systeem is actine, een globulair eiwit 
dat spontaan polymeriseert tot lange 
dunne filamenten (de zwarte draden 
in figuur 1a). Bij een concentratie 
van 0,5 mg/ml vormen de filamen-
ten een volumevullend netwerk met 
een poriegrootte van 0,4 μm. Om het 
netwerk actief te maken, voegen we 
myosine-eiwitten toe. Myosine heeft 
twee motordomeinen die binden aan 
actinefilamenten. Actinefilamenten 
hebben een asymmetrische struc-
tuur, aangeduid met ‘min-’ en ‘plus-’ 
uiteinden. Elk motordomein van 
myosine gebruikt chemische energie 
geleverd door hydrolyse van adeno-
sine triphosphaat (ATP) om stappen 
te zetten in de richting van het plus-
uiteinde van een actinefilament. Myo-
sinemoleculen vormen bipolaire fila-
menten met de motordomeinen aan 
beide uiteinden (de groene halters in 
figuur 1a), zodat ze twee tegengesteld 
gerichte actinefilamenten naar elkaar 
toe trekken. Zonder crosslinks ver-
wachtten we echter dat de actinefila-
menten vrijuit langs elkaar schuiven. 
Onze hypothese was dat een zekere 
minimale dichtheid van crosslinks 
nodig is om contractie mogelijk te 
maken. Om deze hypothese te testen 
deden we experimenten bij een con-
stante myosineconcentratie en vari-
eerden we de connectiviteit van het 

netwerk door verschillende concen-
traties van het crosslinkeiwit fascine 
te gebruiken (de paarse cirkels in fi-
guur 1a).
Om netwerkcontracties zichtbaar te 
maken met fluorescentiemicroscopie 
merken we de actinefilamenten met 
een rode kleurstof en de myosine mo-
toreiwitten met een groene kleurstof. 
Binnen één minuut na samenvoegen 
van de componenten vormen de acti-
nefilamenten een homogeen netwerk. 
Bij lage crosslinkdichtheid trekken de 
myosinemotoren vervolgens het net-
werk samen, maar alleen lokaal (fi-
guur 1b). Bij hoge crosslinkdichtheid 
zien we daarentegen dat de motoren 
het gehele netwerk samentrekken tot 
één grote cluster die de vierkante vorm 
van de samplehouder behoudt (figuur 
1c). De lengteschaal waarop contrac-
tie plaatsvindt hangt dus sterk af van 
de crosslinkdichtheid. We kunnen 
dit effect interpreteren in termen van 
de connectiviteit van het netwerk. Bij 
lage crosslinkdichtheid bestaat het 
netwerk uit allemaal losse clusters van 
onderling verbonden filamenten. De 
motoren trekken daardoor alleen de 
meest nabijgelegen filamenten samen. 
Echter, bij hoge crosslinkdichtheid 
zijn alle filamenten in het netwerk ver-
bonden tot één volumevullende clus-
ter, die als geheel wordt samengetrok-
ken door de motoren. Bij een kritische 
crosslinkdichtheid – waarbij net vol-
doende crosslinks aanwezig zijn om 
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een samenhangend netwerk te maken 
– zien we een overgang van lokale naar 
macroscopische contractie.
Deze overgang doet sterk denken 
aan een zogenaamde ‘percolatieover-
gang’, een generiek fenomeen dat 
optreedt in random netwerken: bij 
een kritische connectiviteit vindt een 
scherpe overgang plaats van een niet-
verbonden naar een verbonden fase. 
Bekende voorbeelden van percolatie-
overgangen zijn elektrische geleiding 
in een random netwerk van weerstan-
den boven een kritische dichtheid van 
weerstanden, een bos dat geheel in 
vlammen opgaat boven een kritische 
beplantingsdichtheid en de versprei-
ding van een epidemie boven een kriti-
sche bevolkingsdichtheid. Voor kleine 
dichtheid (lage connectiviteit) bestaat 
zo’n random netwerk uit clusters met 
een eindige afmeting van verbonden 
weerstanden, brandende bomen of 
zieke mensen. Zodra de dichtheid 
voorbij de percolatieovergang komt, 
wordt het systeem echter overspannen 
door een macroscopische cluster die 
elektriciteit geleidt of een bosbrand of 
epidemie verspreidt.

Kwantitatieve beeldanalyse van 
netwerkcontracties
Om te testen of de percolatietheorie 
van toepassing is op de actieve net-
werken meten we de grootte van de 
clusters die we met microscopie waar-
nemen door middel van automatische 

beeldanalyse. Beginnend bij het laat-
ste frame van elk filmpje identificeren 
we alle motorclusters en verdelen we 
het netwerk onder in territoria die elk 
bij een motorcluster horen (figuur 
2a). Vervolgens spelen we het filmpje 
achteruit af en volgen de ‘expansie’ 

van alle territoria, net zolang totdat 
we bij het eerste frame arriveren waar 
het netwerk homogeen is (figuur 2b). 
Hiermee kunnen we de clusters iden-
tificeren die elk intern verbonden zijn 
zodat de motoren deze cluster als één 
geheel samentrekken.

Figuur 1	 a) Het experimentele modelsysteem bestaat uit myosine-
motoren die een netwerk van actinefilamenten verbon-
den met crosslinkeiwitten samentrekken. b) Projecties 
van filmpjes van een samentrekkend netwerk bij lage 
crosslinkdichtheid (links, filmpje duurt achttien minuten) 
en hoge crosslinkdichtheid (rechts, filmpje duurt drie 
minuten). 

Figuur 2	 We meten de grootteverdeling van clusters die samen-
trekken, door de myosineclusters (wit) te lokaliseren in 
het laatste frame, het netwerk onder te verdelen in do-
meinen (beige) en de expansie van de domeinen te volgen 
terwijl we het filmpje terug spelen naar het eerste frame.
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Bij lage crosslinkdichtheid vinden 
we alleen clusters met kleine op-
pervlaktes (figuur 3 onder). Bij hoge 
crosslinkdichtheid vinden we een bi-
modale verdeling met een paar clus-
ters ter grootte van het hele systeem 
(~2,5 mm) en een aantal zeer kleine 
clusters (figuur 3 boven). Tussen 
deze twee limieten vinden we een heel 
speciale verdeling van clustergroot-
tes, met clusters van alle groottes van 
klein tot groot. De waarschijnlijkheid 
om een cluster met oppervlak a te vin-
den volgt een machtsfunctie van a met 
een exponent van -1,9 (figuur 3 mid-
den). Dit gedrag komt overeen met 
de percolatietheorie: in een kritisch 
verbonden random netwerk verwach-
ten we een machtsfunctie, met een 
exponent van -2. Tot onze grote ver-
rassing zagen wij dit kritische gedrag 
echter over een enorm breed gebied 
van crosslinkdichtheden, terwijl de 
percolatietheorie een extreem scherpe 
overgang voorspelt.

Uitbreiding van percolatie-
theorie voor actieve netwerken
Een belangrijke aanname binnen de 
percolatietheorie is dat de connec-
tiviteit constant is. Voor een actine-
netwerk in thermisch evenwicht is de 
gemiddelde connectiviteit inderdaad 
constant: de crosslinkeiwitten bin-
den weliswaar niet permanent, maar 
ze binden en ontbinden met een con-

stante snelheid. Fascine blijft typisch 
een aantal seconden gebonden aan 
een actinefilament. Op basis van single 
molecule-experimenten, waarbij met 
optische pincetten aan enkele mole-
culen wordt getrokken, weten we ech-
ter dat de dissociatiesnelheid meestal 
verhoogd wordt als een binding onder 
spanning staat. Het is daarom zeer 
aannemelijk dat de myosinemotoren 
de crosslinks kunnen lostrekken, zo-
dat een netwerk dat begint met een 
hoge crosslinkdichtheid gaandeweg 
zijn verbondenheid verliest.
Omdat deze hypothese experimenteel 
lastig te testen is, besloten we om een 
computermodel te implementeren 
waarin we naar believen de invloed 
van motoren op de bindingskinetiek 
van de crosslinks kunnen variëren. We 
modelleren het actinenetwerk als een 
tweedimensionaal rooster van knoop-
punten verbonden door lijnsegmenten 
[2]. Elk lijnsegment wordt samenge-
trokken door een paar van tegengestel-
de krachten f op de twee knooppun-
ten. Elk kruispunt wordt gecrosslinkt 
met een waarschijnlijkheid p die af-
hangt van de crosslinker-concentratie 
c en elke crosslink laat los met een dis-
sociatiesnelheid die exponentieel toe-
neemt met de spanning die erop staat. 
Als we de motoractiviteit (f) constant 
houden en de crosslinkconcentratie 
c variëren, vinden we dezelfde drie 
regimes terug die we ook experimen-

teel zien: lokale contractie, opbreking 
in clusters met groottedistributie be-
schreven door  een machtsfunctie en 
macroscopische contractie. Bovendien 
vinden we net als in het experiment 
een brede percolatieovergang. De net-
werkconnectiviteit neemt tijdens de 
simulatie af met de tijd tot op een punt 
waar het netwerk geen spanning meer 
kan dragen en crosslinkdissociatie 
stopt (figuur 4b). Verrassenderwijs 
neemt de connectiviteit minder af dan 
verwacht op basis van random bond di-
lution. De goede overeenkomst tussen 
de simulatie en het experiment sug-
gereert dat de motoren een goed ver-
bonden netwerk vanzelf naar het kriti-
sche punt drijven. Op dit punt worden 
de krachten niet langer door het hele 
netwerk doorgegeven en scheurt het 
netwerk zichzelf uiteen.

‘Fasediagram’ voor
actieve vezelnetwerken
Op basis van onze data concluderen 
we dat samentrekking van cytoske-
letnetwerken door moleculaire moto-
ren afhangt van een balans tussen de 
motoren en de crosslinks die het net-
werk verbinden (figuur 5). Spierach-
tige samentrekking van het netwerk 
treedt alleen op als de verbondenheid 
groot is en de motoractiviteit laag. De 
spanning op de crosslinks is dan laag 
en het netwerk heeft na het loslaten 
van een crosslink voldoende tijd om 

Figuur 3	 Verdeling van clustergroottes p(a = A) in termen van 
oppervlak A voor drie netwerken met toenemende 
crosslink-concentratie, samen met representatieve voor-
beelden (met het grootste cluster in blauw). De getrokken 
zwarte lijnen geven de cumulatieve verdelingen, p(a > A).

Figuur 4	 Moleculairedynamicasimulaties laten zien dat actieve 
netwerken (met crosslinkconcentratie c en motorkracht 
f) gaandeweg hun verbondenheid verliezen doordat 
motoren de crosslinks lostrekken. De simulatietijd is 
dimensieloos door te herschalen met de lengte van de 
lijnsegmenten l0, hun stijfheid k en de mobiliteit van de 
knooppunten μ.
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Figuur 5	 Schematisch fasediagram voor contractie van actieve netwerken, waarbij ξ1 en ξ2 
de afmetingen weergeven van het grootste en op een-na-grootste cluster en L de 
afmeting van het systeem. 

spanning te relaxeren voordat een vol-
gende crosslink loslaat. Als het net-
werk aan alle kanten vastzit aan een 
wand bouwt het geleidelijk spanning 
op totdat het uiteindelijk breekt door 
de nucleatie van één grote scheur op 
een zwak punt. Als de motoractiviteit 

daarentegen hoog is, ontstaan overal 
in het netwerk kleine scheuren door-
dat de crosslinks zo snel los worden 
getrokken dat het netwerk tussentijds 
niet voldoende tijd heeft om spanning 
te relaxeren. Zelfs als de crosslinkcon-
centratie in principe boven de percola-

tieovergang ligt, zal het netwerk toch 
in stukken uiteenscheuren.

Zelfbrekende netwerken
in de biologie
Kritisch gedrag over een breed pa-
rameterbereik (soms aangeduid als 
self-organized criticality) is in allerlei 
biologische systemen gerapporteerd, 
variërend van fasescheiding van lipi-
den in het celmembraan tot netwerken 
van metabolische eiwitten in bacteriën 
en het vuren van groepen van zenuw-
cellen. Meestal is de microscopische 
oorsprong van dit gedrag onbekend. 
In dit geval kunnen we het robuuste 
kritische gedrag van actieve netwerken 
herleiden tot een simpel microsco-
pisch mechanisme. Dit mechanisme 
kan helpen om defecten die kunnen 
optreden in celcontractie te herleiden 
tot een moleculaire oorsprong.
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