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Zusammenfassung

Die Faltung eines Proteins von der ungeordneten Polypeptidkette zur dreidimensiona-
len Struktur ist ein komplexer Prozess, dessen Ablauf durch eine Energielandschaft ein-
deutig festgelegt ist. Ebenso kénnen Ubergiinge zwischen verschiedenen nativen Konfor-
mationen eines Proteins und Bindungsvorgénge zwischen Proteinen durch Energieland-
schaften beschrieben werden. Experimentell kann diese Energielandschaft untersucht
werden, indem die Reaktion des Systems auf gezielte Stérungen, wie die Zugabe von
Denaturanzien oder das Anlegen einer dufleren Kraft, beobachtet wird. In dieser Arbeit
wurden die Faltung und Entfaltung des GCN4 Leucin Zippers und von Calmodulin,
sowie die Bindung des molekularen Motors Myosin-V an Aktin kraftspektroskopisch
mit einer optischen Pinzette untersucht.

Fiir die Faltungsexperimente wurde eine Methode entwickelt, mit dem einzelne Pro-
teine zwischen zwei in einer hochauflésenden optischen Pinzette gefangene Kugeln
eingespannt und manipuliert werden kénnen. Damit wurde die direkte Beobachtung
von Faltungs- und Entfaltungsiibergingen im Gleichgewicht zwischen verschiedenen
Faltungszustinden des Proteins moglich. Uber die Analyse der Wahrscheinlichkeits-
verteilung dieser Zustédnde konnte erstmalig die vollstandige, ortsaufgeloste Energie-
landschaft eines Proteins gemessen werden. Die Experimente am GCN4 Leucin Zip-
per zeigten, dass dieser in zwei unterschiedlich stabile Bereiche geteilt ist. Die ver-
wendete Technik erlaubt auch das prazise Ausmessen des Faltungsmusters sowie der
kraftabhéngigen Faltungskinetik mechanisch wenig stabiler Proteine wie Calmodulin.
Aus den Messungen ergab sich, dass Calmodulin ein weiches und flexibles Protein ist,
das unterschiedliche Entfaltungspfade einschlagen kann.

Bei den Experimenten mit Myosin-V wurden einzelne an Aktin gebundene Kopfe des
molekularen Motors in unterschiedliche Richtungen belastet. Es zeigte sich, dass der
Leverarm von Myosin-V eine mechanische Asymmetrie der Myosin-V/Aktin Bindung
bewirkt. Die Energielandschaft einer Protein-Protein Bindung kann also in verschie-
denen Richtungen eine unterschiedliche Form haben. Die asymmetrische Energieland-
schaft der einzelnen Myosin-Kopfe hilft, das Vorkommen von Schritten entgegen der
natiirlichen Laufrichtung des nativen doppelkopfigen Motors unter Kraft zu verstehen.

Die Experimente in dieser Arbeit zeigen, dass ein einzelnes Proteinmolekiil ausreicht,
um seine vollstandige Energielandschaft zu messen. Diese Energielandschaft, die den
genauen Verlauf der Landschaft zwischen Ubergangsbarrieren und Minima wiedergibt,
enthélt wesentlich mehr Informationen als die mit herkémmlichen chemischen und me-
chanischen Methoden zugénglichen Stiitzpunkte. Die leicht auf eine Vielzahl an Pro-
teinen iibertragbare Methode legt somit die Grundlage zu einem neuen, detaillierteren
Blick auf den Vorgang der Proteinfaltung.
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Kapitel 1

Einleitung

Proteine gehoren, neben den Trédgern der Erbinformation, DNA und RNA, und den
membranbildenden Lipiden, zu den wichtigsten Bausteinen in Zellen. Sie iibernehmen
die unterschiedlichsten Aufgaben. So setzen sie sich unter anderem zu langen, struk-
turbildenden Filamenten zusammen, bewirken als molekulare Motoren Bewegung und
aktiven Transport, arbeiten als Signaliibertriger und Sensoren und sind verantwortlich
fiir den Stoffwechsel. Proteine lesen sogar die zu ihrer Herstellung nétige Information
aus der DNA aus und helfen, diese in die spezifische, lineare Aminosiauresequenz umzu-
setzen, aus der ein Protein besteht. Eine wichtige Frage ist, wie sich die eindimensionale
Aminosauresequenz zu der eindeutigen, fiir jedes Protein spezifischen, dreidimensiona-
len Struktur faltet, die die funktionelle Form darstellt. Die Oberflichenbeschaffenheit
eines Proteins bestimmt seine Wechselwirkungen mit anderen Proteinen und Zellbau-
steinen, aber auch zum Beispiel mit Medikamenten. Eine Kenntnis der Struktur ist
daher nicht nur wichtig, um auf die Funktion eines Proteins schlieen zu kénnen, son-
dern auch um spezifische Wirkstoffe zu entwickeln. Zwar kann man die Struktur von
Proteinen oft experimentell bestimmen, aber fiir eine grofle Anzahl, unter anderem die
meisten membranassoziierten Proteine, ist dies nicht mdéglich. Die Faltung eines Prote-
ins in seine dreidimensionale Struktur wird vollsténdig durch seine Energielandschaft
bestimmt [1]. Prinzipiell kann man daher die Faltung eines Proteins und seine Struktur
berechnen, wenn alle Wechselwirkungen, die in die Energielandschaft eingehen, bekannt
sind. Aufgrund der groflen Anzahl beteiligter Atome sind theoretische Beschreibungen
des Faltungsvorgangs aber oft noch nicht ausreichend, und ein experimenteller Zugang
zur Proteinfaltung ist notwendig.

Mit Hilfe herkémmlicher Ensemble-Messungen zur Proteinfaltung [2] lassen sich die
Faltungsenergie und kinetische Ratenkonstanten messen. Durch Mutationsexperimen-
te ist auch bedingt eine strukturelle Interpretation moglich. Es kénnen jedoch nur
mittlere Molekiileigenschaften gemessen werden, da die stochastische Natur des Fal-
tungsvorgangs eine Synchronisation einzelner Molekiile verhindert. Die Ende der neun-
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ziger Jahre entwickelte Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie zur Entfaltung von Protei-
nen [3] ermoglicht einen direkteren Zugang zum Faltungsproblem. Hier ist neben der
direkten Messung der wirkenden Kréfte auch eine einfache Detektion von Faltungszwi-
schenzustidnden moglich. Insgesamt zeichnen bisherige Faltungsmessungen jedoch nur
ein liickenhaftes Bild der Energielandschaft, da sie nur die dominanten ratenlimitie-
renden Energiebarrieren charakterisieren. Kiirzlich konnte fiir DNA durch die Analyse
von Gleichgewichtsfluktuationen bei Anlegen einer mechanischen Kraft die Energie-
landschaft mit sequenzabhéngiger Auflosung gemessen werden [4]. Ist eine vergleichbar
gute Auflosung mit Informationen zur Form der Energielandschaft zwischen den Ma-
xima und dem nativen Zustand auch fiir Proteine realisierbar?

Neben der Faltung eines Proteins konnen auch Ubergénge zwischen nativen Protein-
konformationen und Protein-Protein Bindungen durch Energielandschaften beschrie-
ben werden. Diese bestimmen die Kinetik und den Arbeitsmechanismus eines Proteins.
Bei dem molekularen Motor Myosin-V ist zum Beispiel das Wechselspiel zwischen der
Bindungsstérke an das Aktinfilament, an dem der Motor entlanglauft, und dem kraft-
produzierenden Konformationsiibergang wichtig fiir den Schrittmechanismus. Kann
man die durch die Umsetzung des Treibstoffmolekiils ATP hervorgerufene Konformati-
onsinderung mechanisch beeinflussen? Inwieweit spielt hier die Energielandschaft der
Anbindung an das Filament eine Rolle? Macht es einen Unterschied, ob man die Kraft
mit oder entgegen der Bewegungsrichtung des Motors anlegt?

In dieser Arbeit werden kraftspektroskopische Experimente mit der optischen Pinzet-
te vorgestellt, die iiber kraftabhéngige Gleichgewichtsfluktuationen zwischen verschie-
denen Proteinkonformationen einen direkten Zugang zur Faltungskinetik eines Pro-
teins erlauben. Die Analyse der Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Proteinzustédnde
ermoglicht die Charakterisierung der Energielandschaft eines Proteins weit iiber die
bisherigen Grenzen hinaus. In weiteren Experimenten wird der richtungsspezifische
Einfluss von Kraft auf die Energielandschaft der Bindung zwischen Myosin-V und Ak-
tin untersucht.



Kapitel 2

Kraftspektroskopie mit der
optischen Pinzette

In einer optischen Pinzette wird der Impulsiibertrag eines sich brechenden Laserstrahls
auf das brechende Medium verwendet, um kleine dielektrische Proben im Fokus des
Strahls einzufangen. Der manipulative Charakter des Strahlungsdrucks wurde in den
1970er Jahren von A. Ashkin untersucht [5] und fiihrte zur Entwicklung einer der ersten
optischen Pinzetten [6]. Eine lineare Kraft-Auslenkungs-Beziehung bei kleinen Auslen-
kungen und Federkonstanten zwischen 10 und 1000 fN/nm ermdglichen bei subnano-
metergenauer Positionsauflosung das Messen von Kréften im Femto- und Pikonewton-
Bereich. Dieser Kraftbereich und die Méglichkeit in physiologischer Umgebung arbeiten
zu konnen, machen die optische Pinzette zu einem geeigneten Instrument fiir die Kraft-
spektroskopie an biologischen Proben.

Uber gefangene Polystyrolkugeln kann eine Kraft direkt an daran befestigte einzel-
ne Biomolekiile angelegt werden. Auf diese Weise wurden erste Experimente zur akti-
ven Bewegung einzelner molekularer Motoren wie Kinesin, Myosin-II oder der RNA-
Polymerase [7, 8, 9], sowie zur mechanischen Charakterisierung und Entfaltung von
Biopolymeren durchgefiihrt [10, 11, 12].

In diesem Kapitel wird eine Methode vorgestellt, bei der einzelne Proteine fiir Kraft-
spektroskopie-Experimente mit der optischen Pinzette zwischen zwei Polystyrolkugeln
eingespannt werden. Zu Beginn werden die physikalischen Grundlagen und der Auf-
bau einer optischen Pinzette beschrieben, die aufgrund ihrer mechanischen Stabilitét
und der Aufspaltung des Fallenlasers in zwei getrennte Strahlen fiir Hochprézisions-
messungen zur Faltung einzelner Proteine und der Untersuchung einzelner molekularer
Motoren geeignet ist. Anschliefend wird das Verfahren vorgestellt, mit dem einzelne
Proteine kraftspektroskopisch mit der optischen Pinzette untersucht werden konnen.
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2.1 Die Physik der optischen Pinzette

2.1.1 Das Prinzip der Falle

In einem einfachen Bild 148t sich die Wechselwirkung von Photonen mit dem zu fangen-
den Teilchen durch Strahlenoptik veranschaulichen (siche Abbildung 2.1A)[13]. Nach
dem Impulserhaltungssatz bewirkt die Impulséinderung gebrochener und reflektierter
Strahlen eine entgegengesetzte Anderung des Kugelimpulses. Eine stabile Falle wird
moglich, wenn sich Impulsanteile in Richtung des Laserstrahls und Anteile in entge-
gengesetzter Richtung ausgleichen. Dies ist bei einem stark fokussierten Laserstrahl
mit gaussférmigem Strahlprofil kurz hinter dem Laserfokus der Fall.

A — g B
kFaIIe
~— s A\MA
XFaIIe
Fokus
Laser Intensitat Laser Intensitat

Abbildung 2.1:  Prinzip der optischen Pinzette. (A) Veranschaulichung des Fallenprinzips durch
geometrische Optik. Die Impulsinderungen der Photonen (rote Pfeile) bewirken ei-
ne entgegengesetzte Anderung des Kugelimpulses (blaue Pfeile). Der Gesamtimpuls
der Kugel zeigt in Richtung der gréfleren Laserintensitit (rechter Graoh) bzw. in
Richtung des Fokus (linker Graph). (B) Fiir kleine Auslenkungen der Kugel ist die
Kraft proportional zur Auslenkung und kann durch eine Federkonstante charakteri-
siert werden.

Bei Berechnung der Fallenkraft auf das Teilchen in der Dipolndherung findet man
eine Streu-Komponente F, in Richtung der einfallenden Laserwelle, die abhéngig vom
Streuquerschnitt des Teilchens und proportional zur Laserintensitét ist, also zum Qua-
drat des elektrischen Feldes E [6]. Eine weitere Kraftkomponente, die Gradientenkraft
F;, zeigt in Richtung des Intensitdtsgradienten und ist proportional zum Gradienten
des Quadrats von E:

F, = —%ﬁEQ. (2.1)
Die Gradientenkraft ist proportional zur Polarisierbarkeit o des Teilchens. Fiir eine

stabile Falle miissen sich Streukraft F; und Gradientenkraft ﬁg kompensieren [14]. Fiir
eine genauere theoretische Beschreibung, insbesondere wenn der Radius der Kugeln im
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Wellenlangenbereich des Fallenlasers ist, miissen u.a. auch Beugungseffekte beriicksich-
tigt werden [15].

Fiir kleine Auslenkungen des Teilchens aus dem Fallenzentrum ist die riicktreibende
Kraft proportional zur Auslenkung und die Falle kann durch eine Feder mit konstanter
Federhiirte angendhert werden (siehe Abbildung 2.1B)[6].

2.1.2 Kugeldynamik in der Falle und Kalibration der Feder-
hirte

Die Brown’sche Bewegung einer Kugel in einem harmonischen Fallenpotential wird
durch die Langevin-Gleichung

mi(t) + 70(t) + ke(t) = v/2kgT708 (1) (2.2)

beschrieben [16]. Hier ist x(t) die Position des Brown’schen Teilchens, m die Masse,
v = 6mnR der Reibungskoeffizient nach Stokes (n: Viskositit des Mediums, R: Ku-
gelradius), k die Federhiirte und /2kgTo&(t) eine zufillige thermische Kraft mit den
Eigenschaften (£(t)) = 0 und (£(¢)&(t')) = o(t — t'). In Wasser sind die verwendeten
Kugeln iiberddmpft, und der Masse-Term kann vernachléssigt werden [16]. Man erhélt:

(t) + 2 foa(t) = V2DE(t), (2.3)

mit der Abfallfrequenz
k

fe= 78

(2.4)

und der Einstein-Relation zwischen Diffusionskonstante, Boltzmann-Energie und Rei-

bungskoeffizient

_ kgT
Y

Diese Gleichung beriicksichtigt nicht die Inkompressibilitdt von Wasser sowie den end-

lichen Abstand zur Oberfliche. Beide Effekte fithren zu Korrekturtermen der Sto-

kes’schen Reibung[16, 13]. Fouriertransformation von z(t) fithrt auf das Leistungs-
spektrum P(f):

D (2.5)

B D
Caw(fP+ )
Gleichung 2.6 ist eine Lorentz-Kurve. Abbildung 2.2A zeigt ein typisches Leistungs-
spektrum einer optischen Pinzette.

P(f) (2.6)

Kalibration der Federhirte
Prinzipiell kann iiber einen Fit der Gleichung 2.6 an das gemessene Leistungsspektrum
der Kugel aus Abbildung 2.2A und die Definition der Abfallfrequenz aus Gleichung 2.4
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Abbildung 2.2:  Kalibration der optischen Pinzette. (A) Typisches Leistungsspektrum einer Kugel in
der optischen Pinzette mit einer Frequenzauflosung von 1 Hz. (B) Zur gleichzeitigen
Kalibration des Detektors und der Federkonstante der optischen Pinzette wurde an
den Piezo-Tisch eine 32 Hz-Schwingung angelegt [17]. Das an das Leistungsspek-
trum angepasste Modell (blaue Linie) beriicksichtigt alle relevanten physikalischen
Korrekturterme [16].

die Federhérte k& der Falle ermittelt werden. Dazu muss der Reibungskoeffizient v, be-
kannt sein. Dies ist aufgrund des unbekannten Abstands der Kugel von der Oberfléche
oft nicht der Fall.

Von Tolié-Norrelykke et al. wurde ein Kalibrationprotokoll fiir optische Pinzetten
vorgeschlagen, das ohne die Kenntnis des genauen Reibungskoeffizienten auskommt [17].
Wird die Fliissigkeit mit einer definierten Amplitude A und Frequenz fg.ive bewegt,
dndert sich Gleichung 2.6 fiir das Leistungsspektrum der Kugel zu

__p
Im Leistungsspektrum erscheint bei fy,ive eine Spitze (siehe Abbildung 2.2B).

Ein Vergleich der gemessenen Leistung We, unter der Spitze mit dem theoretischen
Wert Wy, (linker Term in Gleichung 2.7) ergibt den Kalibrationsfaktor /3

ﬁ =V Wth/Wexa [ﬁ] = m/v (28>

Die Federkonstante k£ kann damit iiber

P(f) O(f — favive)- (2.7)

kgT
52 DVolt

bestimmt werden. f. und DV = D/3? werden iiber einen Fit des Lorentz-Terms aus
Gleichung 2.7 an das Leistungsspektrum ermittelt.

In dieser Arbeit wurde an die experimentell gemessenen Leistungsspektren eine mo-
difizierte Lorentzkurve angepasst, die neben der Inkompressibilitdt von Wasser auch
Filtereffekte des Detektors und Aliasingeffekte der Datenerfassungskarte beriicksich-
tigt [16].

k=2nf. (2.9)
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2.2 Das Design der optischen Pinzette

Die im Rahmen dieser Arbeit aufgebaute optische Pinzette mit zwei Fallen besteht
aus einem Laser, dessen Strahl in zwei Pfade mit zueinander senkrechter Polarisation
aufgeteilt ist. Abbildung 2.3 gibt eine Ubersicht iiber den Aufbau. Ein Strahl kann iiber
einen akusto-optischen Deflektor (AOD) kontrolliert bewegt werden. Beide Strahlen
werden mit Hilfe eines Objektivs fokussiert, um die Fallenpotentiale zu erhalten. Nach
einem kollimierenden Kondensor werde beide Strahlen wieder {iber ihre Polarisation
getrennt. Die Detektion der in den Fallen gefangenen Kugeln erfolgt in der hinteren
Fokalebene des Kondensors mit Hilfe zweier positionssensitiver Dioden.

Im Aufbau ist ein Fluoreszenzmikroskop integriert, mit dem Proben sowohl in Epi-
Fluoreszenz als auch mit Totalreflektions-Fluoreszenz-Mikroskopie (TIRF) beobachtet
werden konnen. Dazu stehen drei Anregungslaser zur Verfiigung. Detektiert wird das
Fluoreszenzlicht mit einer EMCCD-Kamera, die sensitiv auf einzelne Fluorophore ist.

In diesem Abschnitt wird der Aufbau der optischen Pinzette beschrieben. Zunéchst
werden die einzelnen optischen Komponenten und ihre Funktion vorgestellt. Anschlie-
Bend wird auf einige Besonderheiten im optischen Pfad sowie der mechanischen Sta-
bilitdt eingegangen. Eine detaillierte Auflistung aller verwendeten Komponenten ist in
Anhang A in Tabelle A.1 aufgefiihrt.

2.2.1 Experimenteller Aufbau

Der Strahlengang des Fallenlasers

Abbildung 2.3 zeigt eine Skizze der optischen Pinzette. Der Strahlengang des Fallenla-
sers ist griin unterlegt. Als Fallenlaser wird ein diodengepumpter Nd:YVO, Festkorper-
laser mit 1064 nm Wellenléinge und 5W maximaler Ausgangsleistung in der TEMgq
Mode mit vertikaler Polarisation verwendet. Dieser Laser zeichnet sich durch sehr gute
Strahlqualitéit, Stabilitdt des Strahlaustrittswinkels und Leistungsstabilitit aus. Der
Laser wird mit 4W Ausgangsleistung betrieben, da er bei dieser Leistung besonders
stabil lauft.

Die erste optische Komponente ist ein Faraday-Isolator, der verhindert, dass Riick-
reflexionen an optischen Elementen den Laser storen. Der Laserstrahl wird anschlieSend
iiber ein 5x-Teleskop aufgeweitet. Der resultierende Strahldurchmesser von ca. 2mm
ist so gewihlt, das der AOD (s.u.) optimal arbeiten kann.

Die Gesamtleistung des Fallenlasers kann iiber eine Kombination aus A/2-Plattchen
und Polarisationstrahlteilerwiirfel eingestellt werden. Ein zweiter Polarisationstrahltei-
lerwiirfel teilt den Strahl in zwei Pfade mit zueinander senkrechter Polarisation. Ein
weiteres A/2-Pldttchen steuert die relative Intensitédt der beiden Strahlpfade. Beide
A/2-Plittchen sind computergesteuert.

Ein Strahl kann mit Hilfe eines akusto-optischen Deflektors (AOD) in einem Win-
kelbereich von 49 x 49 mrad? in zwei Richtungen ausgelenkt werden. Das entspricht in
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Abbildung 2.3:  Skizze der optischen Pinzette. Griin unterlegt: Strahlengang des Fallenlasers. Rot
unterlegt: Strahlengang des Fluoreszenzmikroskops.
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diesem Aufbau einer Fliche von 20 x 20 um? in der Probenebene (vgl. Gleichung 2.10).
Aufgrund von Wechselwirkungen zwischen Photonen des Laserstrahls und Phononen
im AOD-Kristall wird die Frequenz des Lasers verschoben. Dies verhindert eine Inter-
ferenz zwischen den Laserstrahlen der optischen Pinzette [18]. Die Ansteuerung des
AOD erfolgt iiber eine DSP-Karte (digital signal processor-Karte) mit dem Computer.
Der Kalibrationsfaktor ‘nm/steps’ des AOD wurde tiber den Piezotisch wie in [19] be-
sprochen bestimmt. Der andere Strahl kann manuell mit einem Gimbal-Mount-Spiegel
positioniert werden. Um Einfliisse von Drift und Schwankungen im Brechungsindex der
Luft gering zu halten, ist die Lédnge der getrennten Strahlfithrung so klein wie moglich
gewihlt. Beide Strahlengéinge werden iiber einen Polarisationsstrahlteilerwiirfel wieder
vereint.

Ein 5x-Teleskop aus zwei Linsen (T; in Abbildung 2.3) weiten die beiden Strahlen
soweit auf, dass sie die hintere Apertur des Objektivs um ca. 10% iiberfiillen. Direkt im
Anschlufl erméglicht ein zweites Teleskop (1:1, Ty in Abbildung 2.3) die gleichzeitige
manuelle Bewegung beider Strahlen. Uber T und Ty wird die Drehebene des AOD auf
die hintere Fokalebene des Objektivs abgebildet! [20]. Die Teleskope sind dariiber hinaus
so positioniert, dass eine erhebliche Verkiirzung des Strahlengangs erreicht wurde.

Beide Strahlpfade werden tiber einen dichroitischen Spiegel (D;), der Wellenléngen
> 800 nm reflektiert, in den Mikroskop-Strahlengang eingekoppelt. Ein weiterer Spiegel
lenkt die Strahlen in das Objektiv. Dieses hat eine numerische Apertur NA = 1.45 um
die Strahlen sehr stark fokussieren zu konnen. Zudem ermoglicht dieses Objektiv eine
Fluoreszenzanregung in Totalreflektion (TIRF).

Die Probenkammer wird auf einem computergesteuerten Piezotisch montiert. Dieser
ist in vertikaler Richtung beweglich aufgehingt. Eine manuelle Bewegung der Proben-
kammer wird durch einen speziell konstruierten xy-Verschiebetisch (sieche Abbildung
2.4) ermoglicht. Die Aufhéngung des Piezotischs und das Design des Verschiebetischs
sind auf mechanische Stabilitét optimiert (siche Abschnitt 2.2.2).

Ein Kondensor kollimiert die Fallenlaserstrahlen nach der Probenkammer. Sie wer-
den iber einen dichroitischen Spiegel (Dy), der das Licht der Hellfeldbeleuchtung trans-
mittiert, in die Detektionsebene gelenkt. Dort werden die beiden Strahlpfade wieder
iiber ihre Polarisation getrennt und mit einem System konkaver und konvexer Linsen
auf zwei positionssensitive Detektoren fokussiert. Die Detektoren wurden aufgrund ih-
rer hohen Bandbreite von ca. 100 kHz bei 1064 nm Laserlicht ausgewihlt [21, 22, 23].
Sie stehen in der hinteren Fokalebene des Detektors (konjugiert zur Drehebene des
AOD) und ermoglichen die Positionsbestimmung von in den Fallen gefangenen Kugeln
[24, 17]. Die Kalibration der Kugeln wurde in Abschnitt 2.1.2 besprochen.

Als Hellfeldbeleuchtung wurde eine LED mit 780 nm Wellenlénge gewéhlt, um Fluo-
reszenz im gesamten sichtbaren Wellenldngenbereich zu ermoglichen. Das Licht der
LED wird auf die hintere Fokalebene des Kondensors fokussiert. Nach dem Objektiv

'Tm AOD sind die beiden Drehebenen nicht konjugiert. Daher wurde eine mittlere Ebene fiir die
Abbildung verwendet.
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wird das Hellfeldbild iiber zwei Linsen auf eine CCD-Kamera abgebildet.

Bedingungen an den Strahlengang
Beim Design des Strahlengangs fiir den Fallenlaser ist zu beachten, dass die Drehebene
des AOD, die hintere Fokalebene des Objektivs, die hintere Fokalebene des Kondensors
und die Ebene der Detektion miteinander konjugiert sein miissen (vgl. gestrichelte Li-
nien in Abbildung 2.3) [20]. Dies stellt sicher, dass der Laserstrahl bei einer Auslenkung
durch den AOD nicht am Objektivrand abgeschnitten oder bei der Detektion seitlich
bewegt wird. Um die Ebenen konjugiert aufeinander abzubilden, kommt den Telesko-
pen T und Ty eine zentrale Bedeutung zu. Das Verhiltnis der Brennweiten f5/ f;, das
die VergroBerung von T angibt, geht in mehrere wichtige Gleichungen ein (vgl. [25]).
Zwischen Ablenkwinkel av des AOD, der entsprechenden Strecke d in der Proben-
ebene und Brennweite des Objektivs® fop; gilt der Zusammenhang

d= fObj% tan a. (2.10)

Eine Abweichung x; zwischen vorderer Brennebene von T; und der Drehebene des
AOD fiihrt zu einer Verschiebung xo zwischen hinterer Brennebene von T; und dem

Abbild der Drehebene: )
Ty — (é) ' (2.11)
fi

AuBlerdem wird f5/f; durch die Bedingung eingeschrénkt, dass die hintere Apertur des
Objektivs ca. 10% tiberfiillt werden soll, um eine stabile Falle zu erhalten. Gleichzeitig
darf der Strahldurchmesser vor dem AOD nicht zu grof sein (< 2mm), damit die
Reaktionszeit des AOD klein bleibt.

In diesem Aufbau wurden Ty und T so gewéhlt, dass nicht nur die richtigen Ab-
bildungseigenschaften erfiillt, sondern auch der Strahlweg moglichst kurz wurde.

Mechanische Stabilitit

Fiir die mechanische Stabilitdt des Aufbaus sind neben der kurzen Strahlwege u.a.
die Authéngung des Piezotischs und das Design des manuellen Verschiebetischs von
Bedeutung.

Der in vertikaler Richtung manuell verfahrbare Piezotisch wurde an drei Punkten
mit stabilen Fiihrungen versehen. Die Verankerung erfolgte {iber Federn unterschiedli-
cher Steifigkeit, um keine Schwingungsfrequenz zu bevorzugen.

Fiir die manuelle Positionierung der Probenkammer wurde ein leichter und stabiler
xy-Verschiebetisch entworfen, der wesentlich zur Verbesserung der mechanischen Sta-
bilitét beitrug (siehe Abschnitt 2.2.2). Er ist in Abbildung 2.4 skizziert. Pro Richtung

2Fiir die Brennweite des Objektivs gilt: fon; = to/V (V: VergréBerung (63x) und to: Tubusléinge
(160 mm)).
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Abbildung 2.4:  Skizze des manuellen zy- Verschiebetischs.

wurden je zwei Fithrungen verwendet um ein Schwingen der Probe zu verhindern. Die
Fiithrungen wurden parallel zur Verschieberichtung angeordnet. Dies verhinderte ge-
geniiber einer senkrechten Anordnung ein seitliches Verdrehen der Probe.

Das Fluoreszenzmikroskop

In den Aufbau der optischen Pinzette ist ein Fluoreszenzmikroskop integriert (in Abbil-
dung 2.3 rot unterlegt). Drei Anregungslaser, 405 nm, 473 nm und 532 nm Festkorper-
laser?, werden zuniichst iiber Teleskope (T3 bis Tjs) stark aufgeweitet, iiber dichroiti-
sche Spiegel (D3 und Dy4) zusammengefiihrt und anschlieiend iiber eine Linse auf die
hintere Fokalebene des Objektivs fokussiert. Der dichroitische Spiegel (Ds), der die
Anregungslaser in den Mikroskopstrahlengang einkoppelt, 148t sich linear verfahren.
Auf diese Weise kann die Probe mit Epi-Fluoreszenz oder Totalreflektionsfluoreszenz
[26] beleuchtet werden. Die starke Aufweitung bewirkt die gleichméfige Ausleuchtung
einer grofien Fliche in der Probenkammer (ca. 80 x 80um?).

Das Fluoreszenzlicht der Probe wird iiber einen dichroitischen Spiegel (Dg) vom
Hellfeldlicht getrennt und iiber eine Linse auf eine EMCCD-Kamera abgebildet. Die
Kamera ist wassergekiihlt, um storende Vibrationen auf dem optischen Tisch zu ver-
meiden. Sie ist sensitiv genug, um einzelne Fluorophore detektieren zu kénnen.

Die optimale optische Pinzette fiir Proteinfaltungsexperimente
Die in dieser Arbeit aufgebaute optische Pinzette wurde so konstruiert, dass sie sowohl
fiir Messungen an molekularen Motoren, fiir Anwendungen mit mehr als zwei Fallen
durch zeitliches Teilen der Fallenpotentiale mit dem AOD sowie fiir Proteinfaltungs-
experimente geeignet war. Im Folgenden sind einige Punkte aufgefiihrt, mit der eine
optische Pinzette fiir Faltungsexperimente optimiert werden kann:

Die Verwendung eines piezogesteuerten Spiegels anstelle des AOD bringt den Vor-

3 Fluoreszenz kann gleichzeitig mit 473 nm und 532 nm angeregt und detektiert werden. Fiir Anregung
mit 405 nm kann der dichroitische Spiegel D5 leicht ausgetauscht werden.
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teil, dass beide Drehrichtungen in einer konjugierten Ebene liegen. Zudem ist die Inten-
sitdt des abgelenkten Strahls nicht vom Winkel abhéngig. Dariiber hinaus entfallen die
Winkelungenauigkeiten aufgrund von Kristalldefekten [27]. Um Interferenz zwischen
beiden Strahlen zu vermeiden, kann ein AOM mit festem Ablenkwinkel eingesetzt wer-
den [18].

Die Stabilitdt des Aufbaus kann verbessert werden, indem der Strahlengang konse-
quent parallel zur Ebene des optischen Tischs gefiithrt wird. Dies erleichtert aulerdem
die Justage, die bei vertikaler Strahlfiihrung erschwert ist. Fiir die gegenseitige Ausrich-
tung von Objektiv und Kondensor sowie zur Kontrolle der Laserposition ist es sinnvoll,
am Ende des Strahlengangs eine feste Positionsreferenz zu installieren.

Die Verwendung eines Wasserimmersions-Objektivs ermoglicht das Fangen von Ku-
geln tief in der Probenkammer. Damit entfallen der Einfluss der Oberfliche auf den
Reibungskoeffizient der Kugel [13] sowie Verschiebungen des Laserfokus aufgrund von
Anderungen des Brechungsindex 28, 29]. Anstelle eines Kondensors empfiehlt sich der
Einbau eines zweiten baugleichen Objektivs.

2.2.2 Eigenschaften des Instruments

Im folgenden Abschnitt wird auf einige wichtige Eigenschaften der vorgestellten op-
tischen Pinzette eingegangen, wie Linearitdt des Detektorsignals sowie zeitliches und
rdumliches Auflésungsverméogen.

Linearitat

Der Bereich, in dem sich das Signal des Detektors proportional zur Kugelauslenkung
verhélt, wurde bestimmt, indem eine auf der Oberfliche der Probenkammer fixierte
Kugel linear durch den Laserfokus gefahren wurde (vgl. auch [19]). Dies ergab fiir bei-
de Detektoren einen linearen Bereich von 4 150 nm. Fiir die Experimente wurde die
Federhérte der Falle durchgehend so gewéhlt, dass die Kugel im relevanten Kraftbe-
reich nicht mehr als 100 nm aus dem Fallenzentrum ausgelenkt war.

Zeitliches und riaumliches Auflésungsvermogen
Das zeitliche Auflosungsvermdégen der optischen Pinzette wird im Wesentlichen durch
die Abfallfrequenz der thermisch bewegten Kugel bestimmt (siehe Abschnitt 2.1.2,
Gleichung 2.4). Bei den verwendeten Federhéirten und Kugelgrofien betrug die Abfall-
frequenz 3 — 5 - 103 Hz (0,2 — 0,3 ms Zeitauflésung)*.

Das Design der optischen Pinzette wurde auf hohe mechanische Stabilitdt opti-
miert. Dazu trugen hauptséchlich die Verwendung der Zweistrahl-Geometrie, eine kur-
ze Weglédnge getrennter Strahlfithrung, kurze Strahlwege und die mechanisch stabile

4 Aufgrund des nichtlinearen Kraft-Ausdehnungsverhaltens der DNA-Linker (vgl. Abschnitt 3.1)
erhohte sich die effektive Federhérte auf die Kugeln bei angelegter Kraft F' und damit auch die
minimale Zeitauflosung. Sie betrug bei F' > 10pN ca. 0, 1 ms.
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Abbildung 2.5:  Typisches Driftverhalten einer gefangenen Kugel. Die gemessene Position der Kugel
dndert sich tiber einen Zeitraum von > 6 min weniger als 1 nm. Bei einer typischen
Federhirte von 0.3 pN/nm entspricht das < 2fN/s.
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Abbildung 2.6: Auflisungsvermégen der optischen Pinzette. (A) Zeitliche Verlauf einer auf einem
Deckglischen fizierten Kugel, aufgenommen mit 5 kHz (graw) und mit einem 100 ms
Fenster gefiltert (schwarz). Das Deckglischen wurde mit dem Piezotisch in 0,9 nm/s
Schritten verfahren. (B) 8 nm Schritte eines einzelnen Kinesin-2 Motors (abgebildet
mit freundlicher Genehmigung von Melanie Reisinger).

Konstruktion des xy-Verschiebetisches bei. Abbildung 2.5 zeigt eine typische Aufnah-
me einer gefangenen Kugel. Die Drift betréigt weniger als 5 pm/s.

Die mechanische Stabilitdt des Aufbaus wurde mit einer auf der Oberfléiche fixierten
Kugel getestet, die mit 0,9 nm-Schritten bei 1 Hz durch den Laserfokus bewegt wurde.
Das Signal der Kugel ist in Abbildung 2.6A gezeigt. Die Schritte werden iiber den
gesamten Zeitraum von >30s gut aufgelost. Wie in Abbildung 2.6B gezeigt, kénnen
die 8 nm-Schritte eines Kinesin-Motors sehr gut aufgelost werden.

2.3 Kraftspektroskopie an einzelnen Proteinen

In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt mit der die Faltung einzelner Proteine
mit der optischen Pinzette untersucht werden kann. Sie soll im folgenden Abschnitt
vorgestellt werden. Zunéchst wird der Zusammenbau von Kugel-DNA-Protein Han-
teln als Proben fiir die Kraftspektroskopie besprochen. Anschliefend wird auf einige
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Besonderheiten des Messprotokolls sowie der Datenanalyse eingegangen.

2.3.1 Kugel-DNA-Protein-Hanteln

Fiir die Kraftspektroskopie-Experimente sollten einzelne Proteine zwischen zwei Ku-
geln eingespannt werden. Die Verwendung von zwei Kugeln hat den Vorteil, dass die
Auflésung im Vergleich zu einer Kugel und einer festen Oberfliche weiter verbessert
werden kann (vgl. [30] und Abschnitt 2.3.3). Wichtig ist, dass das Protein nicht direkt
an der Kugeloberfliche befestigt werden darf, um Wechselwirkungen zwischen Protein
und Oberfliche zuvermeiden. Auflerdem ist ein Abstand zwischen den beiden Kugeln
wiinschenswert, um Crosstalk-Effekte (sieche Abschnitt 2.3.3) zu minimieren.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur Herstellung der Kraftspektroskopie-
Proben stellt eine Weiterentwicklung eines von Cecconi et al. vorgestellten Protokolls
dar, das doppelstrangige DNA-Linker als Abstandshalter zwischen Protein und Kugeln
verwendet [31, 32]. Die wichtigste Verdnderung ist das Verwenden von langen einzel-
strangigen DNA-Uberhéngen am Ende der DNA-Linker, die mit komplementéren Oli-
gonukleotiden am Protein hybridisieren. Vorteile des neuen Protokolls sind eine kiirzere
Reaktionsdauer, eine grofiere Reaktionseffizienz und eine vereinfachte Aufreinigung des
richtigen Konstrukts.

DNA-Linker Protein Kugel
o F_, S 3
Ty T lDTDP

PCRl 3 .o. F] ABl

l r
Ma@/&%&w»\,\ 5 5 4

; o -
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Kugel-DNA-Protein-Hantel

=

Abbildung 2.7:  Skizze zum Zusammenbau der Kugel-DNA-Protein Hanteln. Links: Mittels PCR
werden DNA-Linker mit Biotin/Digozigenin und einem Uberhang von 34 Basen
hergestellt. Mitte: Das Proteins wird zundchst mit DTDP und anschlieffend mit
thiol-modifizierten Oligonukleotiden funktionalisiert. Rechts: Die Kugeln werden
kovalent mit Strepdavidin/Anti-Digoxigenin beschichtet. Unten: DNA-Linker und
Anti-Digoxigenin Kugeln werden vor dem Experiment mit dem Protein inkubiert.
Wihrend des Ezxperiments werden Streptavidin und Anti-Digozigenin Kugeln in
Kontakt gebracht, um die Hantel auszubilden.

Abbildung 2.7 zeigt eine Ubersicht des Protokolls. Es gliedert sich in drei Teilab-
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schnitte: Die Herstellung der DN A-Linker, die Funktionalisierung des Proteins und die
Beschichtung der Kugeln. Im Folgenden werden die wichtigsten Schritte der drei Teile
besprochen. Ausfiihrliche Protokolle sind in Anhang B.1 aufgelistet.

PCR der DNA-Linker

Die DNA-Linker wurden mit einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) hergestellt, bei
der 544bp (=185nm) der Lambda-Phagen-DNA vervielfiltigt wurden. Die sense-
Primer waren entweder mit drei Biotin-Molekiilen oder drei Digoxigenin-Molekiilen
funktionalisiert, um die DNA-Linker an mit Streptavidin bzw. Anti-Digoxigenin be-
schichtete Kugeln binden zu koénnen. Fiir die Hanteln wurden zwei verschiedene An-
bindungen verwendet, da homogen funktionalisierte Konstrukte mit beiden Enden an
eine Kugel binden kénnen. Um den 5-Uberhang am anderen Ende der DNA-Linker
zu erhalten, wurde ein antisense-Primer verwendet, der eine nicht-natiirliche Base (te-
trahydrofuran (1’,2’-Dideoxyribose)) enthielt [33]. Diese Base fiihrt zu einem vorzeiti-
gen Abfallen der DNA-Polymerase, so dass nicht der gesamte Primer vervollstandigt
wird.

Funktionalisierung des Proteins

Die Anbindung der Oligonukleotide an das Protein erfolgte spezifisch iiber Disul-
fidbriicken zwischen Cysteinen des Proteins und Thiol-Gruppen am 3’-Ende der ein-
zelstrangigen DNA [31]. Neben der Spezifizitat der Bindung ist vorteilhaft, dass viele
Proteine Mutationen von losungsmittelzugénglichen Aminoséuren zu Cysteinen tole-
rieren. So kann durch die Wahl der Cysteinpositionen im Protein auf einfache Weise
die Richtung des Kraftvektors festgelegt werden. Eine analoge Strategie zum geziel-
ten Festlegen der Kraftrichtung wurde bereits fiir die Proteinentfaltung mit dem AFM
gewéhlt [34]. Um eine Polymerisation des Proteins iiber die Cysteine zu verhindern,
wurden die Cysteine mit 2’,2’-Dithiodipyridin (DTDP) geschiitzt. Ein weiterer Vorteil
des DTDP besteht darin, dass die nachfolgende Reaktion mit den Thiol-Gruppen der
Oligonukleotide erleichtert wird [31]. Verzichtet man auf das DTDP, kann die die Poly-
merisation iiber Cysteine [35] dazu verwendet werden lange Proteinketten zu erhalten,
die auch mit der optischen Pinzette untersucht werden koénnen (vgl. Abbildung B.2).

Ein grofler Vorteil der Verwendung kurzer Oligonukleotide als Verbindungsstiicke
zwischen Protein und DNA-Linker ist eine relativ kurze Reaktionszeit fiir die Anbin-
dung (< 3d). Aulerdem lassen sich die funktionalisierten Proteine leicht iber Grofien-
ausschluss-Chromatographie von unfunktionalisiertem Protein und nicht reagierten
Oligonukleotiden abtrennen (siche Abbildung 2.8).

Beschichtung der Kugeln

Um die Dicke der Kugelbeschichtung und damit die Elastizitdt der Anbindung moglichst
gering zu halten, wurden Streptavidin oder F,,-Fragmente des Anti-Digoxigenin-An-
tikorpers direkt kovalent an amino-funktionalisierte Polystyrolkugeln gebunden. Glu-
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Abbildung 2.8:  Aufreinigung von Oligonukleotid-funktionalisiertem Calmodulin (CaM 38/118) iiber
Grafienausschluss-Chromatographie. Vergleich der Intensititen bei 280 nm sukkzes-
siver Liufe der Oligonukleotide (blau), Calmodulin-Monomere (hellgrin) und -
Dimere (dunkelgriin) sowie des Calmodulin-Oligonukleotid- Reaktionsansatzes (rot
(280nm) und gelb (343nm)). Man erkennt deutlich den Protein-Oligo-Peak sowie
den Peak des freigesetzten DTDP bei 343 nm, der bei erfolgreicher Reaktion auftritt.

taraldehyd diente bei der Reaktion als Crosslinker zwischen Amino-Gruppen der Ku-
geln und der Proteine. Zu dem Streptavidin wurde eine kleine Menge fluoreszierendes
Alexa-532 Streptavidin gemischt, um sie im Experiment iiber Fluoreszenz von den
Anti-Digoxigenin-Kugeln unterscheiden zu kénnen.

Zusammensetzen der Hanteln

Die DNA-Linker wurden durch eine einfache Hybridisierungsreaktion an die funktiona-
lisierten Proteine geheftet. Die Kugeln wurden erst wiahrend des Experiments zur Ver-
vollstdndigung der Kugel-DNA-Protein-Hanteln angehéingt (siehe den folgenden Ab-
schnitt 2.3.2).

2.3.2 Ablauf eines Experiments

Im Folgenden wird die Durchfithrung der Faltungsexperimente sowie die Art der Da-
ten, die mit der optischen Pinzette gewonnen werden konnen, kurz besprochen.

Die Probenpriparation
Die DNA-Protein Konstrukte wurden vor dem Experiment mit den Anti-Digoxigenin
Kugeln inkubiert. Anschliefend wurde die Losung zusammen mit den Streptavidin
Kugeln in die Probenkammer gespiilt.

Fiir die Probenkammern wurden Deckglidschen mit zwei Streifen Nescofilm® bei
75° C auf einem Objekttrager befestigt. Dies verbesserte die Stabilitdt im Vergleich
zu Kammern mit Vakuumfett [19]. Durch die entstehende Kammer wurde zunéchst
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BSA-Losung (Puffer und 10 mg/ml BSA) und anschlieBend die Pufferlésung mit den
Hanteln gespiilt.

Das Messprotokoll

Der Verlauf eines typischen Experiments ist in Abbildung 2.9 skizziert, die die Position
der Kugel im AOD-Strahlengang als Funktion der Zeit wiedergibt. Zu Beginn werden
zwei unterschiedlich beschichtete Kugeln mit konstanter Geschwindigkeit (500 nm/s) in
Kontakt gebracht. Das erméglichte zum einen das Binden des DNA-Protein Konstrukts
an die Streptavidin Kugeln. Zum anderen wurde die Anndherungskurve verwendet, um
den Crosstalk aufgrund der Nédhe der beiden Laserpotentiale zu korrigieren (siehe Ab-
schnitt 2.3.3 und Abbildung 2.10). AnschlieBend wurde der Kugelabstand zyklisch mit
unterschiedlichen konstanten Geschwindigkeiten vergrofiert und verkleinert um Kraft-
Abstands-Kurven aufzunehmen bzw. konstant gehalten und stufenférmig vergrofiert
um Kraft-Zeit-Aufnahmen zu erhalten. Die Umrechnung wird in Abschnitt 2.3.3 kurz
besprochen.

Annahern der Kugeln Kraft-Abstands Kurven Kraft-Zeit Aufnahmen
E)
S
© -
j
<
17 -
o
]
j o —_—
2
F -

Zeit (a.u.)

Abbildung 2.9:  Typischer Verlauf eines Faltungsexperiments. Gezeigt ist die Position des AOD-
Strahlengangs als Funktion der Zeit. Das Experiment ist in drei Phasen unterteilt.
Links: Anndherung der Kugeln zum Zusammenbau der Kugel-DNA-Protein Han-
teln und zum Aufnehmen der Crosstalk-Effekte. Mitte: Verfahren der Kugel mit
verschiedenen konstanten Geschwindigkeiten zur Aufnahme von Kraft-Abstands-
Kurven. Rechts: sukkzessive verdinderter Fallenabstand fiir Kraft-Zeit- Aufnahmen.

Im Anschluss an das Experiment wurden die Fallenfederhirten kg, und k,,opi der beiden
Kugeln mit dem in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen Verfahren kalibriert. Die Kalibration
erfolgte bei groem Kugelabstand (12 pm), um Storeffekte durch eine hydrodynamische
Kopplung zwischen den Kugeln zu vermeiden. Die Federhérte der mobilen Falle wurde
mit einem Faktor korrigiert, der die geringere Laserintensitit des AOD-Strahlengangs
bei grofler Auslenkung beriicksichtigte. Die Federhérte wurde in allen Experimenten
fiir beide Fallen gleich eingestellt.
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Abbildung 2.10:  Crosstalk-Effekte der optischen Pinzette. (A) Crosstalk aufgrund von Depolarisa-
tion des Fallenlasers an optischen Elementen und der Kugeln. Fit an das Signal
im L Detektor (gestichelte Linie), wenn eine Kugel linear durch den || Laser-
strahl bewegt wird (kontinuierliche Line, Fit). (B) Crosstalk aufgrund der Nihe
des zweiten Fallenpotentials. Signal einer Kugel als Funktion des Kugelabstands.

2.3.3 Auswertung der Daten

In diesem Abschnitt wird kurz auf die Korrektur der Crosstalk-Effekte sowie die Aus-
wertung der Kraftspektroskopie-Experimente eingegangen.

Korrektur von Crosstalk-Effekten

Durch die Verwendung von zwei Fallenpotentialen fiir die Kraftspektroskopie-Experi-
mente traten zwei verschiedene Crosstalk-Effekte auf, die vor der Auswertung eines
Experiments korrigiert wurden.

Crosstalk aufgrund von Depolarisation  Ein Laserstrahl mit definierter Polarisati-
onsrichtung kann durch Beugung oder Streuung an nicht ideal glatten optische Ele-
menten depolarisiert werden. Dies fithrt bei der Detektion der Kugelauslenkung zu
einem Ubersprechen des Kugelsignals auf den Detektor der dazu senkrechten Polari-
sationsrichtung. Dieser Effekt wurde quantifiziert, indem eine Kugel linear durch das
Fallenpotentials eines Lasers gefahren und das Signal auf beiden Detektoren gemessen
wurde (siche Abbildung 2.10A). Das Ubersprechen verhielt sich im Bereich der in den
Experimenten verwendeten Kugelauslenkungen von + 200 nm linear und betrug ca. 2%
des Ursprungssignals fiir beide Polarisationsrichtungen.

Aufgrund des linearen Verhaltens kann dieser Effekt leicht aus den Detektorsignalen
herausgerechnet werden: Seien S; die gemessenen Signale, A; die tatséichlichen Signale
und C; die Crosstalk-Signale mit ¢+ = 0,1 den beiden senkrechten Polarisationsrichtun-
gen. fo = Cy/A; bzw. f; = C1/Ap bezeichnen den Prozentsatz des Crosstalk-Signals.
Aus Sy = Ag+ Cy = Ag+ foA; erhdlt man Ay = Sy — fyA; und eine analoge Gleichung
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fiir ¢ = 1. Damit ergibt sich Ay = Sy — foS1 + fof1 Ao und schlieflich
So — foS1 S1— f150
1—fofi 1—fofi

Da Sy und S; gemessen werden und fy und f; bekannt sind (0.02), kann mit Gleichung
2.12 das tatsichliche Signal der Kugelauslenkung berechnet werden.

AO = und Al = (212)

Crosstalk aufgrund des zweiten Fallenpotentials — Die endliche Ausdehnung der Fallen-
laser im Fokus fiihrt zu einem Crosstalk-Effekt, wenn der relative Abstand zwischen den
Fallenpotentialen klein ist. Ein Beispiel fiir die Verdnderung des Signals bei Annéhe-
rung einer zweiten Kugel ist in Abbildung 2.10B gezeigt. Bei einem relativen Abstand
der Kugeln < 700nm steigt das Detektorsignal auf ca. 10nm an. Dieser Effekt wurde
korrigiert, indem vor jedem Experiment das Annéherungssignal fiir beide Kugeln aufge-
nommen wurde (vgl Abschnitt 2.3.2). Nach dem Berechnen der tatséchlichen Signale
A;(z) (siehe vorheriger Abschnitt) wurde ein Polynom 9ten Grades an die Annihe-
rungssignale als Funktion des Fallenabstandes z angepasst. Diese Korrekturpolynome
Piorr(2) wurde anschlieflend von den Auslenkungssignalen beider Kugeln subtrahiert.
Die Korrektur beriicksichtigt nicht, dass sich auch die Federhérten der Fallen bei
Anniherung des zweiten Fallenpotentials éndern. Bis zu ca. 150 nm ist die Anderung
der Federhirte < 10% im Vergleich zu einer Bestimmung im Abstand von 4 ym. Bei
< 150 nm nimmt die Federhérte schnell ab. Da in den Experimenten dieser Arbeit der
Abstand der Fallenpotentiale bei Entfaltung der Proteine ca. 600 nm betrug, war dieser
Fehler klein.

Umrechnung der Auslenkungssignale
Fiir die Auswertung der Experimente wurde durchgehend das Differenzsignal der bei-
den Kugeln betrachtet. Dies hat den Vorteil, dass das Signal einer gegenphasigen Ab-
standsénderung (z.B. Falten des Proteins) verstiarkt wird, wogegen eine gleichphasige
Anderung des Signals (z.B. thermisches Rauschen oder Drift) vermindert wird. Auf
diese Weise wird trotz der grofleren Anzahl an Freiheitsgraden der zwei Kugeln eine
Verbesserung des Signal-zu-Rausch Verhéltnisses erreicht [30].

Die Auslenkungssignale der Kugeln Ag,(z,t) und Apopi(z,t) als Funktion des Ku-
gelabstands z(t) konnen wie folgt in Kraft-Zeit Signale F(¢) umgerechnet werden:

F(t) = (kaxAsix(2,t) = kmobit Amobil (2, 1)) /2. (2.13)

kgx und Epyopin bezeichnen die beiden Federhérten. Der Abstand x(t) zwischen den
Kugeloberflichen bei Kraft-Abstands-Kurven ist durch

z(t) = 2(t) — (Asx(2,t) — Amobit(2, 1)) — 2R (2.14)

gegeben (R: Kugelradius).
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Bestimmung von Verweildauern in Kraft-Zeit-Aufnahmen
Abbildung 2.11 zeigt einen Ausschnitt aus einer Kraft-Zeit Aufnahme eines Proteins.
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Abbildung 2.11:  Kraft-Zeit-Aufnahme eines Proteins, das zwischen zwei Zustinden fluktuiert. Die
grinen und roten Kreuze geben Beginn und Ende der Verweildauer T im oberen
Zustand an.

Das Protein fluktuiert zwischen zwei Zustdnden. Die Verweildauer 7 in einem Zustand
wurde bestimmt, indem der Abstandsdurchschnitt eines 0,5 ms Zeitfensters mit einem
Schwellenwert verglichen wurde (hier bei 82,5 nm; griine Kreuze geben den Beginn, rote
Kreuze das Ende des oberen Zustands an).
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Kapitel 3

Biomolekiile unter Kraft

3.1 Polymerelastizitit

Polymere sind lange, aus vielen gleichen Untereinheiten (Monomeren) aufgebaute ket-
tenartige Molekiile. Streckt man Polymere mechanisch, weisen sie ein elastisches Ver-
halten auf. Die zum Strecken notige Arbeit setzt sich prinzipiell aus zwei Energiebei-
triigen zusammen: enthalpische Beitrige aufgrund der Anderung der inneren Energie
zum Beispiel beim Dehnen von Bindungen und Strecken von Bindungswinkeln sowie
entropische Beitrdge aufgrund abnehmender Entropie, da die Anzahl an moglichen
Konformationen, die das Polymer einnehmen kann, beim Strecken abnimmt.

Ein einfaches Modell, das nur entropische Beitrage beriicksichtigt, ist das Freely-
Jointed-Chain-Modell [36]. Das Polymer wird als Kette starrer Untereinheiten angené-
hert, die iiber frei bewegliche Gelenke miteinander verbunden sind. Das elastische Ver-
halten ergibt sich aus der statistischen Verteilung der Untereinheiten. Ein anderes Mo-
dell, das von Kratky und Porod eingefiithrte Worm-Like-Chain-Modell (WLC-Modell)
[37], beschreibt das Polymer mit Konturlénge L als eine kontinuierliche Raumkurve und
enthélt auch enthalpische Beitrige. Die Korrelation der lokalen Kriimmung des Poly-
mers fillt exponentiell mit der Persistenzlinge P ab. Der Zusammenhang zwischen
Kraft und End-zu-End-Abstand ergibt sich wiederum aus statistischen Uberlegungen
(eine Herleitung ist z.B. in [38] zu finden).

Das WLC-Modell eignet sich gut zur Beschreibung des Kraft-Ausdehnungsverhal-
tens von Proteinen. In dieser Arbeit wurde eine von Marko und Siggia entwickelte
Interpolationsformel des WLC-Modells verwendet [39, 40]:

k’BT 1 1 T
Fwie(r) = =5 (4(1 —JLf 1 Z) (3.1)

mit der Boltzmannkonstante kp und Temperatur T'. Diese ndhert sich fiir kleine und
grofle Krifte dem exakten Modell an und weicht bei Ausdehnungen von /L ~ 0.5 um
maximal 10% ab.
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Abbildung 3.1:  Kraft-Ausdehnungs-Kurve von DNA. Gezeigt ist ein Streckungs- (schwarz) und Re-
laxationszyklus (blau). Ab ca. 65pN erfolgt der BS-Ubergang. Die rote Linie ist eine
e WLC-Kurve nach Gleichung 3.2, die an die schwarze Kurve angepasst wurde. In-
set: Differenz zwischen gemessener und theoretischer Kurve.

Bei der Beschreibung von DNA kann eine Dehnung des Molekiils ab Kréften iiber
5 pN nicht mehr vernachlassigt werden. Um dies zu beriicksichtigen erweiterten Wang
et al. das WLC-Modell um den elastischen Term F/K mit dem Elatizitdtsmodul K
zum eWLC-Modell [10]:

kT 1 1 =z F
Favre(z) = —5 (4(1—x/L+F/K)2_Z+E_E)' (3.2)

Abbildung 3.1 zeigt die Kraft-Ausdehnungs-Kurve einer DNA mit 406 nm Konturléinge,
an die das eWLC-Modell angepasst wurde. Die gemessene Kurve folgt der theoretischen
Beschreibung sehr gut bis zu einer Kraft von ca. 40 pN [10]. Fiir die Persistenzldnge
ergibt sich ein Wert von 5,5nm. Die Persistenzldnge von pm-langer DNA liegt bei ca.
50 nm [40, 10]. Der kleinere Wert ist aber konsistent mit anderen Messungen an kurzer
DNA [41, 42] und 148t sich teilweise auf den Einfluss der beiden Kugeln, zwischen die
die DNA eingespannt ist, zuriickfiithren [42].

Die Kraft-Ausdehnungs-Kurven der in dieser Arbeit untersuchten Kugel-DNA-Pro-
tein-Konstrukte lassen sich mit einer seriellen Kombination aus dem elastischen eWLC-
Modell fiir DNA und dem einfachen WLC-Modell fiir das Protein beschreiben. Die
Auslenkung in Abhéngigkeit von der Kraft ist geben durch

Zpumbbett (F) = Tewro(F) + zwre(F). (3.3)

Bei einem Experiment wurde zunéchst das einfache eWLC-Modell der DNA an den
Bereich der Kraft-Ausdehnungs-Kurve vor einer Proteinentfaltung angepasst, um die
DNA-Parameter zu bestimmen. Anschlieend wurde bei festgehaltenen DNA-Parametern
mit dem seriellen Modell der Konturldngenzuwachs des Proteins bestimmt.
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3.2 Energetik der Proteinfaltung in der optischen
Pinzette

Abbildung 3.2 zeigt ein Schema der Kugel-DNA-Protein-DNA-Kugel-Hanteln. In den
folgenden Berechnungen wurde das System durch das dquivalente System Kugel-DNA-
Protein ersetzt. Fiir dhnliche Federhérten der beiden Fallen ist die effektive Federhérte
der Falle dann das Mittel der beiden einzelnen Federhérten, die effektive Kugelauslen-
kung ist die Differenz der beiden Kugelauslenkungen und die Konturliange der DNA ist
verdoppelt. Wenn die absolute Position der Fallen nicht verdndert wird, ist die Kraft bei
einer Konformationséinderung des Proteins nicht konstant. Jede Langendnderung des
Proteins bedeutet eine Anderung der Kraft. Dies wurde in den folgenden Berechnungen
berticksichtigt. Die Energie G;(F}), die bei Kraft F; in einer Kugel-DNA-Protein-Hantel

I(Kugel,l I(DNA(Fi) kKugel,z Kugel kDNA(Fi)
; R

k
iMM—;—V\/\/\/‘,—\m/—M\/\/\/‘—;%N\r{E I}—\/W/\——\/V\NL\QID{
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Abbildung 3.2:  Schema der Kugel-DNA-Protein-DNA-Kugel-Hantel. Um die Berechnungen zu ver-
einfachen, wurde das System durch das dquivalente System Kugel-DNA-Protein er-
setzt.

gespeichert ist, ist durch die Hooksche Energie der Kugelauslenkung, die entropischen
und enthalpischen Beitrige der Ausdehnung von dsDNA-Linkern und entfaltetem Pro-
tein sowie durch die freie Energie G%, des Proteins im Zustand i gegeben:

Gz(E) = G(I):’z + GKugel(E) + GDNA(E) + GProtein(E)' (34)

Hier wurden die freien Energien von DNA und Kugel im kraftfreien Fall auf null nor-
miert. Die einzelnen Beitrage sind durch

1

GKugel(E) = §xz(F’Z)F117 (35)
di(Fy)

Gpna(F;) = / Fewre(d) dd, (3.6)
0
pi(F;)

GProtein<-Fi> — / FWLC(p)dp (37>
0

gegeben. Dabei bezeichnet z;(F;) die effektive Kugelauslenkung, d;(F;) die Ausdehnung
der DNA und p;(F;) die Ausdehnung des entfalteten Proteins. Unterschiede der Energie
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bei den Kréften F; und F; berechnen sich nach

AGy(F, Fy) = Gy(Fy) — Gi(F). (3.8)

3.2.1 Kraftabhingige Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
Die Energie AG,;(F;, F;) ist tiber eine Boltzmann-Verteilung mit der Aufenthaltswahr-

scheinlichkeit des Systems, gemessen iiber die Position z der Kugeln, verbunden:
by(z;, Fy)

Mit Hilfe dieser Gleichung kénnen Unterschiede in der freien Energie zwischen ver-

schiedenen Zustdnden ¢ und j des Proteins berechnet werden:

by(x;, Fj)

= exp(—AG,;(F;, F;)/kgT) (3.9)

AG?] = _kBT'ln ( ) _AGKugel(Ea F}) _AGDNA<Ea F})_AGProtein(Ea F})

(3.10)

Um die Wahrscheinlichkeit P;(x;, F;) zu bestimmen, das System im Zustand ¢ zu finden,

wurde eine Summe aus n Gaussfunktionen an die Aufenthaltsverteilungen der Kugeln

angepasst. n gibt die Anzahl der aufgelosten Zusténde an. P;(x;, F;) ist dann die Fldche
unter der einfachen Gausskurve, die zu Zustand ¢ gehort.

Fiir ein Dreizustandssystem mit den Zustédnden ¢, j und k fithrt das Auflésen von

Gleichung 3.10 nach P;(F;),zusammen mit den Gleichungen 3.8 und 3.4, auf die Formel

1
14 exp(—AGy; (£, Fy) /kpT) + exp(—=AGu(Fy, Fy,) /[kpT)’

die mit F; = Fj(xaop) die Wahrscheinlichkeit des Zustands ¢ in Abhéngigkeit von der
Distanz x4op zwischen den Fallenzentren angibt.

Pi(F) (3.11)

3.2.2 Das Fluktuationstheorem von Crooks

Die Gleichgewichtsenergie AGY der Faltung eines Proteins kann aus Kraft-Abstands-
Kurven im Nichtgleichgewicht mit Hilfe des Fluktuationstheorems von Crooks berech-
net werden [43]:

Woff

Won
Der Schnittpunkt der Verteilungen W, der Entfaltungsarbeit und W, der Faltungs-
arbeit des Molekiils bestimmt AGP. Die Arbeit der Faltung/Entfaltung eines Proteins
ist durch die Fliache unter der Kraft-Kurve als Funktion des Abstands zwischen den
Fallen abziiglich der Fliche unter der WLC-Kurve des entfalteten Zustands gegeben.
Um Unsicherheiten der Federhirtenkalibrierung zu beriicksichtigen, wurden die Ver-
teilungen der Arbeit jedes Molekiils um die Differenz zwischen ihrem Mittelwert und
dem Mittelwert aller Verteilungen korrigiert.

= exp((W — AG®) /kpT) (3.12)
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3.3 Kinetik von Konformationsiibergingen

Im Folgenden werden Uberginge zwischen zwei Zustianden i und j betrachtet, die eine
Differenz der freien Energie AG;;( aufweisen und iiber eine Aktivierungsbarriere mit
Energie AG;ro bzw. AG, 7 getrennt sind (siehe Abbildung 3.3) [44, 19]. Nach Arrhe-
nius [45] befinden sich die Zustédnde i und j im thermischen Gleichgewicht mit dem
Ubergangszustand T'. Der Ubergangszustand zerfillt mit der gleichen Ratenkonstante
k4, dem pré-exponentiellen Faktor, in ¢ und j. Fiir die Ratenkostanten k;;o und £j;
gilt im kraftfreien Fall:

AGiry AGJ'TO
P — : ) L= — ). 1
kijo = kaexp ( T ) bzw. kjo = kaexp ( T (3.13)

Die Ubergangsraten sind nach dieser Gleichung von der Hohe der Ubergangsbarriere
sowie dem préa-exponentiellen Faktor abhéngig. Beide Variablen sind gekoppelt und
lassen sich experimentell nur schwer getrennt voneinander bestimmen.

Freie Energie

Entfaltete Konturlange

Abbildung 3.3:  Skizze der Energielandschaft eines Systems mit zwei Zustdnden i und j, die tber
einen Ubergangszustand T' getrennt sind. w; r/; bezeichnen charakteristische Fre-
quenzen im Bereich der Extrema (vgl. Abschnitt 3.3.2).

3.3.1 Ratenkonstanten unter Kraft

Das Modell von Bell

Das Anlegen einer konstanten dufleren Kraft verdndert die kraftfreien Ratenkonstan-
ten zwischen den Systemzustdnden ¢ und j, da entlang des Kraftvektors, der eine
Reaktionskoordiante definiert, Arbeit am System verrichtet und damit die Potential-
form verdndert wird. Bell veroffentlichte 1978 fiir das Trennen von Rezeptor-Ligand-
Systemen ein einfaches Modell, bei dem er annahm, dass sich die am System geleistete
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Arbeit linear mit der Kraft und dem Abstand Az zwischen Zustand ¢ und Ubergangs-
zustand 7" andert [46]. Zusétzlich wird angenommen, dass sich Az;r unter dem Einfluss
der duleren Kraft nicht &ndert. Die kraftfreie Ratenkonstante k;; aus Gleichung 3.13
berechnet sich in diesem Modell zu:

AG; FAx; FAx:
Kijo N kij(F) = kaexp <— G’T,(}€+T sz) = kyjo€xp (— k ?T> . (3.14)
B B

Bei realen Potentialformen, zum Beispiel der Energielandschaft eines globulédren
Proteins, ist die Annahme eines kraftunabhéngigen Az nur eingeschrénkt giiltig (vgl.
Abbildung 3.4A). Dennoch eignet sich das Bell-Modell zur Beschreibung der kraftab-
héngigen Entfaltungsrate eines globulédren Proteins. Bei Ratenkonstanten der Protein-
faltung ist die Bell-Naherung nicht mehr ausreichend. Ein realistischeres Modell wird
im néchsten Abschnitt vorgestellt.

A

@

Freie Energie

Ratenkonstante (log)

Ausdehnung Kraft

Abbildung 3.4: (A) Energielandschaft eines globuldren Proteins unter Kraft mit Fy < Fy < F3. Die
Pfeile veranschaulichen die Anderungen von Az;p und Az mit der angelegten
Kraft. (B) Qualitativer Vergleich zwischen den Verldufen der Ratenkonstanten der
Faltung (gestrichelte Linien) und Entfaltung (durchgezogene Linien) nach dem Bell-
Modell (rot) und dem SB-Modell (blaw).

Ist die &uBlere Kraft F' nicht konstant, sondern eine Funktion der Zeit, F'(t), werden
auch die Ubergangsraten zeitabhiingig. Fiir die Wahrscheinlichkeit P;;(t), nach einer
Zeit t einen Ubergang vollzogen zu haben, gilt dann dP;;(t) = k;;(t)dt - P;. P ist die
Wahrscheinlichkeit, dass sich das System in Zustand i befindet. Nach Integration und
Variablentransformation ¢ — F' findet man mit der Bell-Ndherung:

F F,ALEZ'T 1 ,
PLJ(F) =1—exp <_k?ij,0/0 exp <— T ) FdF) , (3.15)

mit der Kraft-Ladungsrate [ [47, 48]. Wird ein System mit nichtlinearer Elastizitét
mit konstanter Geschwindigkeit gestreckt, ist die Kraft-Ladungsrate F' nicht konstant.
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Ein Modell fiir die Proteinfaltung unter Kraft
Wird ein Protein mit dem AFM oder einer optischen Pinzette untersucht, muss beriick-
sichtigt werden, dass die Proteinkontraktion zu einer Auslenkung von Blattfeder bzw.
Kugeln und einer Dehnung von zusitzlichen Linkern im System fiihrt. Fiir diese Ande-
rungen am System muss Arbeit geleistet werden, die zu einer zusétzlichen Energie-
barriere fiir das faltende Protein fiihrt. Anstelle des Enegietherms FAx;7 des Bell-
Modells (Gleichung 3.14) tritt fiir Proteinfaltung der nichtlineare Therm
AG]‘T(F’]‘, FT)) = AGKugel(-Fja FT) —AGDNA(F}, FT) _AGProtein(-Fja FT), der die Ener-
giebeitrage 3.5 bis 3.7 enthélt. Fiir die Faltungsrate gilt in diesem Modell (SB-Mo-
dell) [49]:

kjio —— kji(F) = kjigexp (—M) . (3.16)

kgT

F; und Fr bezeichnen die Krifte, die in den Zustédnden j und 7" auf das Protein wirken.
Die Langenidnderung Azjr des entfalteten Proteins entlang der Reaktionskoordinate,
die bei einer Konformationsianderung des Proteins vom Zustand j in den Ubergangs-
zustand T auftritt, definiert die Position der Ubergangsbarriere. In Abbildung 3.4B
werden die Verldufe der Ratenkonstanten fiir Faltung und Entfaltung als Funktionen
der Kraft nach dem Bell- und dem SB-Modell qualitativ verglichen. Wahrend bei lo-
garithmischer Darstellung die Ratenkonstanten im Bell-Modell einer Geraden folgen,
verlaufen sie im SB-Modell gekriimmt.

Fiir die in dieser Arbeit untersuchten Coiled-Coils wird sowohl bei Faltung als auch
bei Entfaltung eine Konformationséinderung direkt in eine Anderung der Linge des
entfalteten Proteinanteils umgesetzt. Gleichung 3.16 eignet sich daher auch gut zur
Beschreibung der Entfaltung von Coiled-Coils.

3.3.2 Die Rekonfigurationszeit von Proteinen

Kramers entwickelte 1940 ein Modell, mit dem die Ubergangsraten eines Proteins di-
rekt hergeleitet werden konnen [50]. Der Ubergang erfolgt, sobald das Protein durch
Diffusion den Ubergangszustand T bei z7 erreicht hat (vgl. Abbildung 3.3). Die Zeit
tir = ty, die es fiir die Diffusion braucht (first-passage-time), ist abhéngig von der Form
des Potentials G(x) sowie dem Reibungskoeffizienten ~; [44]:

: xT G xT G / ,
tir =t; = k;ZT / exp (—%) / exp (%) dx' dx. (3.17)

Die Ratenkonstante k;; ist das Inverse der first-passage-time

1
ty
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Néhert man die Energielandschaft des Proteins durch harmonische Potentiale
Gi(z) =12 m w?(z — x;)* und Gr(x) = AGir—1/2 m w2 (x — x7)?, wobei w = \/k/m
die Schwingungsfrequenz des harmonischen Oszillators ist (m: Masse des schwingenden
Systems), und nimmt eine hohe Energiebarriere AG;r > kpT sowie starke Dampfung
an, vereinfacht sich Gleichung 3.17 zu [50, 51]

277, AG; 2mw; AG;
ty = i exp( GlT): TiTo exp( GlT), (3.19)

Wiwrm kgT wr kT

mit der Rekonfigurationszeit 7y = ~;/k; des Proteins. Fiir Faltung und Entfaltung
gelten analoge Gleichungen, wobei der Vorfaktor fiir beide Richtungen unterschiedlich
sein kann, abhéngig von w; und w;.

Im einfachsten Fall sind die Frequenzen in Zustand ¢ und T gleich, w; ~ wy. Glei-
chung 3.19 wird dann zu

AG”) . (3.20)

kgT
In diesem Fall geht Gleichung 3.18 fiir die Ratenkonstante k;;o in die Arrhenius-
Gleichung 3.13 iiber, mit dem pré-exponentiellen Faktor k4 = 1/(277).

ty = 2179 exp (

3.4 Direkte Messung von Energielandschaften

Wenn ein Protein unter Kraft thermische Ubergéinge zwischen verschiedenen Zustéinden
vollzieht, durchlauft es alle entlang der Reaktionskoordinate liegenden Konformatio-
nen, auch die hochenergetischen Konformationen der Ubergangszustinde. Die Wahi-
scheinlichkeit Ppyoein (), dass das Protein eine Position z auf der Reaktionskoordiante
einnimmt, ist iiber eine Boltzmannverteilung mit seiner Energielandschaft G potein ()
verkniipft:

Pprogein(t) = A - exp (—G(x)) +C (3.21)
kgT

(A und C sind Normierungskonstanten). Prinzipiell ist daher in der Verteilung der Auf-

enthaltswahrscheinlichkeit Pp,otein(7) (Aufenthaltsverteilung) des Proteins die vollstéandi-

ge Information iiber die zugrundeliegende Energielandschaft enthalten.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Aufenthaltsverteilung Pp;ogein () des zwischen
zwei Kugeln eingespannten Proteins (vgl. Abschnitt 2.3.1) indirekt iiber die Aufent-
haltsverteilung der Kugeln P, 4ei(7) gemessen werden. Die thermischen Fluktuationen
der Proteiniibergénge werden in diesem Fall von den thermischen Fluktuationen der
Kugeln und DNA-Linker iiberlagert. Im Folgenden wird eine Methode vorgestellt, mit
der aus der experimentell zugénglichen Aufenthaltsverteilung P, q4ei(2) die Verteilung
Pprotein(x) des Proteins und damit seine vollstindige Energielandschaft rekonstruiert
werden kann.



3.4: Direkte Messung von Energielandschaften 29

3.4.1 Dekonvolution von System- und Proteinfluktuationen

Allgemein kann die Uberlagerung der Proteinfluktuationen mit den Fluktuationen der
Kugeln und DNA-Linker als Konvolution der Aufenthaltsverteilung Ppyogein () mit
einer Punktbildfunktion PSF(z) beschrieben werden:

PKUQEl(‘T) = PSF(QT) & PPTotein(x)v (322)
wobel ® das Faltungsintegral
PKUQCZ(‘T) = / PSF(*/E - x/)PProtein(x/)dx, (323)

bezeichnet. In die ndherungsweise gaussférmige Punktbildfunktion PSF(x) gehen ther-
mische Fluktuationen der Kugeln, DNA-Linker und des entfalteten Polypeptids ein.
Prinzipiell erhélt man die Aufenthaltsverteilung Pp,oein () bei bekannter PSF'(z) aus
der Verteilung P4 () mit Hilfe einer Dekonvolution [4].

Die Aufenthaltsverteilung P ygei(2) wurde in dieser Arbeit bei konstanter Distanz
zwischen den Fallenzentren aufgenommen. Dies hat zur Folge, dass sich die wirken-
de Kraft bei einer Langenidnderung des Proteins dndert. Aufgrund der nichtlinearen
Elastizitdt der DNA-Linker (vgl. Gleichung 3.2), fithrt ein Sinken der Kraft zu einer
Verbreiterung der Aufenthaltsverteilung P, ge (). Dartiber hinaus vergroiern sich bei
Entfalten des Proteins die thermischen Fluktuationen der entfalteten Polypeptidkette.
Um diese Effekte zu beriicksichtigen, wurde anstelle der frither verwendeten konstanten
PSF(z) [4] eine kontinuierliche ortsabhéngige Punktbildfunktion PSF*(z) eingefiihrt,
deren Breite von der Kugelposition a abhing. An der Position a = xx des vollstandig
gefalteten Proteins wurde die Breite der Punktbildfunktion von der Aufenthaltsver-
teilung einer Kugel-DNA-Hantel ohne eingeschlossenes Protein abgeleitet (Abbildung
3.5). An der Position a = zy des vollstandig entfalteten Proteins wurde die Breite
direkt an die Breite der gemessenen Verteilung Prge(7) angepasst, um die zusétz-
lichen thermischen Fluktuationen der entfalteten Polypeptidkette zu beriicksichtigen.
Die Breite der PSF's an jedem Punkt zwischen diesen Grenzen wurde durch lineare
Interpolation berechnet.

Fiir die Dekonvolution wurde ein iterativer Ansatz gewéhlt [52]. Ausgangsverteilung
PO(x) war die gemessene Verteilung Pcygei(). Die (n+1)te Iteration ist gegeben durch

P (z) = PM(z) +r (P™(2)) - [PO(z) — PSF(z) @ P™ ()] (3.24)
mit der Relaxationsfunktion
r (PM(z)) =7y (1—2|P"(z)] —1/2), (3.25)

die das Ergebnis auf physikalische Werte 0 < P (z) < 1 begrenzt, und der Amplitude
o, die die Konvergenzgeschwindigkeit bestimmt. In dieser Arbeit wurde durchgehend
die Amplitude ry = 1 verwendet.
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Abbildung 3.5:

Abbildung 3.6:
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Veranschaulichung der ortsabhingigen Punktbildfunktion PSF®(x). Die gauss-
formigen PSF's (rot und grin als Beispiele) wurden linear zwischen den beiden
Grenzfillen des gefalteten Proteins an Position a = xy (grau, Breite einer Kugel-
DNA-Hantel ohne Protein) und des entfalteten Proteins an Position a = xy (blau,
Breite der gemessenen Verteilung) interpoliert. Die schwarze Verteilung ist die zu
entfaltende gemessene Aufenthaltsverteilung der Kugeln (siehe Kapitel /).
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Ergebnis der Dekonvolution einer bekannten Verteilung (schwarz, kontinuierlich)
mit konstanter PSF(x) (blau) und mit kontinuierlicher PSF®(x) (rot) mit orts-
abhdingiger Breite. Die bekannte Verteilung wurde zuvor mit der kontinuierlichen
Verteilung gefaltet (schwarz gestrichelt), um ein Experiment bei konstanten Fallen-
positionen zu simulieren.

Bei der Dekonvolution erwies sich die neue ortsabhéngige Punktbildfunktion PSF(z)
als notwendig, um Konvergenz zu erreichen. In Abbildung 3.6 ist das Ergebnis einer
Simulation zum Vergleich der konstanten und der ortsabhéngigen Punktbildfunktion
gezeigt. Zunéchst wurde eine bekannte Energielandschaft mit Gleichung 4.1 in eine
Aufenthaltsverteilung umgerechnet und mit einer ortsabhédngigen Punktbildfunktion
PSF*(z) gefaltet, um ein Experiment bei konstanten Fallenpositionen zu simulieren.
Anschlieend wurde die Aufenthaltsverteilung sowohl mit einer konstanten PSF(z) als
auch mit der kontinuierlichen PSF®(z) entfaltet und die resultierenden Verteilungen
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iiber Gleichung 4.1 zuriickgerechnet. Die Dekonvolution mit der ortsabhéngigen Punkt-
bildfunktion reproduziert die urspriingliche Energielandschaft. Dies ist bei Verwendung
der konstanten Punktbildfunktion nicht der Fall.

Die Kugeln, zwischen denen das Protein eingespannt ist, folgen nicht instantan
der Proteinbewegung, sondern diffundieren geméfl der Langevin-Dynamik (Gleichung
2.1.2). Sie halten sich daher eine gewisse Zeit zwischen den von den Proteinzusténden
vorgegebenen Ruhelagen auf. Damit tragen sie zu einer Erhohung der gemessenen
Aufenthaltswahrscheinlichkeit zwischen den Ruhelagen bei. Dies wirkt sich in einer
scheinbar niedrigeren Barrierenhéhe aus. Anders als die thermischen Fluktuationen
der Kugeln um die Ruhelagen sind diese Beitrdage nicht in der Punktbildfunktion ent-
halten und koénnen daher nicht iiber die Dekonvolution aus der Aufenthaltsverteilung
des Proteins herausgerechnet werden. In Anhang B.4 wird der Beitrag der Kugeln zur
Energielandschaft durch Simulationen der Langevin-Dynamik der Kugel-DNA-Protein-
Hanteln abgeschétzt.

Fiir eine moglichst genaue Messung der Energielandschaft des Proteins ist es wiin-
schenswert, die thermischen Fluktuationen der Kugeln und DNA-Linker zu minimieren.
Dies kann erreicht werden, indem man das Differenzsignal der beiden Kugeln analysiert.
Das Differenzsignal hat die Eigenschaft, dass gegenphasige Bewegungen der Kugeln,
zum Beispiel bei Falten/Entfalten des Proteins, verstirkt werden, gleichphasige Bewe-
gungen dagegen nicht [30]. Eine korrelierte Bewegung der Kugeln kann verstirkt wer-
den, indem man die Verbindung zwischen ihnen versteift. Im Idealfall einer vollstéindig
starren Verbindung ist das Differenzsignal der Kugeln rauschfrei. In Anhang B.5 wird
der Effekt unterschiedlich steifer Linker zwischen den Kugeln auf die Rauschamplitude
des Differenzsignals anhand von Langevin-Dynamik-Simulationen untersucht. Dariiber
hinaus werden erste Experimente zur Verminderung der Rauschamplitude mit kurzen
dsDNA-Linkern und steifen DNA-Nanostrukturen vorgestellt.

Transformation von Energielandschaften

Eine Energielandschaft bei einer Vorspannung F, kann in die Energielandschaft bei
der Vorspannung Fj, umgerechnet werden, indem an jeder Position = die Differenz der
Energiebeitrige der Kugeln, DNA-Linker und des entfalteten Proteins geméfl Gleichung
3.8 addiert werden. Die Integrationsgrenzen der Gleichungen 3.5-3.7 hdngen von der
momentanen Lange an Position = des entfalteten Proteins ab.
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Kapitel 4

Die vollstiandige ortsaufgeloste
Faltungslandschaft eines Proteins

In diesem Kapitel werden Experimente zur Bestimmung der vollstédndigen ortsauf-
gelosten Energielandschaft eines einzelnen Proteins mit Hilfe einer zweistrahligen opti-
schen Pinzette vorgestellt. Uber Dekonvolutions-Kraftspektroskopie!, kann dem Bewe-
gungsverlauf eines einzelnen Molekiils des GCN4 Leucin Zippers mit hoher zeitlicher
und raumlicher Auflosung gefolgt werden. Die vorgestellte Methode ldsst sich leicht
auf andere Molekiile iibertragen und erméglicht einen modellfreien Zugang zur Ener-
gielandschaft von Proteinen.

4.1 Der Transkriptionsfaktor GCN4

Der Transkriptionsfaktor GCN4 wird aktiviert, wenn sich Hefe-Zellen (Saccharomyces
cerevisiae) in einer Umgebung befinden, in der Aminoséduremangel herrscht. Er indu-
ziert die Transkription von mehr als dreiflig Genen zur Biosynthese von Aminoséuren
[53]. Die spezifische Erkennung der DNA-Bindungsstelle und die Bindung an DNA
erfolgt tiber ein Motiv, das in iiber dreiflig eukaryotischen Proteinen enthalten ist (Ab-
bildung 4.1) [54]. Das DNA-Bindungsmotiv besteht aus 2 a-Helizes, die mit den Basen
der DNA interagieren. Die a-Helizes gehen iibergangslos in einen dimerisierenden Be-
reich iiber, die Leucin Zipper Doméne.

Die a-Helizes der GCN4 Leucin Zipper Doméne dimerisieren iiber eine sogenann-
te Superhelix- oder Coiled-Coil-Struktur. Bei diesem Faltungsmotiv winden sich im
einfachsten Fall zwei a-Helizes entlang eines gemeinsamen Kerns aus hydrophoben
Aminosduren umeinander [55]. Entsprechend der Geometrie einer a-Helix muss dafiir
abwechselnd jede dritte oder vierte Aminosdure hydrophob sein. Die kleinste Unter-

'Tm Folgenden wird der Ausdruck Dekonvolution statt Entfaltung verwendet, um Verwechslungen
mit der Entfaltung eines Proteins zu vermeiden.
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Abbildung 4.1:  Struktur des DNA-Bindungsmotivs des Transkriptionsfaktors GCN4. Die DNA-
Bindungseinheit besteht aus zwei a-Helizes (griin), die mit Basen der grofSen Furche
der DNA wechselwirken. Die a-Helizes werden tiber eine C-terminale Leucin Zipper
Domdne (hellblau) dimerisiert.

einheit aus sieben Aminosdauren wird Heptade genannt. Der Leucin Zipper von GCN4
besteht aus vier Heptaden, die eine zweistrangige Coiled-Coil bilden [56]. Die Ami-
nosduren des hydrophoben Kerns sind hauptséachlich Leucin und Valin.

Aufgrund ihres einfachen linearen Aufbaus und der definierten Wechselwirkung
der Kern-Aminoséduren werden Coiled-Coils oft fiir Proteinfaltungsstudien verwendet.
Auch die Faltung der Leucin Zipper Doméne von GCN4 wurde oft untersucht. Da-
bei wurde die Zipper Doméne als Zwei-Zustands-Falter klassifiziert [57]. Ensemble-
Faltungsstudien haben gezeigt, dass die Faltung einer C-terminal verlinkten Coiled-Coil
mit der Bildung eines Nukleationskeims an diesem Ende beginnt [58, 59]. Anschlielend
faltet sich die Coiled-Coil weiter in Richtung N-Terminus zusammen. Die Aktivie-
rungsenergie und Faltungskinetik dieses Vorgangs wurde in Ensemble-Experimenten
ausfiithrlich untersucht [57, 60, 61]. Trotzdem ist iiber die Faltungslandschaft von GCN4
bis auf den Einfluss vereinzelter Aminoséduren, z.B. eines hydrophilen Asparagins im
hydrophoben Kern [62], wenig bekannt. Frithere mechanische Einzelmolekiilexperimen-
te mit dem AFM (Atomic Force Microscope) lieferten Informationen zur mittleren
Entfaltungskraft der Zipper Doméne [63, 64]. Die limitierte Kraftaufldsung von AFM-
Experimenten verhinderte jedoch die direkte Beobachtung von Faltungs- und Entfal-
tungsiibergéingen dieses Proteins.

Im Gegensatz zu vielen globuléren Proteinen kann bei einer Coiled-Coil die me-
chanisch entfaltete Konturlinge direkt der Aminosdureposition der Entfaltungsgabel
zugeordnet werden. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Leucin Zipper Doméne des
GCN4 daher ein ideales Modellprotein ist um mit der optischen Pinzette in Echtzeit
Faltungs- und Entfaltungsfluktuationen zu untersuchen und die ortsaufgeloste Ener-
gielandschaft des Proteins zu ermitteln.
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4.2 Kraftspektroskopie an der GCN4 Leucin Zip-
per Doméne
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Abbildung 4.2: Skizze der Kugel-DNA-Protein-Hanteln fiir Kraftspektroskopie mit der optischen
Pinzette. Das Protein ist iber Disulfidbriicken an DNA-Linker gebunden. Die DNA-
Linker werden iiber Biotin/Strepdavidin bzw. Digoxzigenin/Antikirper an Kugeln
gebunden. Die Kugeln werden in optischen Fallen gefangen. Die Position einer Falle
lasst sich verdndern (schwarzer Doppelpfeil) und ermdglicht es, die Vorspannung
auf das Molekiil zu kontrollieren.

Die vollstandige Energielandschaft eines GCN4 basierten Leucin Zippers wurde mit
der im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methode der Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie
mit der optischen Pinzette [31] untersucht. Abbildung 4.2 zeigt ein Schema des Ex-
periments. An Stelle einer einzelnen Leucin Zipper Doméne (GCN4-pl) wurde ein
Konstrukt aus drei hintereinander geschalteten GCN4-plq Doménen verwendet (im
Folgenden LZ26 bezeichnet [63])%. Bei dieser Mutante des GCN4-p1 sind die f Positio-
nen der Coiled-Coil zu Glutamin mutiert, um die Stabilitéit leicht zu erhohen [59]. Die
drei seriellen Zipper Doménen erméglichten es, die Energielandschaft des GCN4-plq
gleichzeitig mit Keimbildung (blaue C-terminale Doméne in Abbildung 4.2) und ohne
Keimbildung (griine und rote N-terminale Doménen) zu untersuchen [64]. Das Protein
wurde iiber DNA-Linker, die kovalent mit N-terminalen Cysteinen verbunden waren,
zwischen zwei Polystyrol-Kugeln eingespannt (siehe Abschnitt 2.3.1 und Anhang B.1
fiir ein ausfiihrliches Protokoll). Die beiden a-Helizes waren iiber eine Disulfidbriicke
zwischen C-terminalen Cysteinen kovalent verkniipft, um ein vollstdndiges Auseinan-
derfallen der Helizes nach einer Entfaltung der Coiled-Coil zu verhindern. Uber das
Verfahren einer Kugel relativ zur Position der anderen Kugel konnte die Vorspannung
auf das Protein kontrolliert werden.

2Die vollstindige Aminosiuresequenz ist: MASR MCQLEQK VEELLQK NYHLEQE VARLKQL
VGELEQK VEELLQK NYHLEQE VARLKQL VGELEQK VEELLQK NYHLEQE VARLKQL VGECEGL
EHHHHHH; Kern-Aminosduren sind fett hervorgehoben.
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Abbildung 4.3:

Abbildung 4.4:
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Kraft-Abstands-Kurven der LZ26-Coiled-Coil. Vier sukzessive Entfaltungs-
(schwarz) und Faltungszyklen (blau) bei 500 nm/s Ziehgeschwindigkeit sind gezeigt
(mit Kraftoffset zur Verdeutlichung). Inset: Vergriferung des rot markierten Zy-
klus. Die Entfaltung vom nativen (N) in den entfalteten Zustand (U) erfolgt tiber
zwes Zwischenzustinde (I und I). Die Linien sind Fits eines seriellen WLC-
Modells an die Daten (siehe Gleichung 3.1). Die Buchstaben bezeichnen Aminosdur-
en an a und d Positionen der Coiled-Coil.
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Histogramm der Konturlingenzuwdichse der LZ26-Coiled-Coil. An die Verteilungen
der einzelnen Entfaltungsiberginge wurden Gaussverteilungen angepasst. Das Er-
gebnis der Fits ist in Tabelle 4.1 zusammengefasst. (insgesamt 11 Molekiile, rot: n
= 74, grin: n = 55, blau: n = 55, schwarz: n = 74)

Abbildung 4.3 zeigt Kraftspektroskopie-Experimente an der LZ26-Coiled-Coil mit
konstanter Geschwindigkeit. Vier aufeinanderfolgende Entfaltungs-/Faltungszyklen
(schwarz und blau) bei einer Ziehgeschwindigkeit von 500nm/s sind dargestellt. Bei
Ausdehnungen unterhalb ~ 355 nm folgt das System dem Kraft-Ausdehnungs-Verhalten
der DNA-Linker (siehe Abschnitt 3.1, Gleichung 3.2). Weiteres Strecken fithrt zu einem
wiederholten charakteristischen Faltungs- /Entfaltungsmuster des LZ26 zwischen 8 und
15pN (Inset in Abbildung 4.3, Vergroflerung des mit einem roten Rechteck markierten
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Ausschnitts). Unter Kraft werden bei der Entfaltung zwei Zwischenzustande (I; und
I5) bevolkert. Beginnend vom nativen Zustand N geht das Protein in einem Plateau-
dhnlichen Ubergang in I; iiber. Der Ubergang zu I, erfolgt nahe am Gleichgewicht, es
werden jedoch deutliche Fluktuationen des Molekiils zwischen den beiden Zwischen-
zustinden aufgelost. Bei weiterer Belastung erfolgt ein letzter Ubergang zur vollstindig
entfalteten Konformation U des Proteins. Bei Relaxation der &ufleren Kraft faltet das
Molekiil wieder. Bei der Ziegeschwindigkeit von 500 nm/s entsteht eine Hysterese die
zeigt, dass die Faltung des LZ26 bei dieser Geschwindigkeit nicht im Gleichgewicht
erfolgt.

An die Kraft-Ausdehnungs-Kurven wurde ein serielles WLC-Modell, bestehend aus
einem elastischen WLC fiir die DNA-Linker und einem einfachen WLC fiir das Pro-
tein (vgl. Abschnitt 3.1), angepasst (schwarze Linien in Abbildung 4.3). Auf diese
Weise konnte der Konturldngenzuwachs eines Entfaltungsereignisses bestimmt werden.
Abbildung 4.4 zeigt die entsprechenden Histogramme, die Werte sind in Tabelle 4.1
aufgefiihrt. Die gemessene Gesamtliange des Proteins (62,4 nm) stimmt gut mit der er-
warteten Linge von 61,5nm iiberein (berechnet aus der Gesamtzahl der entfalteten
Aminoséduren, dem Konturlingenzuwachs pro Aminosaure und einer Korrektur fiir den
End-zu-End-Abstand [34]). Dies zeigt, dass das gesamte Molekiil entfaltet wird. Die
gemessenen Positionen der Zwischenzustiande fallen mit den Positionen der Asparagine
in der GCN4-plq Sequenz zusammen. Aus fritheren Messungen weifl man, dass diese
Aminoséuren die GCN4-plq-Coiled-Coil destabilisieren [63, 62].

Experimente bei konstanter Ziehgeschwindigkeit sind gut geeignet um das Fal-
tungsmusters eines Proteins auszumessen. Eine quantitative Beschreibung von Kon-
formationsfluktuationen (z.B. zwischen I; und I in Abbildung 4.3) ist aufgrund der
zeitlich verénderlichen Kraft aber umstandlich und ungenau. Fluktuationen zwischen
verschiedenen Zustédnden eines Proteins lassen sich dagegen sehr gut mit Experimen-
ten bei konstanter Vorspannung untersuchen®. In Abbildung 4.5 (oberer Graph) ist
eine Aufnahme des LZ26 bei einer Vorspannung von 14,1 pN gezeigt. Eine Vergrofle-
rung des mit einem roten Rechteck markierten Abschnitts (unterer Graph) zeigt, dass
das Protein Uberginge zwischen den Zwischenzustinden I; und I, (rote und griine
gestrichelte Linie) sowie dem vollsténdig entfalteten Zustand U (blaue gestrichelte Li-
nie) durchliuft?. Die geringe Drift der optischen Pinzette erlaubte die Beobachtung
von Faltungs- /Entfaltungsfluktuationen des Proteins bei konstanter Vorspannung iiber
mehrere Minuten. Dies entspricht bei der schnellen Kinetik zwischen I; und I, mehreren
tausend Ubergingen des Proteins.

3Im Folgenden bezeichnet die Vorspannung die mittlere Kraft, die an Zustand I; anliegt. Die Kraft
ist in diesen Experimenten nicht konstant, sondern édndert sich bei einer Konformationséinderung des
Proteins.

4Die Zustiinde koénnen iiber eine Berechnung der Konturlingenzuwéchse mit Hilfe des seriellen WLC-
Modells, den gemessenen Kugelauslenkungen und dem bekannten absoluten Kugelabstand einer
Proteinkonformation zugeordnet werden.
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Abbildung 4.5: Kraft-Zeit-Aufnahme der LZ26-Coiled-Coil bei einer Vorspannung von 14,1 pN
(oberer Graph). In der Vergrifierung (unterer Graph) des mit einem roten Rechteck
markierten Zeitabschnitts erkennt man Uberginge zwischen den Zustinden I (rot
gestrichelte Linie), I (grin gestrichelte Linie) und U (blau gestrichelte Linie). Die

Struktur dieser Zustinde ist rechts skizziert.

14,3 pN

13,4 pN

10 nm | J1pN
1s

Abbildung 4.6: Kraft-Zeit-Aufnahmen der LZ26-Coiled-Coil bei verschiedenen Vorspannungen. Die
gestrichelten Linien kennzeichnen dieselben Zustinde wie in Abbildung 4.5.
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In einer Fortfithrung des Experiments bei konstanter Vorspannung wurde der ab-
solute Abstand zwischen den Kugeln, und damit die Vorspannung, im Abstand von
wenigen Minuten um ca. 6nm (0,2 bis 0,3pN) erhoht (Abbildung 4.6). Dies bewirkt
eine Verschiebung der Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Proteins vom gefalteten zum
entfalteten Zustand. Die Kraft-Zeit-Aufnahmen aus Abbildung 4.6 enthalten sehr viele
energetische und kinetische Informationen iiber den Faltungsprozess des Proteins. Dies
wird in den folgenden Abschnitten besprochen.

4.2.1 Die Energielandschaft aus kinetischen Parametern

Abbildung 4.7A zeigt die Aufenthaltswahrscheinlichkeitsdichte der Kugeln als Funktion
der Vorspannung. Man erkennt deutlich die Verschiebung der Aufenthaltswahrschein-
lichkeit zu kleineren Kugel-Auslenkungen (stérker entfaltetem Protein) mit wachsender
Vorspannung. An die Wahrscheinlichkeitsdichte wurde eine Gaussverteilung mit drei
Peaks angepasst. Die einzelnen Komponenten spiegeln die drei Zustdnde des LZ26
wider. Sie sind in Abbildung 4.7A fiir die Vorspannung von 13,7 pN beispielhaft einge-
zeichnet (rote, griine und blaue Linie). Die Flidche unter den einzelnen Komponenten
entsprechen in guter Naherung der Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Proteins im zu-
gehorigen Zustand. Mit der Boltzmann-Verteilung (Gleichung 3.10 in Abschnitt 3.2)
kann aus dem Verhéltnis der Besetzungswahrscheinlichkeiten die Energiedifferenz der
Zustande in Abwesenheit duerer Kraft berechnet werden. Die Differenz in freier Ener-
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Abbildung 4.7:  Energetische Charakterisierung der LZ26-Coiled-Coil. (A) Wahrscheinlichkeits-
dichten der Kugelposition der Aufnahmen in Abbildung 4.6. Farbige Linien sind
Komponenten eines Gauss-Fits an die Verteilung bei 13,7pN. (B) Unterschiede
der freien Energie zwischen den Zustinden I, und Iy (offene Symbole) und I und
U (geschlossene Symbole) als Funktion der Vorspannung. (C) Wahrscheinlichkeit,
das Protein in einem der drei Zustinde zu finden, als Funktion der Vorspannung.

gie zwischen den Zustdnden I; und Iy sowie I, und U ist in Abbildung 4.7B bei ver-
schiedenen Vorspannungen gezeigt. Die Energiedifferenzen in Abwesenheit von Kraft
dndern sich nicht mit der angelegten Vorspannung. In Tabelle 4.1 sind die Mittelwerte
der Energiedifferenz aufgefithrt. Tragt man direkt die Aufenthaltswahrscheinlichkeit
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eines Zustands gegen die Vorspannung auf, ergeben sich die in Abbildung 4.7C ge-
zeigten Verldaufe. Sie lassen sich mit Gleichung 3.11 und dhnlichen Werten wie den in
Abbildiung 4.7B ermittelten gut beschreiben.
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Abbildung 4.8: Gesamtenergie der LZ26-Coiled-Coil mit Hilfe von Crooks' Fluktuationstheorem.
(A) Die mit dem System assoziierte Arbeit bei Faltung oder Entfaltung ist durch
die Fliche unter einer Kraft-Kurve als Funktion des Fallenabstands abziiglich des
WLC des DNA-Linkers gegeben. (B) Histogramm der Faltungs- (blau, n = 65) und
Entfaltungsarbeit (schwarz, n = 65) des LZ26 bei einer Ziehgeschwindigkeit von 500
nm/s (insgesamt 10 Molekiie). Nach Crooks ist die freie Energie des LZ26 durch
den Schnittpunkt der beiden Verteilungen bestimmt (roter Kreis).

Der native Zustand stellt bei den angelegten Vorspannungen iiber 13 pN kein Ener-
gieminimum mehr dar (vgl. Abbildung 4.14) und ist daher nicht stabil bevolkert. Daher
kénnen die Energiedifferenzen relativ zu N nicht aus den Aufenthaltsverteilungen aus
Abbildung 4.7 bestimmt werden. Um dennoch die gesamte freie Faltungsenergie des
LZ726 zu erhalten, wurde das Fluktuationstheorem von Crooks verwendet (siehe Ab-
schnitt 3.2.2 und Gleichung 3.12)[43, 65]. Es besagt, dass die freie Gleichgewichtsenergie
eines Proteins durch den Schnittpunkt zwischen den Verteilungen von Faltungs- und
Entfaltungsarbeit aus Nichtgleichgewichtsexperimenten bestimmt ist. Abbildung 4.8A
zeigt 37 Faltungs- (blau) und Entfaltungszyklen (schwarz) und verdeutlicht die Be-
stimmung der Arbeit als Flidche unter einer Kurve, korrigiert fiir die Elastizitdt der
DNA-Linker. In Abbildung 4.8B sind die Verteilungen von Faltungs- (blau) und Ent-
faltungsarbeit (schwarz) bei einer Ziehgeschwindigkeit von 500 nm/s aufgetragen. Der
Schnittpunkt (roter Kreis) ergibt die freie Energie des LZ26 von 75kgT.

Neben den freien Energien kann aus Kraft-Zeit-Aufnahmen wie in Abbildung 4.5
und 4.6 auch die Kinetik der Proteiniibergéinge ermittelt werden. Die Ubergangsraten
zwischen den Zusténden bei einer bestimmten Kraft erhélt man aus den Verteilungen
der Verweildauern 7 des Proteins in einem Zustand (vgl. Abbildung 4.6 fiir eine Defini-
tion von 7). In Abbildung 4.9A und B sind beispielhaft einige Verweildauerverteilungen
der Ubergiinge I; — I, und U — I, als integrierte Wahrscheinlichkeitsverteilungen dar-
gestellt. Die Verweildauern sind einfach exponentiell verteilt.
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Konstrukt Verweildauer Konturlinge Aufenthaltsvert.

KD (sThH? £} (s—H® AG° (kpT)*"  Ac¥ (nm)®  Aa¥ (nm)? Az (nm)© AGY (kpT)©
N -1, N , B B B 9,3%1,1 9,6 1,1
I, — 1y (8,74+8,3—6,9)-10"* (6,9+4,1) 107 25,1+2,0 8,7+0,7 8,3+0,1 19,9+ 1,3 23,8+0,4
Io —» U (2,54+1,8)-107° (1,74 4,3 —1,2) - 10124 38,8 £2,5 9,8+0,4 24,9+ 1,74 33,2+1,3 42,1 40,4

- (5,0 £2,8)-103¢ - - 7,940,6°

N - U - - - - 62,4+ 1,0 75 + 3f

3Fehler sind eine Kombination aus statistischen und systematischen Fehlern aufgrund der Unsicherheit der Federhirten-Kalibrierung.

Aus dem Verhiltnis der kraftfreien Ratenkonstanten.
“Fehler sind +s.d.
dFit zu den Ratenkonstanten oberhalb 10,9 pN.
°Fit zu den Ratenkonstanten unterhalb 10,9 pN.
fAus dem Fluktuationstheorem von Crooks.

Tabelle 4.1:  Energetische und kinetische Figenschaften der LZ6-Coiled-Coil.
A B
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Abbildung 4.9:

Lebensdauer (s)

Integrierte Wahrscheinlichkeiten der Lebensdauern der LZ26-Coiled-Coil bei ver-

schiedenen Vorspannungen. (A) Lebensdauern des LZ26 im Zustand I,. (B) Le-
bensdauern des LZ26 im Zustand U.

Trégt man die Ratenkonstanten als Funktion der Startkraft eines Ubergangs auf,
erhédlt man den in Abbildung 4.10 gezeigten Graphen. Aus diesem Graphen lassen
sich die Faltungs- und Entfaltungsratenkonstanten in Abwesenheit einer dufleren Kraft
sowie die Positionen von Ubergangsbarrieren ermitteln [66]. Dazu wurde an die Daten
ein modifiziertes Arrhenius-Modell angepasst (Gleichung 3.16 in Abschnitt 3.3.1). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Eine Abschiatzung zu den Fehlern der

Ratenkonstanten ist in Anhang

B.2 gegeben.

Die Differenz der freien Energie von 25kgT zwischen I; und I, die man aus dem
Verhiltnis der kraftfreien Ratenkonstanten erhélt, stimmt gut mit den 24 kgT iiberein,
die aus den Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen berechnet wurden. Die Summe
der Positionen der Ubergangsbarrieren von 17nm zwischen diesen Zustéinden passt
ebenfalls zu dem Konturlangenzuwachs von 20 nm, der aus den Kraft-Abstands-Kurven
ermittelt wurde (vgl. Tabelle 4.1). Der Wert fiir die kraftfreie Faltungsratenkonstante
von 5 - 103s7! liegt am unteren Rand der Raten, die in Ensemble-Studien gemessen
wurden (7,5 -10% — 2 - 10°s7!)[58, 57]. Dies kann an der Einschrinkung auf einen
einzigen Faltungspfad bei Anlegen einer dufleren Kraft liegen.

Bemerkenswerterweise weist der Verlauf der Riickfaltungsrate (U — Iy, offene blaue
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Abbildung 4.10:  Faltungs- und Entfaltungs-Ratenkonstanten der LZ26-Coiled-Coil als Funktion der
Kraft. An die Ratenkonstanten wurde Gleichung 3.16 angepasst. Bei Faltung von
Zustand U nach I dndert sich der Verlauf der Ratenkonstanten ab einer Kraft
von 10,9 pN.

Symbole in Abbildung 4.10) bei ~ 11 pN einen Knick auf. Prinzipiell bewirkt die starke
Kraftabhéngigkeit der entfalteten Proteinkonformation eine Kriimmung der Faltungs-
ratenkonstante als Funktion der Kraft (vgl. Abschnitt 3.3.1) [67]. Dieser Effekt ist je-
doch zu gering um den Knick in Abb. 4.10 zu erkléaren. Der abrupte Sprung der Steigung
ist daher ein Hinweis auf einen Wechsel der Ubergangsbarriere bei der Riickfaltung. Ein
solcher Wechsel der Ubergangsbarriere kann entweder von zwei sequentiellen Barrieren
[48] oder einer breiten Barriere [68] verursacht werden. Der Verlauf der Riickfaltungs-
rate wurde in zwei Bereiche aufgeteilt und getrennt ausgewertet. Bei Kréften unter
11pN (gestrichelte blaue Linie) betrigt die gemessene Distanz zur Ubergangsbarriere
ca. 2 Heptaden. Dies entspricht dem bereits frither gemessenen Nukleationskeim der
Coiled-Coil-Bildung [59, 64]. Bei Kriften oberhalb von 11 pN (gepunktete blaue Linie)
betragt die Distanz zur Faltungsbarriere 25nm. Diese Position der zweiten Barriere
addiert sich mit der Position des umgekehrten Ubergangs von 10nm (blaue Linie) zu
der vollen Konturlénge zwischen den Zustanden I, und U (vgl. Tabelle 4.1). Der einzel-
ne Datenpunkt des Ubergangs U — I, bei 11,2pN ist nicht der einzige Anhaltspunkt
fiir die Existenz einer Doppelbarriere. Wenn man diesen Datenpunkt aus der Analyse
ausklammert, addieren sich die Positionen der Uberginge U — I, (~ 8nm, gestrichelte
blaue Linie)) und des umgekehrten Ubergangs nicht zur vollen Linge zwischen beiden
Zusténden, was wieder auf die Existenz einer verborgenen zweiten Barriere hindeutet.

In Abbildung 4.11 ist der Verlauf der Energiedifferenz zwischen entfaltetem Zustand
und erster (blaue Linie) bzw. zweiter Barriere (gestrichelte blaue Linie) als Funktion
der Kraft dargestellt. Zur Berechnung wurden die Energien aus Tabelle 4.1 und ein
Vorfaktor von 1,2-10? s7! angenommen (vgl. Abschnitt 4.2.2). Der Schnittpunkt beider
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Abbildung 4.11:  Verlauf der Energiedifferenz zwischen entfaltetem Zustand und Keimbildungsbar-
riere (blaue Linie) sowie zwischen entfaltetem Zustand und der zweiten Barriere
als Funktion der Kraft, die auf den entfalteten Zustand wirkt. Der rote Kreis mar-
kiert die Kraft von 10,7pN, ab der die zweite Barriere dominierend wird.

Linien (roter Kreis) gibt die Kraft an, ab der die zweite Barriere dominierend wird. Sie
stimmt mit 10,7 pN gut mit der gemessenen Kraft von 10,9 pN iiberein.
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Abbildung 4.12:  Energielandschaft der LZ26-Coiled-Coil aus kinetischen Parametern. Bei den ge-
schlossenen Punkten sind Energie und Position bekannt. Bei den offenen Ellipsen
ist nur die Position bekannt. Die genaue Energie hdangt vom Vorfaktor der Fal-

tung ab. Die Hohe der Ellipsen entspricht einem Intervall des Vorfaktors von
(1073 —10"7") s~ 1.

Die im Verlauf der bisherigen Analyse erhaltenen Energien und Barrierenpositionen
definieren die wichtigen Punkte entlang der Faltungslandschaft, die mit einer Kombi-
nation aus Gleichgewichts und Nichtgleichgewichts-Experimenten gewonnen werden
konnen. Dies ist in Abbildung 4.12 dargestellt (gefiillte Kreise). Die Bestimmung von
Barrierenhohen aus kinetischen Daten ist jedoch nur méglich, wenn die Ubergangszeit
des Proteins, d.h. der préi-exponentielle Faktor der Arrhenius-Gleichung (vgl. Gleichung
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3.13), bekannt ist. Der pra-exponentielle Faktor konnte frither nur indirekt bestimmt
werden und wurde auf ein Intervall 10® bis 107s™! eingeschriinkt [69]. Die Héhen der
Barrieren in Abbildung 4.12 sind daher mit groem Fehler eingezeichnet (offene Ellip-
sen).

Im folgenden Abschnitt wird eine Moglichkeit vorgestellt, wie der Verlauf der Ener-
gielandschaft iiber die Siitzpunkte aus Abbildung 4.12 hinaus ermittelt werden kann.
Die Methode erlaubt des weiteren eine modellfreie Bestimmung des Vorfaktors der
Proteinfaltung.

4.2.2 Die vollstindige ortsaufgeloste Energielandschaft

Wenn ein Protein zwischen entfaltetem und gefaltetem Zustand fluktuiert, tastet es alle
moglichen Konformationen, auch hochenergetische Zustinde wie Ubergangszustinde,
ab. Daher ist die Beschreibung der Positionsverteilungen aus Abbildung 4.7A mit reinen
Gaussverteilungen nicht vollstdndig. Besonders die seltenen Ereignisse in denen das
Protein einen hochenergetischen Zustand entlang des Faltungspfades bevélkert, sollten
zusétzliche detailreichere Informationen iiber die Energielandschaft liefern. Prinzipiell
kann die vollsténdige zugrunde liegende Energielandschaft mit der Boltzmannverteilung

G(X) = —kpTIn(P(X)) + ¢ (4.1)

aus der Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilung berechnet werden [4, 70, 71]. Fir
DNA wurde von Woodside et al. gezeigt, dass Kraft-Zeit-Aufnahmen analog zu den
Aufnahmen in Abbildung 4.5 dafiir verwendet werden kénnen [4].

Die in der optischen Pinzette messbaren Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilun-
gen der Kugeln (schwarze Linien in Abbildung 4.13A und C) enthalten neben den
Fluktuationen des Proteins auch thermische Fluktuationen der DNA-Linker und der
Kugeln selbst. Diese Beitridge sind mathematisch {iber eine Konvolution miteinander
verkniipft (sieche Abschnitt 3.4). In dieser Arbeit wurde die von Woodside et al. vorge-
stellte vereinfachte Methode zur Dekonvolution der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten [4]
erweitert, um die Bedingungen nichtkonstanter Kraft im Experiment und thermische
Fluktuationen des bereits entfalteten Proteins zu beriicksichtigen. Dazu wurde in der
iterativen Dekonvolution eine Punktbildfunktion (PSF) verwendet, deren Breite von
der Position abhéngt (siche Abschnitt 3.4). Die mit dieser Methode erhaltenen wahren
Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilungen des Proteins sind in Abbildung 4.13A und
C rot eingezeichnet. Die mit Gleichung 4.1 aus den Verteilungen bei 13,7 und 14,1 pN
berechneten Energielandschaften sind in Abbildung 4.13B und D gezeigt.

Um die Aussagekraft der wahren Faltungslandschaft des Proteins weiter zu erhéhen,
wurde aus den Energielandschaften bei 13,7 und 14,1 pN eine mittlere Energieland-
schaft berechnet (Abbildung 4.14). Dafiir wurde die Landschaft bei 13,7pN auf ei-
ne Vorspannung von 14,1 pN umgerechnet (siehe Abschnitt 3.4). Die in Abbildung
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Abbildung 4.13:  Energielandschaft der LZ26-Coiled-Coil iiber Dekonvolution der Aufenthaltsvertei-
lung der Kugeln. Die Aufenthaltsverteilung des Proteins (rot) geht durch Dekonvo-
lution aus der Aufenthaltsverteilung der Kugeln (scharz) hervor. Die gestrichelte
Linie ist die Differenz zwischen Kugelverteilung und riickgefalteter Proteinvertei-
lung. (A) Aufenthaltsverteilungen bei 13,7pN Vorspannung. (B) Energielandschaft
bei 13,7pN Vospannung. (C) Aufenthaltsverteilungen bei 14,1 pN Vorspannung.
(D) Energielandschaft bei 14,1 pN Vorspannung.

4.14 gezeigte Landschaft ist die vollstandige ortsaufgeloste Energielandschaft der LZ26-
Coiled-Coil, gehalten in einer optischen Pinzette bei 14,1 pN Vorspannung. Aus der ge-
messenen Energielandschaft kénnen direkt die Hohen der Ubergangsbarrieren AG*(F)
abgelesen werden. Zusammen mit den gemessenen Ubergangsraten k(F) kann der pré-
exponentielle Faktor k4 der Faltung des LZ26 in der optischen Pinzette aus k4 =
k(F)exp (AG*(F)/kpT) berechnet werden. Da die Barriere des Ubergangs I; — I,
aufgrund der schnellen Kinetik ca. zehntausend Mal {iberwunden wird, wurde dieser
Ubergang fiir die Bestimmung des pré-exponentiellen Faktors herangezogen. Damit
wurde der Wert k4 = 1,2(4+1,6 — 0,6) - 10*s™! berechnet.

Im folgenden Abschnitt werden die Qualitdt der gemessenen Energielandschaft so-
wie einige Schlussfolgerungen, die man aus ihrer Form ziehen kann, diskutiert.

4.2.3 Diskussion der ortsaufgel6sten Energielandschaft

In Abbildung 4.14A sind neben der gemessenen Energielandschaft des LZ26 auch die
Stiitzpunkte der Landschaft aus den kinetischen Parametern eingezeichnet (offene und
geschlossene Symbole). Fiir die Energien der Ubergangszustéinde wurde der gemessene
pri-exponentielle Faktor k4 = 1.2-10%*s™! verwendet. Die direkt gemessene Landschaft
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Abbildung 4.14:  Vollstindige Energielandschaft der LZ26-Coiled-Coil. (A) Die Energielandschaft
(farbige Linie) bei 14,1 pN ist ein Mittel der Landschaften bei 13,7pN und 14,1 pN
aus Abbildung 4.13, korrigiert auf die Kraftdifferenz. Die Punkte und Kreise sind
die Stiitzpunkte der klassischen Energielandschaft aus Abbildung 4.12. Der Vor-
faktor wurde direkt aus der Héhe der Barriere zwischen Iy und I der gemessenen
Energielandschaft ermittelt und betrigt 1,2 - 10* s~1. (B) Vollstindige Energie-
landschaft und Stitzpunkte der klassischen Landschaft ohne Kraft. Rot, grin und
blau kennzeichnen die drei GCN4-p1g-Domdnen. Helle Farben markieren die zwei
N-terminalen, dunkle Farben die beiden C-terminalen Heptaden.

und die Stiitzpunkte stimmen sehr gut {iberein. Insbesondere werden die Positionen der
Ubergangsbarrieren in der entfalteten Energielandschaft erstaunlich gut reproduziert.

Die Verlasslichkeit der gemessenen Energielandschaft ldsst sich durch einen Ver-
gleich der Dekonvolutionsergebnisse bei den Kréften 13,7 pN und 14,1 pN abschétzen.
Nach einer Korrektur fiir den Kraftunterschied betréigt die Standardabweichung der
Differenz zwischen beiden Landschaften + 0,8k T. Insbesondere im Bereich des Uber-
gangs I, — U ist aufgrund der geringen Anzahl an Ubergingen (ca. 100) ein grofer
Fehler moglich. Die Form der gemessenen Energielandschaft kann dariiber hinaus mit
dem Naherungsmodell zur Berechnung der first-passage-time von Kramers, das die
Kriimmungen der Energielandschaft beriicksichtigt (Gleichung 3.19), abgeschéitzt wer-
den. In Abbildung 4.15A wurde die Energielandschaft iiber Parabeln angendhert. Aus
den Kriimmungen der Parabeln, den Energiedifferenzen zwischen den Extrema und
den gemessenen Raten kann mit Hilfe von Gleichung 3.19 der Reibungskoeffizient der
Faltung berechnet werden (Abb. 4.15B). Innerhalb der Fehlergrenzen ist der Reibungs-
koeffizient entlang der Energielandschaft konstant und betrigt 3,2 - 107®kg/s. Dies
ist um den Faktor 1,7 grofler als der Reibungskoeffizient einer Kugel-DNA-Hantel
(1,9-107%kg/s). Dieser Reibungskoeffizient wird erwartet, da der aus der Barrierenhohe
bestimmte pra-exponentielle Faktor etwa der Kinetik des Systems entspricht. Umgelegt
auf die einzelnen Kriimmungen der Landschaft ergibt sich der Faktor 1,3, um den die
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Landschaft steiler gemessen wird als erwartet.

Die Position des Minimas bei ca. 30 nm weicht bei der kinetischen Energielandschaft
ca. 3nm von der direkt gemessenen Intermediatsposition ab. Diese Verschiebung lisst
sich mit der relativ flachen Landschaft in diesem Bereich erkldaren, die deutlich von
einer Gaussfunktion abweicht. Die Verwendung einer Gaussfunktion zur Bestimmung
der Intermediatsposition aus der Aufenthaltsverteilung der Kugeln fithrt daher bei der
Landschaft aus den kinetischen Parametern zu einer Position niher am Ubergangszu-
stand.
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Abbildung 4.15:  Bestimmung des Reibungskoeffizienten der Faltung mit der Niherungsformel von
Kramers. (A) Die Extrema der gemessenen Energielandschaft (schwarze Linie)
wurden mit Parabeln (farbige Linien) gendhert und mit Hilfe von Gleichung 3.19
und den bekannten Ratenkonstanten unter Kraft der Reibungskoeffizient berech-
net. (B) Der Reibungskoeffizient an den verschiedenen Positionen der Energie-
landschaft (schwarze Kreise) und Fit unter der Annahme, dass der Koeffizient
innerhalb der Fehlergrenzen konstant ist(rote Linie).

Es ist oft nicht bekannt, ob breite Energiebarrieren, die in Proteinfaltungsexpe-
rimenten gemessen werden, auf mehrere energetisch gleiche Konformationen oder auf
zwei serielle Barrieren, die nicht mehr getrennt aufgelost werden kénnen, zuriickzufithren
sind [72, 73]. Die breite Ubergangsbarriere zwischen Iy — U bei 40-60 nm weist zwei
Maxima mit einer Einbuchtung bei ca. 55 nm auf. Dies deutet stark auf das Modell von
zwei seriellen Barrieren hin. Damit wird die Interpretation des Knicks der Faltungsra-
tenkonstante in Abbildung 4.10 durch die unabhéngige Messung der Energielandschaft
bestétigt. Interessanterweise liegt das zusétzliche Minimum dieser Doppelbarriere ge-
nau an der Position des Asparagins der C-terminalen GCN4-plq Doméne. Dies ist
konsistent mit den Positionen der Zwischenzustinde I; und I, die mit der Position
eines Asparagins im hydrophoben Kern der Coiled-Coil zusammenfallen.

Eine Riicktransformation der freien Energielandschaft zu Bedingungen ohne duflere
Kraft liefert die Energielandschaft in Abbildung 4.14B. Diese Landschaft enthélt viele
Details iiber die Stabilitdt und Faltung des LZ26 Leucin Zippers. Die freie Energie der
Faltung der Coiled-Coil, die sich aus der kraftfreien Energielandschaft ablesen lasst,



48 KAPITEL 4. Die vollstindige ortsaufgeloste Faltungslandschaft eines Proteins

stimmt mit ca. 75 kgT sehr gut mit der Energie iiberein, die mit dem Fluktuations-
theorem von Crooks bestimmt wurde. Man erkennt deutlich ein sich wiederholendes
Muster, das die Zusammensetzung des LZ26 aus drei sequentiellen GCN4-plq Doménen
widerspiegelt.

Aus Wasserstoff-Austausch-Experimenten ist bekannt, dass die Faltung des C-ter-
minal verbundenen GCN4-Peptids durch eine Barriere limitiert ist und deshalb ein
Zwei-Zustands-System darstellt [57]. Die C-terminale Leucin Zipper Doménde des
LZ26-Konstrukts (blau in Abbildung 4.14), die eine zu Ensemble-Messungen [57] ver-
gleichbare freie Energie von 21kgT aufweist, faltet auch iiber eine Barriere. Diese
Doméne enthélt die Energiebeitrige der Keimbildung. Im Gegensatz dazu erfolgt die
Faltung der zwei N-terminalen Doménen (griin und rot) downhill ohne Ubergangs-
barrieren. Die beiden Zwischenzustdnde I; und I, werden nur unter Kraft bevolkert,
wenn die Energielandschaft entsprechend verformt wird. Diese Eigenschaft von Kraft-
spektroskopie-Experimenten erlaubt es, den downhill-Bereich eines faltenden Proteins
zu beobachten. Ein Vergleich der freien Energien der GCN4-plq Doméne mit Nuklea-
tionskeim und den Doménen ohne Barriere ergibt einen Wert von ~6kgT fiir die
entropischen Beitrige der Keimbildung. Dariiber hinaus zeigt die barrierefreie Faltung
der fusionierten Doménen, dass sie ohne energetische Kosten zusammengesetzt werden
konnen. Im Gegensatz dazu verhindert eine nicht-kanonische, hydrophobe Region am
N-Terminus des Kinesin-Necks eine nahtlose Erweiterung der Coiled-Coil [74].

Bei den beiden N-terminalen Coiled-Coils erkennt man deutlich eine Zweiteilung des
Energieprofils in zwei stabile C-terminale Heptaden (dunkle Farben in Abbildung 4.14)
und zwei weniger stabile N-terminale Heptaden (helle Farben). Das destabilisierende
Asparagin in der Mitte jeder GCN4-plq Doméne besitzt kein lokalisiertes Energiemini-
mum, sondern teilt den Zipper in zwei unterschiedlich stabile Bereiche auf. Es geht aus
der gemessenen Energielandschaft jedoch nicht hervor, ob das Asparagin fiir die gerin-
gere Stabilitdt des N-terminalen Bereichs verantwortlich ist (also delokal wirkt) oder
ob die Aminoséduren in diesem Bereich fiir sich weniger stabil sind. Ein Vergleich der
Aminosaurepositionen zwischen einer nativen Doméne mit Asparagin und Doménen,
bei denen das Asparagin durch Aminobuttersiure oder Lysin ersetzt wurde, lieferte
keine Hinweise auf eine mogliche Verzerrung der Coiled-Coil-Struktur durch das Aspa-
ragin. Messungen mit dem AFM an LZ26, bei der das mittlere Asparagin durch Valin
ersetzt wurde, zeigen, dass die angrenzenden N-terminalen Aminoséduren auch in die-
sem Fall eine geringere Stabilitdt haben [75]. Dies deutet auf eine lokale Wirkung des
Asparagins hin. Die gemessene energetische Asymmetrie des Leucin Zippers hat mogli-
cherweise eine physiologische Bedeutung, da das DNA-Bindungsmotiv des GCN4, das
eine gewisse Flexibilitit aufweisen muss, N-terminal an den dimerisierenden Leucin
Zipper anschlief3t.

Die gemessene energetische Asymmetrie der GCN4 Leucin Zipper Doméne war bis-
her nicht bekannt, obwohl dieses System eines der am besten untersuchten Modelle fiir
Proteinfaltung darstellt. Es gibt jedoch einige Experimente, die auf unterschiedliche
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Stabilitdten der C- und N-terminalen Heptaden hinweisen. Hu et al. stellten fest, dass
die beiden C-terminalen Heptaden weniger leicht Mutationen der Aminoséduren im hy-
drophoben Kern tolerieren als die N-terminalen Heptaden [76]. Innerhalb der a-Helizes
der C-terminalen Heptaden gibt es mehr stabilisierende Salzbriicken [56]. Mutationen
der Aminosiuren im hydrophoben Kern verhindern teilweise die Coiled-Coil-Bildung
[77]. Die in dieser Arbeit gemessene Energielandschaft kann diese Experimente erkléren.
Sie liefert auflerdem eine energetische Erklarung fiir das Vorhandensein von Trigger-
Sequenzen, die fiir die Faltung vieler natiirlicher Coiled-Coils relevant sind [78, 79].

Der in dieser Arbeit direkt gemessene pri-exponentielle Fakor ky = 1,2 - 10%*s™!
liegt am unteren Ende der erwarteten Werte von ca. 5-10° —5-107 s, die fiir die Rate
der Kontaktbildung innerhalb eines Molekiils gemessen wurde [80, 81]. Die Bindung des
Proteins an die sehr viel grofleren Kugeln konnte zu einer Verlangsamung der Protein-
diffusion fiihren, da diese an die langsame Diffusion der Kugeln (ca. 10*s™!) gekoppelt
ist [82]. In diesem Fall wiirde die Barrierenhohe der tatsédchlichen Hohe entsprechen.
Auf der anderen Seite konnte die Diffusion der Kugeln in der optischen Pinzette die
Detektion schnellerer Proteinbewegungen verhindern und somit den pré-exponentiellen
Faktor scheinbar verringern. Dieses Szenario wird durch Simulationen des Kugelein-
flusses auf die Barrierenhéhe (Abschnitt B.4) unterstiitzt. Da die Kugeln dem Protein
nicht instantan folgen, sondern mit der Langevin-Dynamik (Abschnitt 2.1.2) diffundie-
ren, tragen sie scheinbar zur Barriere der Proteinenergielandschaft bei. Die Hohe der
scheinbaren Barriere liegt nahe an der gemessenen Barrierenhohe (Abschnitt B.4) und
zeigt den dominierenden Einfluss der Kugeldiffusion. Dariiber hinaus ist eine starke
Kopplung zwischen Protein- und Kugeldynamik aufgrund der schnellen Relaxations-
zeit von ca. 3 - 107%s der gespannten Linker unwahrscheinlich [83]. Daher stellt der
hier gemessene Wert eine untere Grenze fiir k4 dar. Diese untere Grenze liegt jedoch
oberhalb fritherer verdffentlichter Werte [84, 85].

Von Li und Mitarbeitern wurde ein Mechanismus der Proteinfaltung unter Kraft
vorgeschlagen, bei der die Polypeptidkette iiber einen kooperativen Kollaps der gesam-
ten Peptidkette faltet [86]. Bei AFM-Experimenten mit Kraftfeedback beobachteten
die Autoren einen 0,01 bis 10s langsamen kontinuierlichen Ubergang vom entfalteten
in den gefalteten Zustand. Dies steht in grofem Kontrast zu den in dieser Arbeit ge-
messenen schnellen Ubergangszeiten von ca. 10~*s und dem &hnlich schnellen Wert
aus Fluoreszenzmessungen der Faltung eines Proteins [85]. Zusétzlich spricht die ge-
messene hohe Energiebarriere bei grofien Proteinausdehnungen gegen die Bildung eines

kollabierten Zustands zu Beginn der Faltung der GCN4 Coiled-Coil.

4.3 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde anhand der GCN4 Leucin Zipper Doméne erstmalig fiir Pro-
teine gezeigt, wie durch Dekonvolution von Gleichgewichtsfluktuationen eines Prote-
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ins direkt die vollstindige ortsaufgeloste Faltungs-Energielandschaft des Proteins ge-
messen werden kann. Das Energieprofil kann mit dieser Methode auch auf der nati-
ven Seite der Ubergangsbarriere bestimmt werden. Die {iber den modellfreien Zugang
der Dekonvolutions-Kraftspektroskopie gemessene Energielandschaft enthélt wesent-
lich mehr Informationen als die iiber eine klassische kinetische Analyse bestimmbaren
Stiitzpunkte. Dariiber hinaus ist, im Gegensatz zu anderen Methoden, ein einzelnes
Molekiil ausreichend, um die gesamte Energielandschaft auszumessen.

Fiir die GCN4 Leucin Zipper Doméne konnte zum ersten Mal eine Aufteilung in zwei
stabile C-terminale Heptaden und zwei weniger stabile N-terminale Heptaden gemessen
werden. Es zeigt sich, dass der Leucin Zipper in Abwesenheit eines Nukleationskeims
ein downhill-Falter ist. Aulerdem zeigen die Messungen, dass mehrere Leucin Zipper
nahtlos fusioniert werden koénnen.

Uber die vollstandige Messung der Energielandschaft sind auch die Hohen von Ener-
giebarrieren direkt zugénglich. Dies erméglichte die direkte experimentelle Bestimmung
des pri-exponentiellen Faktors der Arrhenius-Theorie fiir Ubergangsraten.
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Kapitel 5

Experimente zur Faltung von
Calmodulin

In diesem Kapitel werden Kraftspektroskopie-Experimente mit der optischen Pinzet-
te zur Faltung von Calmodulin vorgestellt. Zundchst werden die Faltungsmuster von
Wildtyp-Calmodulin und von zwei Calmodulin-Mutanten miteinander verglichen. An-
schliefend wird die Kinetik einzelner Doménen dieser drei Konstrukte ausgemessen.

5.1 Das Signalprotein Calmodulin

Calmodulin spielt eine wichtige Rolle bei der Weiterleitung extrazelluldrer Reize auf
intrazellulire Signalwege. Dabei reagiert es auf einen Anstieg des intrazelluliren Ca?*-
Spiegels in Folge eines dufleren Signals [87]. Bindung von Ca?" bewirkt eine Konforma-
tionséinderung von Calmodulin und versetzt es in die Lage, Proteine, die fiir Apoptose,
Muskelkontraktion, Nervenwachstum und weitere Prozesse wichtig sind zu aktivieren.
In vielen Féllen handelt es sich bei den Zielproteinen des Calmodulin um Kinasen,
deren aktives Zentrum durch die Bindung von Calmodulin freigesetzt wird [88]. Die
Sequenz von Calmodulin ist in praktisch allen Wirbeltieren konserviert [89].

Ohne gebundenes Ca?™ nimmt Calmodulin eine deaktivierte Struktur an, bei der
sich zwei Doménen dicht zusammenlagern [90]. Durch die kooperative Bindung von
Ca?* wird das Protein gestreckt, und die beiden Doménen sind deutlich getrennt (Ab-
bildung 5.1). Zwischen ihnen bildet sich eine freistehende a-Helix (Linker) aus. Die
getrennten Doménen weisen exponierte hydrophobe Aminoséduren auf, die fiir die Bin-
dung des Calmodulin an die meist a-helikalen Erkennungssequenzen des Zielproteins
verantwortlich sind. Dabei falten sich beide Doménen um das Erkennungspeptid her-
um.

In fritheren Experimenten zur Faltung unter Kraft von Calmodulin mit dem AFM
konnten die unterschiedlichen Einfliisse von Ca?* sowie dem Signalpeptid Mastoparan
auf die Faltung des Proteins beobachtet werden [91]. In darauf folgenden Experimen-
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Abbildung 5.1:  Struktur des Ca**-assoziierten Calmodulin (PDB-ID 1CLL). Calmodulin weist in
Anwesenheit von Calcium (grave Kugeln) zwei Domdinen (rot und blau) auf, die
iber einen freistehenden a-helikalen Linker (griin) miteinaner verbunden sind.

ten wurden die Bindungseigenschaften weiterer Signalpeptide, wie skMLCK (skeletal
muscle myosin light chain kinase) und CKK (calmodulin dependent kinase kinase)
untersucht [92]. In beiden Studien wurden entweder Mutanten von Calmodulin zur
leichteren Unterscheidung von N- und C-Doméne, isolierte Calmodulin-Doménen oder
Fusionskonstrukte mit angehéngtem Peptid verwendet. Uber die Faltungseigenschaften
des Wildtyp-Calmodulin unter Kraft ist dagegen nur wenig bekannt.

5.2 Calmodulin ist ein weiches und flexibles Prote-
in

Da sich Calmodulin aufgrund seiner geringen mechanischen Stabilitdt und schnellen
Faltungskinetik gut zur Untersuchung mit der hochauflésenden optischen Pinzette eig-
net, wurde in dieser Arbeit die Faltung von Wildtyp-Calmodulin mit der in den Ka-
piteln 2 und 4 vorgestellten Methode genauer untersucht. Interessant ist insbesondere,
inwieweit sich N- und C-Doméne bei der Faltung unterscheiden und bei welchen Kréften
der die beiden Doménen verbindende a-helikale Linker noch gefaltet vorliegt.

Die mechanischen Eigenschaften eines Proteins sind abhéngig vom Angriffspunkt
der angelegten Kraft [93]. Um ein umfangreicheres Bild der Calmodulinfaltung zu be-
kommen, wurde daher neben der NC-terminalen Zugrichtung (CaM NC) auch eine
Zugrichtung untersucht, bei der die Kraft jeweils innerhalb der N- und C-Doméne
anliegt (CaM 38/118). Zur Unterscheidung der beiden Domé&nen bei NC-terminaler
Zugrichtung wurde zudem ein bereits in den AFM-Experimenten verwendetes Kon-
strukt untersucht, bei dem eine Disulfidbriicke innerhalb der C-Doméne ausgebildet
wird (CaM 128/144) [91].

Um das Calmodulin mit der optischen Pinzette untersuchen zu kénnen, wurde so-
wohl an CaM NC als auch an CaM 128/144 jeweils N- und C-terminal ein Ubiquitin
fusioniert, das an seinem N- bzw. C-Terminus ein Cystein aufwies. An diese Cystei-



5.2: Calmodulin ist ein weiches und flexibles Protein 53

ne wurden die Thiol-modifizierten Oligonukleotide wie in Abschnitt 2.3 beschrieben
angehéngt. Die Reaktion zwischen den Oligonukleotiden und Cysteinen direkt am N-
und C-Terminus des Calmodulin erwies sich als nicht effizient. Die Verwendung von
Ubiquitin, das sehr hohe Entfaltungskréifte von ca. 100 pN aufweist, als Ankniipfungs-
proteine fiir die DNA-Linker ldsst eine sehr einfache Erweiterung der Methode auf
andere Proteine zu. Die Anbindung der Thiol-Oligonukleotide an das Konstrukt CaM
38/118 erfolgte hingegen direkt an Cysteine, die an den Positionen 38 und 118 in das
Calmodulin mutiert wurden.

Die Experimente wurden in einem Puffer durchgefiihrt, der 10 mM Calcium enthielt
(50 mM Tris, pH 8.0; 150 mM KCI; 10 mM Ca) um Calmodulin zu stabilisieren und
die Riickfaltung zu beschleunigen [91]. Der Puffer enthielt auflerdem 5-10 mM Ascor-
binsédure, um leicht reduzierende Bedingungen zu erreichen, ohne die Disulfidbriicken
zwischen Protein und DNA oder innerhalb des Proteins zu trennen. Die Zugabe von
Ascorbinsdure erwies sich als notwendig, um homogene Faltung von Calmodulin zu
beobachten.

5.2.1 Faltungsmuster von Calmodulin
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Abbildung 5.2:  Kraft-Abstands-Kurven von Calmodulin bei drei verschiedenen Untersuchungsgeo-
metrien. (A) Calmodulin bei NC-terminaler Belastungsrichtung (CaM NC). (B)
Calmodulin mit einer Disulfidbriicke zwischen den Aminosduren 128 und 144 der
C-terminalen Domdne (CaM 128/144). (C) Calmodulin bei Belastung zwischen den
Aminosduren 38 und 118 (CaM 38/118). Helle Farben kennzeichnen Entfaltungs-,
dunkle Farben Faltungskurven. Schwarze Linien sind ein an die Daten angepasstes
serielles WLC-Modell. Die Zahlen geben die Konturlingenzuwdchse des entfalten-
den Proteins an.

Der relative Abstand der beiden Polystyrolkugeln, zwischen denen das Calmodu-
lin eingespannt war, wurde zunéchst mit einer konstanten Geschwindigkeit vergréfiert
bzw. verkleinert, um in Kraft-Abstandskurven das Faltungsmuster von Calmodulin zu
erhalten. In Abbildung 5.2 sind charakteristische Faltungs- und Entfaltungskurven von
CaM NC (A), CaM 128/144 (B) und CaM 38/118 (C) bei einer Ziehgeschwindigkeit
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von 100nm/s gezeigt. Alle drei Konstrukte weisen einen Zwischenzustand I auf, der
sowohl bei Entfaltung des nativen Molekiils (N), als auch bei Faltung des entfalteten
Polypeptids (U) bevolkert wird. Im Vergleich zu CaM NC, das zwischen 6 und 10 pN
entfaltet, ist die Entfaltung des Zwischenzustands (I — U) bei CaM 128/144 zu hoheren
Kréften hin verschoben. Der erste Entfaltungsiibergang, N — I, findet bei beiden Kon-
strukten bei einer Kraft von ~6pN statt. Die Uberginge N —1I und I— U erfolgen
nahe des Gleichgewichts und schnelle Fluktuationen zwischen den drei Konformatio-
nen N,I und U sind erkennbar. Bei CaM 38/118 finden beiden Ubergéinge bei hoheren
Kréften zwischen 17 und 22 pN statt. Die Konturldngenzuwichse sind kleiner und es
tritt eine Hysterese zwischen Entfaltung und Faltung auf.
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Abbildung 5.3:  Verteilungen der Konturlingenzuwdichse des ersten Entfaltungsereignisses (helle
Farben), des zweiten Entfaltungsereignisses (dunkle Farben) und des Gesamtkon-
turlingenzuwachses (schwarz). (A) CaM NC (18 Molekiile, n = 70). Inset: Kon-
turlingenzuwdichse des ersten (hellrot) und zweiten (dunkelrot) Entfaltungsereig-
nisses nach Experimenten geordnet. (B) CaM 128/144 (2 Molekiile, n = 11). (C)
CaM 38/118 (7 Molekiile, n = 64, 52, 52).

An die in Abbildung 5.2 gezeigten Kraft-Abstandskurven wurde das in Abschnitt
3.1 besprochene serielle Modell fiir DNA- und Polypeptidelastizitit angepasst um die
Konturléngenzuwéchse bei Entfaltung des Proteins zu quantifizieren. Abbildung 5.3
zeigt Histogramme der Konturlangenzuwéchse der drei Konstrukte, getrennt nach dem
ersten Ubergang (N — I, helle Farben), dem zweiten Ubergang (I— U, dunkle Farben),
sowie dem Gesamtkonturlangenzuwachs. An die Verteilungen wurden Gaussfunktionen
angepasst, um die Positionen der Maxima zu bestimmen. Das Ergebnis ist in Tabelle
5.1 zusammengefasst.

Der Konturldngenzuwachs AL eines entfaltenden Proteins ist iiber den Konturlangen-
zuwachs pro Aminosiure l,, mit der Anzahl an entfaltenden Aminosduren N,, ver-
kniipft

AL = Nyg - log — d1ee + d2.ce, (5.1)

wobei d1.. und d2.. den End-zu-End-Abstand zwischen d_ep Angriffspunkten der an-
liegenden Kraft vor bzw. nach der Entfaltung angeben. Uber den Konturldngenzu-
wachs AL lassen sich Entfaltungsereignisse mit einer Genauigkeit von wenigen Ami-
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noséauren strukturell interpretieren. Der End-zu-End-Abstand kann aus der Kristall-
struktur eines Proteins bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde der Wert [,, =
0,365 nm/Aminoséure verwendet [34]. In die Fehlerangabe eines Konturldngenzuwach-
ses geht neben dem statistischen Fehler ein Fehler von 5%, der die Ungenauigkeit des
WLC-Modells im Bereich x/L = 0,5 (z: Ausdehnung, L: Konturléinge) widerspiegelt,
ein.

{Tbergang Konturldngenzuwachs (nm)
CAM NC CaM 128/144 CaM 38/118
N—1  31,4+1,6 (60%) 245+13 91+1.2
18,6 £1,2 (40%)
1-U  21,3+11 (64%) 18,0+ 1,0 8,1+1,2
32,4£1,6 (36%)
N—U  51,6+2,6 (49,2) 43,9+2,6 (43,3) 17,7+1,6 (23,8)

Tabelle 5.1:  Konturlingenzuwdchse von Calmodulin. Die Prozentzahlen geben den relativen Anteil
des Zuwachses bei dem entsprechenden Ubergang an. Die Zahlen in Klammern bei
Ubergang N— U bezeichnen den zu erwartenden Gesamtlingenzuwachs des Proteins
unter Beriicksichtigung des End-zu-End-Abstands des gefalteten Peptids.

Entfaltungspfade von CaM NC

Fir CaM NC ergibt sich aus der Verteilung in Abbildung 5.3A der Wert ALyy =
51,6 nm fiir den Gesamtkonturldngenzuwachs. Nach Gleichung 5.1 ist der maximale
Konturlingenzuwachs fiir CaM NC ALyy = 144 - 0,365nm — 3,4nm = 49, 2nm!.
Dies stimmt innerhalb der Fehlergrenzen gut iiberein. Die gemessene Gesamtliange von
CaM NC lasst daher den Schluss zu, dass Calmodulin bis ca. 6 pN vollstindig gefaltet
vorliegt.

Interessanterweise spalten sich die Konturldngenzuwéchse des ersten und zweiten
Ubergangs in eine Verteilung mit jeweils zwei Maxima bei ca. 20 nm und 30 nm auf. Die
Zuwichse beider Uberginge sind korreliert (lang/kurz bzw. kurz/lang, Inset in Abbil-
dung 5.3A), so dass der Gesamtkonturlingenzuwachs nur ein Maximum aufweist. Im
einfachsten Fall handelt es sich bei den Entfaltungen mit ALy; ~ ALy =~ 30nm um
dieselbe entfaltende Untereinheit, die zu 60% vor und 40% nach der Untereinheit von
ca. 20 nm entfaltet. Verglichen mit der Kristallstruktur von Calmodulin bedeuten 30 nm
Konturlingenzuwachs eine gleichzeitige Entfaltung der N-terminalen Doméne, des Lin-
kers und der ersten a-Helix der C-terminalen Doméne. Da die Doméne C etwas kleiner
ist als Doméne N, wiirden eine C-terminal beginnende Entfaltung die Zerstérung der
Doménenstruktur der Doméne N bedeuten. Dasselbe gilt fiir den Fall, dass die Unter-
einheit mit 20nm Konturlingenzuwachs vom N-Terminus des Calmodulin beginnend
entfaltet. Es ist unwahrscheinlich, dass in diesen Fallen die verbleibenden Teile der

!Fiir die Bestimmung des End-zu-End-Abstands von holo-Calmodulin wurde die Kristallstruktur
1CLL der PDB verwendet.
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Domaéane N stabil sind.

In einem einfachen Modell entfaltet Calmodulin bei NC-terminaler Zugrichtung zu
ca. 60% von Doméne N beginnend (zusammen mit dem Linker und der ersten a-Helix
der Doméne C) und zu ca. 40% beginnt die Entfaltung C-terminal.

Entfaltungspfad von CaM 128/144

Wie bei CaM NC ergibt auch bei CaM 128/144 ein Vergleich der gemessenen Ge-
samtlinge des Proteins (43,9nm) mit dem Ergebnis aus Gleichung 5.1 (ALny =
128 - 0,365nm — 3,4nm = 43,3nm), dass Calmodulin bis ca. 6 pN vollstandig ge-
faltet vorliegt. Im Gegensatz zu CaM NC spalten bei CaM 128/144 die Verteilungen
der Uberginge N —1 und I— U nicht auf. Der gemessene Konturlingenzuwachs der
ersten Entfaltung stimmt mit 24,5 nm sehr gut mit der fiir Domé&ne N zu erwartenden
Konturlinge (25,0nm) iiberein. Der zweite Ubergang (gemessen 18 nm) entspricht der
Entfaltung der verkiirzten Doméne C (erwartet 16,9 nm). Aufgrund der experimentel-
len Ungenauigkeit kann die Entfaltung des Linkers nicht einer der beiden Doménen
zugeordnet werden.

CaM 128/144 weist eine klare Trennung der Entfaltungen von Doméne N und
Doméne C auf. Dies ist eine direkte Folge der Disulfidbriicke innerhalb der Doméne
C (siehe den folgenden Abschnitt 5.2.2 fiir eine Untersuchung der Faltungskinetik der
Doméne C mit und ohne Disulfidbriicke). Erstaunlich ist, dass bei ausgebildeter Disul-
fidbriicke die erste a-Helix, die nicht in der durch die Disulfidbriicke gebildeten Schleife
enthalten ist, nicht mehr zusammen mit Doméne N entfaltet wie bei CaM NC. Ver-
mutlich wirkt sich die Disulfidbriicke stabilisierend auf die gesamte Doméne C aus,
obwohl sie nur einen kleinen Teil (16 von 66 Aminosduren) der Doméne C verbindet.
Der Vergleich zwischen Doméne C mit und ohne Disulfidbriicke zeigt, dass intermole-
kulare Crosslinks zwar die strukturelle Interpretation eines Entfaltungsereignisses ver-
einfachen, gleichzeitig aber auch die Faltung des Proteins merklich beeinflussen kénnen.

Entfaltung von CaM 38/118

Bei CaM 38/118 ist die gemessene Gesamtlinge mit 17.7nm deutlich kiirzer als die
theoretische maximale Entfaltungslinge des vollstindig gefalteten Proteins (AL =
80 -0,365nm — 5,4nm = 23,8 nm). Folgt man der Kristallstruktur, miissen bei dieser
Belastungsrichtung ab ca. 17 pN der Linker sowie weitere Anteile der die Doménen N
und C verbindenden a-Helix schon entfaltet sein (ca. 17 Aminoséuren). Ein Ausrich-
ten der Doménen entlang des Kraftvektors hat nur einen kleinen Effekt von ca. 1nm
auf den End-zu-End-Abstand und reicht zur Erklarung der gemessenen kurzen Distanz
nicht aus. Die Entfaltung grofier Teile der a-Helix zwischen den Doménen ist prinzipiell
konsistent mit den geringeren Entfaltungskréften von CaM NC und CaM 128/144. Da
die Entfaltung der a-Helix nicht als zusétzliches Entfaltungsereignis aufgelost werden
kann, liegt die Vermutung nahe, dass sie nicht als Ganzes sondern in mehreren seriellen
Schritten entfaltet, die jeweils nahe am Gleichgewicht stattfinden. Die verbleibenden
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Teile der Doménen werden vermutlich durch die bei dieser Zugrichtung nicht belasteten
N- und C-terminalen Bereiche stabilisiert.

Innerhalb der Fehlergrenzen haben die Uberginge N — 1 und I— U gleiche Kon-
turlangenzuwichse. Sie konnen daher nicht einer der beiden Doménen zugeordnet wer-
den. Im folgenden Abschnitt zeigt sich, dass die Doménen bei CaM 38/118 vermutlich
abwechselnd falten und entfalten kénnen.

5.2.2 Kinetische und energetische Eigenschaften von Calmo-
dulin

Nachdem im vorhergehenden Abschnitt das Faltungsmuster der Konstrukte CaM NC,
CaM 128/144 und CaM 38/118 gemessen wurde, werden hier ihre Kinetik und ihre
energetischen Eigenschaften untersucht. Das Vorgehen ist analog zu den Experimenten
mit der GCN4 Coiled-Coil (siche Kapitel 4). Aus Kraft-Zeit-Aufnahmen bei verschiede-
nen Vorspannungen wurden Verteilungen der Verweildauern eines Konstrukts in einer
bestimmten Konformation extrahiert. Durch Anpassen einer Exponentialfunktion an
die Verweildauerverteilungen wurden Ubergangsraten bei der entsprechenden Kraft er-
mittelt.

20

— CaM 38/118

— CaM 128/144 (Dom C)
—CamC

— CaMN

[y
[&)]
1

Kraft (pN)
o
1

Abbildung 5.4:  Vergleich der Kraft-Zeit-Aufnahmen bei Fy j5 der N-terminalen (dunkelrot) und C-
terminalen (hellrot) Domdine von CaM NC, der C-terminalen Domdine mit Disul-
fidbriicke (CaM 128/144, blau) und der Mutante CaM 38/118 (griin,).

In Abbildung 5.4 ist ein Vergleich der Kraft-Zeit-Aufnahmen nahe bei Fj/»* der
Doménen N und C von CaM NC, der Doméne C des CaM 128/144 und der beiden
Doménen von CaM 38/118 gegeben. Die Konstrukte weisen deutlich unterschiedliche
F jo-Werte auf. Aulerdem ist ersichtlich, dass die Konstrukte bei I, unterschiedliche
Faltungs- und Entfaltungsraten haben. Abbildung 5.5 zeigt fiir die jeweiligen Doménen
der drei Calmodulin-Konstrukte die Ratenkonstanten der Faltung (offene Kreise) und

2F /2 bezeichnet die Kraft, bei der der gefaltete und der entfaltete Zustand gleich wahrscheinlich sind.
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Abbildung 5.5:  Ratenkonstanten der Faltung (offene Kreise) und Entfaltung (gefillte Kreise) der
N-terminalen (dunkelrot) und C-terminalen (hellrot) Domdne von CaM NC, der
C-terminalen Domdine mit Disulfidbriicke (CaM 128/144, blau) und einer Domdne
der Mutante CaM 38/118 (griin) als Funktion der Kraft.

Entfaltung (gefiillte Kreise) als Funktion der Kraft. Wie in Abbildung 5.4 wird die
Auftrennung der Konstrukte entlang der Kraftachse deutlich.

An die Ratenkonstanten der Entfaltung als Funktion der Kraft wurde das Modell
von Bell (Gleichung 3.14 in Kapitel 3) angepasst, um die kraftfreien Entfaltungsraten k2
und die Distanzen zu den Entfaltungsbarrieren Az, zu erhalten. Fiir die kraftabhéngi-
gen Ratenkonstanten der Faltung wurde wie fiir den GCN4 Leucin Zipper (Abschnitt
4.2.1) ein Modell verwendet, das die Energieéinderungen der Kugeln, der DNA-Linker
und des entfalteten Polypeptids berticksichtigt (Gleichung 3.16 in Kapitel 3). Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst.

Konstrukt EO(s71) k?c (s7) Az,(nm) AG°kpT)* AG°(kgT)P
CaM N 761072  2.3-10° 2.2 10.3

CaM C 2510~  1.5.10* 2.6 13.3 } 282
CaM 128/144 (Dom C) 2.2:10~% 1.5-10% 3.8 18.0 28.6
CaM 38/118 (1. Dom)  1.3-1073  3.9-10° 1.7 21.8 28.0

2Aus dem Verhiltnis der kraftfreien Ratenkonstanten fiir jeweils eine Doméne.
bFreie Energie des gesamten Proteins aus dem Fluktuationstheorem von Crooks.

Tabelle 5.2:  Kinetische und energetische Eigenschaften von Calmodulin.

Die Strecke, um die das Protein gedehnt werden muss, bis die Entfaltung statt-
findet, variiert zwischen 1.7nm bei CaM 38/118 und 3.8nm bei CaM 128/144. Die
Distanz zur Entfaltungsbarriere bei Doméne C von CaM NC (2,6 nm) ist vergleichbar
mit dem frither gemessenen Wert (2nm) [91]. Die kiirzeste Distanz zur Ubergangsba-
riere tritt bei der Mutante auf, bei der die Kraft in der Mitte einer Doméne angreift.
Dagegen muss die Doméne, die durch eine Disulfidbriicke zusammengehalten wird, um
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mehr als das Doppelte gedehnt werden, bis es zur Entfaltung kommt. Die stabilisie-
rende Wirkung der Disulfidbriicke zeigt sich auch in der im Vergleich zu den anderen
Domaénen langsamsten Entfaltungsrate. Der langreichweitige Zusammenhalt innerhalb
der Doméne C von CaM 128/144 ist konsistent mit der Beobachtung, dass bei die-
ser Mutante, im Gegensatz zu Doméne C ohne Disulfidbriicke, die erste a-Helix nicht
schon zusammen mit Doméne N entfaltet.

Die im Vergleich zu anderen globuldren Proteinen relativ grofien Distanzen zur
Ubergangsbarriere sowie die beobachteten variablen Entfaltungspfade des Calmodulin
rechtfertigen die Bezeichnung als weiches und flexibles Protein. Diese Eigenschaften
sind wahrscheinlich von Bedeutung fiir die Funktion als Signalprotein. Die Flexibilitét
ermoglicht es Calmodulin, unterschiedliche Erkennungspeptide zu binden, selbst wenn
diese Teil eines groBeren Enzyms sind.

Die Faltungs- und Entfaltungsraten der Doméne C von CaM NC liegen nahe an
bisher veréffentlichten Werten (5-10% —2-10°s7!) [94, 91]. Die schnellste Faltungsrate
wird bei der Doméne von CaM 38/118 mit der kleinsten zu faltenden Aminoséure-
kette beobachtet, die langsamste bei Doméne N von Calmodulin, die den grofiten
Konturléngenzuwachs aufweist. Dies ist Konsistent mit Messungen an unterschiedlich
langen Ubiquitin-Konstrukten und Coiled-Coil-Peptiden und spiegelt den Einfluss der
in der Messanordnung auftretenden Elastizitdten auf die Faltung des Proteins wider
(95, 96].

® CaM Entfaltung ® CaM 128/144 Entfaltung

® CaM 38/118 Entfaltung
® CaM Faltung ® CaM 128/144 Faltung

e CaM 38/118 Faltung

Wabhrscheinlichkeit
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Abbildung 5.6:  Bestimmung der freien Energie von Calmodulin bei verschiedenen Untersuchungs-
geometrien nach dem Fluktuationstheorem von Crooks. Verteilungen der bei Ent-
faltung von Calmodulin aufgenommenen Arbeit (helle Farben) und bei Faltung frei
werdenden Arbeit (dunkle Farben) bei (A) CaM NC (14 Molekile, n = 72), (B)
CaM 128/144 (2 Molekiile, n =11) und (C) CaM 38/118 (7 Molekiile, n = 60).
Der Schnittpunkt beider Verteilungen entspricht der freien Energie des Proteins
(rote Kreise). Faltung von CaM 128/144 erfolgt bei der Ziehgeschwindigkeit von
100nm/s ohne nennenswerte Hystere. Die freie Energie wurde daher aus den Mit-
telwerten der Verteilungen berechnet.

Die aus dem Verhéltnis der kraftfreien Ratenkonstanten berechneten freien Energien
der Doménen N und C von CaM NC (siehe Tabelle 5.2) stimmen gut mit Ensemble-
Messungen iiberein (7,2 bzw. 11,4kgT) [97]. Zudem bestétigt sich, dass die N-terminale
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Doméne eine geringere freie Energie aufweist als Doméne C. Die Doméne C mit Di-
sulfidbriicke weist eine etwas groflere Energie auf als die disulfidfreie Doméne. Dies
ist konsistent mit der aus den kinetischen Parametern geschlossenen Stabilisierung der
verlinkten Doméne. Trotz der Ubereinstimmung der freien Energien mit den Ensemble-
Messungen sind die absoluten Werte der Faltungsraten moglicherweise mit einem rela-
tiv groflen Fehler behaftet. Dies ergibt sich aus einem Vergleich der freien Energien der
untersuchten Doménen, berechnet aus dem Verhéltnis der kraftfreien Ratenkonstanten,
mit der gesamten freien Energie der Konstrukte, die mit Hilfe des Fluktuationstheo-
rems von Crooks (Abbildung 5.6 und Abschnitt 3.2.2) bestimmt wurde (siehe Tabelle
5.2). So ist die Summe der Einzelenergien der Doménen von CaM NC kleiner als die
gemessene Gesamtenergie. Die freie Energie, die sich bei CaM 38/118 aus den extra-
polierten Raten ergibt ist dagegen verhaltnisméaflig grofl. Ein Grund dafiir liegt unter
anderem in der Ungenauigkeit der Federhértenkalibration der Kugeln (vgl. auch die
Abschitzungen in Anhang B.2). Zudem ist nicht vollsténdig sicher, ob die unterschied-
lichen Modelle, die zur Beschreibung der Faltungs- und Entfaltungsraten verwendet
wurden, zum richtigen Verhéaltnis der kraftfreien Raten extrapolieren. Auf der anderen
Seite ist der Fehler der iiber das Fluktuationstheorem von Crooks bestimmten Gesamt-
energie aufgrund des grofen Uberlapps zwischen den Arbeitsverteilungen bei 100 nm /s
relativ grofl (ca. 3kpT) [98]. Die Gesamtenergien von CaM NC, CaM 128/144 und CaM
38/118 stimmen gut iiberein. Dies ist zu erwarten, wenn man davon ausgeht, dass auch
bei Doméne C von CaM 128/144 die durch die Disulfidbriicke zusammengehaltene
Schleife und bei CaM 38/118 die unbelasteten Bereiche der Doménen vollstandig ent-
falten.

Freie Energie
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Abbildung 5.7:  Die Stiitzpunkte der Energielandschaft von Calmodulin bei einer Belastung mit 9
pN. Gezeigt sind die Energielandschaften von CaM NC' (dunkel- und hellrot) und
der Domdne C von CaM 128/144 (blau). Die Skizzen veranschaulichen die Kon-
formation des Proteins an den Minima der Energielandschaft.
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Energielandschaften von Calmodulin

Mit den Informationen iiber die Positionen der Ubergangsbarrieren und iiber die Ra-
tenkonstanten konnen die Stiitzpunkte der Faltungs-Energielandschaft des Calmodulin
konstruiert werden. Da die Ratenkonstanten und relativen Energien der Proteinkon-
formationen in der Ndhe von Fj/; im Vergleich zu den kraftfreien Ratenkonstanten
und der gesamten freien Energie sehr genau bekannt sind, wurden in Abbildung 5.7
die Energielandschaften von Calmodulin bei der Kraft F;/, = 9 pN der Doméne C dar-
gestellt. Es ist der wahrscheinlichere Entfaltungspfad aufgezeichnet, bei dem Doméne
N zuerst entfaltet. Zum Vergleich mit der nativen Doméne C ist zusétzlich die Ener-
gielandschaft der Doméne C des CaM 128/144 eingetragen. Abbildung 5.8 zeigt die
Energielandschaft des CaM 38/118 bei F/, = 18.8 pN.

Freie Energie
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Abbildung 5.8:  Die Stiitzpunkte der Energielandschaft von Calmodulin 38/118 bei einer Belastung
mit 18.8 pN. Die Skizzen veranschaulichen die Konformation des Proteins an den
Minima der Energielandschaft.

5.3 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurde mit Hilfe der optischen Pinzette die Faltung und Entfaltung
von Calmodulin bei mechanischer Belastung untersucht. Es zeigt sich, dass die beiden
Doménen bei der Entfaltung vertauschen koénnen, wobei die Entfaltung zu 60% mit
der N-terminalen Doméne beginnt. Der a-helikale Linker, der die beide Doménen mit-
einander verbindet, ist bis zu einer Kraft von ca. 6 pN noch gefaltet. Das Einfiihren
einer Disulfidbriicke in Doméne C fiihrt zu einer Stabilisierung der Doméne und das
Durchtauschen der Doménen wird verhindert. Zudem zeigen die Experimente, dass
sich Bereiche des Proteins, die nicht unmittelbar der angelegten Kraft ausgesetzt sind,
stabilisierend auf die belasteten Teile auswirken konnen. Die unterschiedlichen Entfal-
tungspfade der verschiedenen Konstrukte und die relativ grofien Distanzen zur Entfal-
tungsbarriere zeigen, dass Calmodulin ein weiches und flexibles Protein ist.
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Die hier vorgestellte Methode, mit der optischen Pinzette Faltung von Calmodulin zu
beobachten erlaubt es, die Calciumkonzentration iiber Calcium-Chelatoren wie EDTA
zu regulieren. Damit kann in weiterfithrenden Experimenten der Einfluss von Calcium
auf die Faltung und Stabilitédt des Proteins bei geringen Konzentrationen von Calcium,
die mit dem AFM bisher nicht zugénglich sind, gemessen werden.

In weiteren Experimenten bei konstantem Abstand der Fallenpotentiale sollte es moglich
sein, analog zu den in Kapitel 4 gezeigten Messungen, die Energielandschaft des Calm-
odulin direkt auszumessen. Wie die Stiitzpunkte der Energielandschaften in Abschnitt
5.2.2 andeuten, erwartet man fiir Doméne C des Calmodulin und CaM 38/118 eine
leicht asymmetrische Energielandschaft. Dagegen befindet sich bei CaM 128/144 bei
der Kraft F}/, die Barriere etwa in der Mitte der Reaktionskoordinate.

Im néchsten Abschnitt wird anhand von zwei Beispielen gezeigt, dass mit der opti-
schen Pinzette auch die Peptidbindung an Calmodulin sehr gut untersucht werden
kann.

Bindung von Signalpeptiden an Calmodulin

In Ensemble-Messungen kann die Bindungsenergie von Signalpeptiden an Calmodulin
gut ermittelt werden. Oft ist es jedoch schwierig, die genaue Stéchiometrie der Bin-
dung, die Assoziation zu einer bestimmten Doméne und den Einfluss der Peptide auf
die Faltung von Calmodulin (zum Beispiel das Auftreten von kooperativen Effekten)
zu bestimmen. Fiir diese Fragestellungen sind mechanische Messungen gut geeignet
[91, 92]. Hier wird am Beispiel des Calmodulin und der Target-Peptide skMLCK und
CaM CKK die Moglichkeit veranschaulicht, die Kinetik der Peptidbindung an Calm-
odulin direkt zu untersuchen.

In Abbildung 5.9A ist eine Kraft-Abstands-Kurve der Entfaltung und der Faltung
eines Konstruktes gezeigt, bei dem an den C-Terminus des CaM 38/118 (vgl. Abschnitt
5.2) das Signalpeptid skMLCK (skeletal muscle myosin light chain kinase) fusioniert
wurde (CaM 38/118 skMLCK). Man erkennt deutlich drei serielle Entfaltungsereignis-
se. Diese weisen mittlere Konturlingenzuwéchse von 5,2nm, 11,2nm und 9,3 nm auf.
Die mittlere Gesamtléinge des Konstrukts betragt 25,7 nm, was gut mit dem zu erwar-
tenden maximalen Konturlangenzuwachs von 27,3 nm fiir CaM 38/118 mit gebundenem
skMLCK iibereinstimmt?. Ein Vergleich der Konturlingenzuwiichse mit den Werten bei
CaM 38/118 ohne Peptid (siehe Tabelle 5.1) lasst den Schluss zu, dass bei CaM 38/118
skMLCK bei kleinen Kréften beide Doménen mit skMLCK assoziiert sind. Steigt die
Kraft an, wird zunéchst mindestens eine Doméne von skMLCK abgelost und der Linker
entfaltet. bei einem weiteren Kraftanstieg entfalten nacheinander die beiden Doménen.

3Fiir die Bestimmung des End-zu-End-Abstands des CaM 38/118 skMLCK wurde die Kristallstruktur
2BBN mit gebundenem Peptid verwendet



5.3: Zusammenfassung und Ausblick 63

Kraft (pN)

B
16

15

14

13

Kraft (pN)

12

11

10

Abbildung 5.9:
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Bindung von Calmodulin an skMLCK. (A) Kraft-Abstands-Kurve der Entfaltung
(hellgrin) und Faltung (dunkelgriin) eines CaM 38/118 skMLCK-Proteins. Die
Skizze veranschaulicht die Struktur des Konstrukts. (B) Kraft-Zeit-Aufnahme des
CaM 38/118 skMLCK. Man erkennt Uberginge zwischen dem vollstindig gefalteten
Konstrukt, dem Calmodulin ohne gebundenes Peptid und einem Zustand mit einer
entfalteten Calmodulin-Domdne.

Bei konstanten Fallenpositionen und einer Kraft um ca. 13 pN kann das Binden und
Ablosen des skMLCK-Peptids beobachtet werden (Abbildung 5.9B). Auf diese Weise
ist die Kinetik der Peptidbindung an Calmodulin direkt zugénglich. Bei der in Abbil-
dung 5.9B gezeigten Aufnahme bindet skMLCK mit ko, = 3,25~ und 16st sich mit
kog = 41,957 ! von einer Doménde des Calmodulin.
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Abbildung 5.10:
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Bindung von Calmodulin an CKK. (A) Kraft-Abstands-Kurve der Entfaltung
(hellrot) und Faltung (dunkelrot) eines CaM CKK-Proteins. Die Skizze veran-
schaulicht die Struktur des Konstrukts. (B) Kraft-Zeit-Aufnahme des CaM CKK
mit Ubergingen zwischen dem vollstindig gefalteten Konstrukt, dem CaM CKK
mit teilweise entfaltetem Peptid und Linker und dem CaM CKK mit einer entfal-
teten Calmodulin-Domdne.
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Abbildung 5.10 zeigt ein weiteres Beispiel der Bindung eines Peptids, CKK (Cal-
modulin-dependent kinase kinase) an CaM. In diesem Fall wurde CKK in die Linker-
Sequenz des CaM integriert (Konstrukt CaM CKK). Im Vergleich zu nativem CaM
NC ist CaM CKK deutlich stabilisert und entfaltet bei Kraften um ca. 15 pN. Vor der
Entfaltung jeder Domiine sind schnelle Ubergéinge beobachtbar, die dem Ablosen einer
Calmodulin-Doméne von CKK zugeordnet werden konnen [92].

In einer Fortsetzung dieser Experimente kann anhand der Konturlangenzuwéchse
der Kraft-Abstands-Kurven der Bindungsmodus eines Peptids genau bestimmt wer-
den. Uber Kraft-Zeit-Aufnahmen bei verschiedenen Vorspannungen lisst sich die Bin-
dungskinetik der Peptide als Funktion der Kraft und damit die Energielandschaft der
Peptidbindung ausgemessen. Die gezeigten Experimente lassen sich sehr einfach auf
andere Peptide, wie die schweren Ketten von Myosin oder die Death-associated protein
kinase (DAP-Kinase), verallgemeinern.



65

Kapitel 6

Die Asymmetrie des molekularen
Motors Myosin-V

In diesem Kapitel wird zunéchst kurz auf den Hintergrund des molekularen Motors
Myosin-V und das Verhalten des nativen, doppelkopfigen Molekiils eingegangen. An-
schlieend werden Experimente zur richtungsabhéngigen Stabilitdt der Myosin-V /Aktin-
Bindung vorgestellt, die an einzelképfigen Mutanten des Motors vorgenommen wurden.

6.1 Der native, doppelképfige Motor

Myosin-V gehort zur Myosin-Familie molekularer Motoren, die iiber fiinfzehn Mitglie-
der mit teilweise stark konservierter Motordoméne enthélt [99]. Abbildung 6.1 zeigt

Abbildung 6.1:  Die Struktur des molekularen Motors Myosin-V. Das Bild st eine Montage und frei
aus [100] ibernommen.
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eine schematische Abbildung der Struktur des Motors. Zwei identische Polypeptidket-
ten bilden an ihrem N-Terminus jeweils eine Motordoméne (Kopf) aus, deren Struktur
durch Rontgenkristallographie atomar aufgelost werden konnte [101, 102]. Die Motor-
doméne besteht aus mehreren Untereinheiten, die die Aktin- und ATP-Bindungsstellen
enthalten und sich wihrend des chemomechanischen Zyklus (siche Abschnitt 6.1.1) re-
lativ zueinander verschieben. An die Motordoméne schlief3t sich iiber eine als Converter
bezeichnete Struktur eine a-helikale Region an, die den Hals oder Leverarm des Myosin-
V bildet. Die a-Helix wird durch sechs leichte Ketten (Calmoduline) stabilisiert, die an
sogenannte IQ-Motive binden. Uber diese Bindungen kann die Funktion von Myosin-V
reguliert werden [103]. Motordoméne und Leverarm sind zusammen etwa 30 nm lang.
Die beiden Polypeptidketten dimerisieren nach der Hals-Region iiber eine Coiled-Coil-
Struktur. An ihrem C-Terminus bilden sie eine globuldre Doméne aus (nicht gezeigt),
iiber die der Motor Vesikel und Membranen binden kann.

Myosin-V kommt in vielen eukaryotischen Zellen vor, wo es verschiedene Aufgaben
iibernimmt: es transportiert Organellen, Vesikel und Pigment-Partikel, verteilt mRNA
und hilft bei der Zellteilung [104, 105]. Dabei folgt Myosin-V der Verteilung des Aktin-
Netzwerks, operiert also hauptséchlich an der Peripherie der Zelle. Das gemeinsame
Auftreten von Kinesin und Myosin-V auf den selben Vesikeln sorgt fiir den nahtlosen
Ubergang zwischen mikrotubuli- und aktinbasiertem Transport [106, 107].

Die Aufgaben von Myosin-V im Vesikel-Transport lielen vermuten, dass es sich,
im Gegensatz zum Muskelprotein Myosin-II, um einen prozessiven Motor handelt, der
viele aufeinanderfolgende Schritte machen kann ohne von Aktin abzulésen. Kinetische
Untersuchungen bestétigten, dass Myosin-V die meiste Zeit eines chemischen Zyklus
fest an Aktin gebunden ist, also einen hohen , duty-ratio“ besitzt [108]. Mit der opti-
schen Falle und durch Fluoreszenzmessungen konnte die Prozessivitéit direkt bestétigt
werden [109, 110].

6.1.1 Der chemo-mechanische Zyklus bei niedrigen Kriften

Auf der Grundlage erster biochemischer [108] und mechanischer [109] Untersuchun-
gen wurde von Rief et al. ein Modell zum chemo-mechanischen Zyklus des Motors
vorgeschlagen [111]. Es wurde in nachfolgenden Experimenten bestétigt und weiter
verfeinert. Abbildung 6.2 veranschaulicht den Zyklus.

Im Ausgangszustand (Zustand I in Abbildung 6.2) ist der Motor mit beiden Armen
an Aktin gebunden, und beide Nukleotidbindungsstellen sind mit ADP besetzt. Unter
sittigenden ATP Bedingungen ist das Loslosen von ADP vom hinteren Kopf (Uber-
gang in Zustand II) ratenlimitierend [108, 111]. Fluoreszenzexperimente [112] und Ex-
perimente an einzelkopfigen Konstrukten [113, 114] weisen darauf hin, dass Spannung
zwischen beiden Armen das Loslésen von ADP im hinteren Arm beschleunigt und
damit den chemischen Zyklus beider Kopfe koordiniert (dargestellt durch die leichte
Kriimmung der Leverarme). Das Binden von ATP an den hinteren Kopf lidsst diesen
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Abbildung 6.2: Schema des chemomechanischen Zyklus von Myosin-V. (I) Unter nativen Bedin-
gungen verweilt der Motor die meiste Zeit in einem Zustand, in dem beide Kopfe
ADP gebunden haben. (IT) Intramolekulare Spannung koordiniert das Ablosen des
ADP vom hinteren Kopf. (III) ATP binden lést den hinteren Kopf von Aktin und
ermdglicht den Powerstroke des vorderen Arms. Die Hydrolyse von ATP erfolgt
schnell, der ehemals hintere Kopf bindet schwach an Aktin. (I') Ablésen von Pi
ermdglicht eine festere Bindung des vorderen Kopfs an Aktin und fihrt zum Auf-
bau intramolekularer Spannung. Der Zyklus beginnt von vorn.
D: ADP, D*: Lever Arm vor Powerstroke; Pi: anorg. Phosphat

von Aktin abdissoziieren. Dies ermoglicht einen Kraftschlag (Powerstroke) des vor-
deren Arms, der den hinteren Arm in (+)-Richtung des Aktins bringt (Zustand III).
Der nun vordere Kopf bindet nach einer diffusiven Suche an eine Bindungsstelle 36 nm
weiter ans Aktinfilament [115, 116]. Die Hydrolyse von ATP erfolgt schnell [108], und
man vermutet, dass das Binden des Kopfs mit dem Loslassen von Phosphat zusam-
menfillt [112] (Ubergang in Zustand I’). Der Motor befindet sich nun wieder in seiner
Ausgangskonformation. Man misst eine starke Kopplung zwischen chemischem und
mechanischem Zyklus [117], d.h. fiir jeden Schritt wird ein Molekiil ATP hydrolysiert.

Wenn Myosin-V an Pyrene-Aktin bindet, wird der Farbstoff gequenscht [118], wobei
die Bindung umso stérker ist, je weniger der Farbstoff fluoresziert. Auf diese Weise las-
sen sich mehrere unterschiedlich stark gebundene Zusténde der Myosin-Aktin Bindung
identifizieren [108, 112], die in Abbildung 6.2 durch die Offnung eines Spalts im Myo-
sinkopf dargestellt sind. Demnach ist die Affinitdt zu Aktin eines Kopfs in pre-stroke
Konformation und gebundenem ADP (Zustand I und II) grofler als die, wenn ADP und
Phosphat gebunden sind (Zustand III). Die Stérke der Bindung nimmt vermutlich mit
dem Powerstroke-Ubergang des Kopfes weiter zu [112] (hinterer Kopf des Myosin in
Zustand I, IIT und T’).

Unter séttigenden ATP-Bedingungen wartet der Motor die meiste Zeit in Zustand I.
Aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen lésst sich ersehen, dass sich in diesem Zu-
stand der hintere Kopf in einer post-stroke Konformation und der vordere Kopf in einer
pre-stroke Konformation befindet [119, 120]. Es ist bisher allerdings noch nicht genau
geklért, ob es eine weitere Konformation von Myosin-V gibt, bei dem der vordere Kopf
bereits den Powerstroke durchgefiihrt hat.

Das Modell sagt eine Hand-iiber-Hand-Bewegung des Motors voraus. Dieser Bewe-
gungsmodus konnte in verschiedenen Fluorszenzexperimenten, bei denen ein oder beide
Kopfe mit einem Farbstoff markiert waren, direkt nachgewisen werden [121, 122, 117].

Die Dynamik des Powerstroke konnte in einem Experiment abgeschétzt werden, bei
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dem die Lichtstreuung von einer an den Motor gebundenen Polystyrolkugeln gemessen
wurde [123]. Diese Technik ermdoglicht eine sehr gute Zeitauflosung. Der Hauptschritt
von ~23nm erfolgt demnach innerhalb weniger us (< 160 pus). Daran schlieit sich die
diffusive Suche des vorderen Arms an, dessen Bindung den Motorschwerpunkt weitere
~8nm verschiebt und mit einer Zeitkonstante im Millisekundenbereich erfolgt. Eine
dhnliche Messung, bei der ein Gold-Nanopartikel an einen Arm gebunden war, bestéatigt
die zeitliche Abfolge des Schrittes [124].

6.1.2 Das Ratschen-Verhalten unter hohen Kraften

Werden an Myosin-V Krifte angelegt, die die Anhaltekraft von ~2pN {ibersteigen,
zeigt der Motor ein interessantes Verhalten. Bei Belastung in Riickwértsrichtung ist
der Motor in der Lage prozessiv riickwérts zu laufen [116, 125]. Die Geschwindigkeit
der Schritte ist unabhéngig von ATP. Es sind sogar Riickwirtsschritte moglich, wenn
kein ATP in der Losung ist. Im Gegensatz dazu sind ATP-freie Vorwértsschritte sehr
selten. Die Moglichkeit, Schritte des Motors auf mechanischem Wege in eine Richtung
zu induzieren, wéhrend er in der anderen Richtung blockiert (sieche Abbildung 6.3),
erinnert an das Verhalten einer mechanischen Ratsche [125].

5 pN riickwarts -10 pN vorwarts 5 pN riickwarts -10 pN vorwarts

Distanz (nm)

50 nm

Zeit (s)

Abbildung 6.3:  Das Ratschenverhalten von Myosin-V. In Abwesenheit von ATP konnen Riickwdrts-
schritte (blau unterlegt) mechanisch induziert werden, wihrend der Motor bei Be-
lastung in Vorwdirtsrichtung (griin unterlegt) blockiert. Die Abbildung wurde aus
[125] entnommen.

Eine Untersuchung der Vorwirtsschritte unter hohen Kriften zeigt, dass sie der
gleichen ATP-Abhéngigkeit folgen wie unter niedrigen Kréften. Eine hohe duflere Kraft
fithrt allerdings zu einer geringen Beschleunigung. Im Gegensatz dazu zeigt sich der
andere, kraftinduzierte Mechanismus der Riickwértsschritte auch in einer grofien Kraft-
abhéngigkeit. Insgesamt kann man fiir das Verhalten des mit zwei Kopfen an Aktin
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gebundenen Motors in Abwesenheit von ATP die in Abbildung 6.4 gezeigte asymme-
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Abbildung 6.4:  Asymmetrische Energielandschaft des doppelképfigen Myosin-V gebunden an Aktin.
Die Abbildung wurde aus [125] entnommen.

Fiir die Riickwértsschritte von Myosin-V unter hoher Kraft und in Abwesenheit
von ATP wurde das in Abbildung 6.5 dargestellte Modell vorgeschlagen [125]. Tm Aus-
gangszustand (Zustand I in Abbildung 6.5) ist der Motor mit beiden Armen an Aktin
gebunden. Der hintere Arm nimmt eine stark an Aktin gebundene post-stroke, der vor-
dere Arm eine schwicher gebundene pre-stroke Konformation ein', konsistent mit der
héufigsten in elektronenmikroskopischen Aufnahmen beobachteten Konformation [119].
Anlegen einer hohen Kraft fithrt zum Ablosen des vorderen Arms und einer anschlieffen-
den Umkehr der mit dem Powerstroke verbundenen Konformationsiibergénge im hinte-
ren Arm (Zustand II). Bei dieser Konformationsénderung werden vermutlich zum nati-
ven Powerstroke in Vorwértsrichtung analoge Konformationen umgekehrt durchlaufen,
auch wenn keine Nukleotide gebunden haben. Mit der Anderung der Leverarmkonfor-
mation ist eine Konformationsédnderung der Aktin-Bindungsstelle verbunden. Der nun
vordere Arm befindet sich nach einem Riickwértsschritt in einer pre-stroke Stellung,
mit geringer Affinitdt zu Aktin (ZustandI’). Der nun hintere Arm nimmt die natiirli-
che ATP-freie post-stroke Konformation ein und bindet 36 nm weiter hinten mit hoher
Affinitdt ans Aktinfilament.

Die Experimente an doppelképfigem Myosin-V legen die Umkehr des Powerstroke
im Zuge eines Riickwértsschritts nahe. Dies konnte aber nicht direkt gezeigt werden.
Im Folgenden werden Experimente vorgestellt, die die Wirkung einer dufleren, direkt
am Leverarm eines einzelnen Myosinkopfs anliegenden Kraft genauer untersuchen.

1 Vergleiche die Diskussion zur Aktinaffinitéit in Abschnitt 6.1.1.
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Abbildung 6.5:  Modell der Riickwirtsschritte von Myosin-V unter hoher Kraft. (1) Zu Beginn ei-
nes Rickwdrtsschritts nimmt der hintere Kopf eine stark an Aktin gebundene post-
stroke Konformation ein, der vordere Kopf befindet sich in einer pre-stroke Konfor-
mation, die unter Rickwdrtsbelastung leicht ablist. (II) Nach Ablisen des vorderen
Kopfs fiihrt eine Rickwdrtskraft zur Umkehr der mit dem Powerstroke verbunde-
nen Konformationsiiberginge im an Aktin gebundenen Kopf. Insbesondere dndert
sich die Affinitit dieser Motordomdne zu Aktin. (I') Der nun hintere Kopf nimmt
die natiirliche ATP-freie post-stroke Konformation ein und bindet stark an Aktin.
Der nach dem Riickwdirtsschritt vordere Kopf ist in pre-stroke Stellung, die weitere
kraftinduzierte Rickwdrtsschritte ermdglicht.

6.2 Experimente an einzelk6pfigem Myosin-V

Im Folgenden werden Experimente an einzelkopfigem Myosin-V vorgestellt. Der Ein-
fluss einer dufleren Kraft auf den chemomechanischen Zyklus einzelképfiger Konstrukte
wurde bereits untersucht [114, 126, 127]. Ausgangspunkt fiir die Experimente in dieser
Arbeit war die Frage, wie das Molekiil mechanisch in Abwesenheit von ATP reagiert,
wenn eine duflere Kraft direkt an einem der Leverarme angreift. Es wurden zwei Mutan-
ten des Myosin-V Kopfs untersucht, die sich in der Lénge des Leverarms unterschieden,
um festzustellen, ob eine Rotation des Leverarms auftritt [128].

6.2.1 Design der Experimente

Um eine verdnderliche duflere Kraft an den Leverarm eines Myosin-V Kopfes anzule-
gen, wurde die optische Pinzette (vgl. Kapitel 2) verwendet. Ein Schema der experi-
mentellen Anordnung ist in Abbildung 6.6 abgebildet. Das Molekiil wurde spezifisch
mit dem Ende des Leverarms an eine Polystyrol-Kugel angebunden. Die Kugel wurde
in der optischen Pinzette gefangen und iiber einem an der Oberléche einer Probenkam-
mer fixierten fluoreszenzmarkierten Aktinfilament positioniert. Anschliefend wurde die
Kugel mit konstanter Geschwindigkeit in beide Richtungen entlang des Aktinfilaments
verfahren (siehe Abschnitt 6.2.2). Sobald ein Motor gebunden hatte, stieg die Kraft
bis zum Ablosen des Motors an. Um die Richtung der Kraft zu bestimmen, wurde
das (4)-Ende des Aktinfilaments mit einem zweiten Farbstoff markiert. Im Folgenden
werden die verwendeten Konstrukte des Myosin-V, die spezifische Anbindung und die
richtungsmarkierten Aktinfilamente genauer vorgestellt. Ausfiihrliche Protokolle zur
Beschichtung der Kugeln und Polymerisation bzw. Anbindung der Aktinfilamente sind
in Anhang C gegeben.
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Abbildung 6.6:  Skizze der Experimente an einzelképfigem Myosin-V. Die Pfeile geben die Richtung
der Kraft an, die tber die optische Pinzette zwischen dem Kopf des Myosins und
dem Aktinfilament anliegen.

Myosin-V Konstrukte mit unterschiedlicher Linge des Leverarms

Fiir die Experimente wurden zwei Mutanten mit jeweils unterschiedlicher Lange des
Leverarms verwendet. Tabelle 6.1 enthélt eine Ubersicht iiber die strukturellen Eigen-
schaften beider Konstrukte. Das Konstrukt MV-61Q besteht aus der Motordoméne und
der natiirlichen Anzahl von sechs Bindungsstellen von Calmodulin (IQ-Motive). Das
Konstrukt MV-4IQ enthélt neben der Motordoméne vier IQ-Motive. Bei beiden Mu-
tanten wurde ein gelb fluoreszierendes Protein (YFP) im Anschluss an die IQ-Motive
an das C-terminale Ende der Aminosidurekette fusioniert. Das YFP dient zur spezifi-
schen Anbindung der Molekiile an Polystyrol-Kugeln iiber anti-GFP Antikorper. Der
zur spezifischen Anbindung an Kugeln verwendete monoklonale Antikérper bindet an
die Aminosduren 132-144 des griin fluoreszierenden Proteins (GFP). Diese befinden
sich auf der dem N-terminus gegeniiberliegenden Stirnseite der Fass-Struktur. Die Po-
sition dieser Aminosduren ist im YFP konserviert.

Konstrukt | Anzahl IQ-Motive | Lénge des Leverarms * (nm)
MV-61Q 6 26
MV-41Q 4 17

Tabelle 6.1:  Strukturelle Figenschaften der einképfigen Myosin-V Mutanten.
@ Die Lingen sind abgeschitzt aus [119]

Aktinfilamente mit farblich markiertem (+)-Ende

Da die Experimente an einzelkopfigem Myosin-V ohne ATP durchgefiihrt wurden,
konnte die Richtung der Aktinfilamente nicht aus der Richtung des Myosinkraftschlags
abgeleitet werden. Um die Richtung der Aktinfilamente dennoch bestimmen zu kénnen,
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Abbildung 6.7:  Richtungsmarkiertes Aktin. (A) FITC-Filter; man erkennt die Polymerisations-
keime mit atto-488 Aktin und Gelsolin. (B) Rhodamin-Filter; man erkennt die
Rhodamin-markierten Aktinfilamente. (C) Uberlagerung der FITC- und Rhodamin-
Intensitit; fast jedes Aktinfilament hat ein markiertes (+)-Ende. Atto-488 wurde
rot statt blau dargestellt, um den Kontrast zu erhohen.

wurde ihr (+)-Ende mit einem kovalent gebundenen Farbstoff markiert. Das Protokoll
lehnt sich an ein bereits verdffentlichtes Protokoll an [129]. Kurze Aktinfilamente wur-
den in Anwesenheit von Gelsolin polymerisiert. Gelsolin bindet an das (+)-Ende des
Filaments, so dass dieses nur in Richtung des (—)-Endes wachsen kann. Ein Teil des
verwendeten G-Aktins war dabei kovalent mit dem Farbstoff atto-488 markiert. Diese
kleinen, ca. 30-100 nm langen Endstiicke wurden anschliefend als Polymerisations-
keime verwendet. Die am (—)-Ende wachsenden Filamente wurden mit Rhodamin-
Phalloidin stabilisiert und fluoreszent markiert. Das Verhéltnis der Keime zu Aktin-
Monomeren wurde so gewéhlt, dass die fertigen Filamente mehrere Mikrometer lang
wurden und fast alle ein farblich markiertes (+)-Ende aufwiesen. Abbildung 6.7 zeigt
die Fluoreszenz-Aufnahme einer typischen Probe mit einer Anregung bei 473 nm sowie
532nm und die Uberlagerung beider Farben.

6.2.2 Asymmetrie der Abriflereignisse zwischen Myosinkopf
und Aktin

Die einkopfigen Myosin-V Mutanten wurden sowohl in Vorwértsrichtung (in Richtung
des Kraftschlags, Richtung (+)-Ende des Aktinfilaments) als auch in Riickwértsrich-
tung belastet. Dafiir wurde das auf der Oberfléche fixierte Aktinfilament mit Hilfe des
Piezotischs mit konstanter Geschwindigkeit verfahren. Abbildung 6.8 zeigt typische
Verldufe der gemessenen Kraft als Funktion der Zeit bei einer Geschwindigkeit von
+ 87 nm/s fiir MV-61Q und MV-41Q). Die Kraft steigt an, sobald ein Motorkopf bindet.
Nach Ablosen des Kopfs von Aktin féllt die Kugel wieder ins Fallenzentrum zuriick
und fluktuiert um den Nullpunkt, bis wieder ein Kopf bindet.

Vergleicht man die Abrisskréfte in Vorwérts- und Riickwértsrichtung, erkennt man
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Abbildung 6.8:  Kraft-Zeit Graphen von MV-61Q (links) und MV-4IQ (rechts) bei Belastung des
Motors in Vorwdirtsrichtung (griin hinterlegt) und Riickwdrtsrichtung (blau hinter-
legt). Die Experimente wurden in Abwesenheit von ATP durchgefiihrt.

deutlich ein asymmetrisches Verhalten. Bei beiden Myosin-V Konstrukten wird der
Kopf bei Belastung in Riickwértsrichtung bei kleineren Kriften abgeldst als in Vorwérts-
richtung.

Fiir eine quantitative Untersuchung der Abrisskrifte wurde aus der Kraft-Zeit-
Kurve die Auslenkung der Kugel aus dem Fallenzentrum herausgerechnet, um eine
Kraft-Ausdehnungs-Kurve zu erhalten. Anschliefend wurde an den ansteigenden Teil
der Kraftkurve ein Worm-like-Chain-Modell (WLC, siehe 3.1 in Kapitel 3) angepasst,
um den nichtlinearen Kraftanstieg zu beriicksichtigen. An den abfallenden Teil der
Kraft wurde eine Gerade angepasst. Der Schnittpunkt aus WLC und Gerade ergab die
Abrisskraft des Bindungsereignisses.

In Abbildung 6.9 sind Histogramme der Abrisskréafte von MV-61Q und MV-41Q je-
weils bei Belastung in Vorwirts- und Riickwértsrichtung abgebildet. Wie in den direk-
ten Daten sieht man deutlich die Asymmetrie der Abrisskraftverteilungen. In Vorwérts-
richtung sind die Verteilungen breit um -4 pN gestreut und unterscheiden sich kaum
zwischen beiden Konstrukten. In Riickwértsrichtung dagegen sind die Verteilungen
schmal und deutlich unterschiedlich fiir die beiden Konstrukte. Bei MV-41Q ist die
Veteilung der Abrisskrifte breiter und zu hoheren Kréften verschoben als bei MV-61Q).

Um die Abrisskraftverteilungen theoretisch zu beschreiben, wurde ein Zwei-Zustands-
Modell fiir das Ablosen von Aktin angenommen (sieche Kapitel 3.3.1) [48, 130]. In diesem
Modell wird das Ablosen durch zwei Parameter beschrieben, die Ratenkonstante des
Ablosens im kraftfreien Fall ky und die Distanz zur Barriere in der Energielandschaft
des Ablosens Az* (Bindungslinge). Bei wachsenden Kréften ist die Wahrscheinlichkeit
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Abbildung 6.9:  Verteilungen der Abrisskrifte von MV-61Q (gefiillte Symbole) und MV-41Q (offene
Symbole) bei Belastung in Rickwdrtsrichtung (Kreise) und Vorwdrtsrichtung (Drei-
ecke). Die Verteilungen wurden mit Hilfe eines Zweizustands-Modells beschrieben
(durchgezogene Linien, siehe Tabelle 6.2).

P(F) eine Abrisskraft ' zu messen gegeben durch
F
P(F)=1—exp (—/ koexp (F'Az* /kpT) | F'(F) dF’> (6.1)
0

(kp: Boltzmannkonstante; T absolute Temperatur) [48]. Die Ladungsrate F(F), die
die Anderung der belastenden Kraft beschreibt, ist bei den Experimenten mit konstan-
ter Geschwindigkeit aufgrund der nichtlinearen Elastizitdt des Aktin-Myosin-Kugel-
Systems abhéingig von der momentanen Kraft. Sie entspricht in den Kraft-Zeit-Kurven
der Steigung unmittelbar vor einem Abriss. Bei der Berechnung der theoretischen Ab-
risskraftverteilung dP(F')/dF, die an die gemessenen Verteilungen angepasst werden
kann, muss die kraftabhéngige Ladungsrate F (F) berticksichtigt werden. Dafiir wurde
eine Fit-Funktion geschrieben, die aus allen gemessenen Ladungsraten eine mittlere
Wahrscheinlichkeit P(F) berechnete, bevor diese nach der Kraft abgeleitet wurde um
die Abrisskraftverteilung zu erhalten (siehe Anhang C.4). Als Fehler in den Abrisskraft-
verteilungen wurde ein statistischer Fehler der GroBe v/n (n: Anzahl der Datenpunkte
eines Bins) verwendet. Die Fehler der Fitvariablen setzen sich aus statistischen Feh-
lern und aus Abweichungen der Werte bei unterschiedlichen Bingréflen zusammen. Das
Ergebnis der Analyse ist in Tabelle 6.2 und Abbildung 6.10 zusammengefasst.

Konstrukt Riickwiartskraft Vorwartskraft

Fabr PN)  Ax* (nm)  krw,o (1) N [ Fape PN)  Ax* (nm)  kyw,o (571) N
MV-61Q 1,7+01 81+02 009F0,01 457 | 42+02 22+02 0,12F00l 288
MV-4IQ 2,6 0,1 5,56 + 0,2 0,07 &+ 0,01 326 3,6 £ 0,3 2,24+ 0,3 0,13 4+ 0,01 46

Tabelle 6.2:  Charakteristische Parameter der Myosin-V - Aktin Bindung.

Es zeigt sich, dass die Bindungsléngen in Riickwértsrichtung wesentlich gréfer
sind (Faktor 4 fiir MV-61Q) als in Vorwértsrichtung. Zudem ist die Bindungslénge
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in Riickwértsrichtung fiir beide Konstrukte verschieden, wiahrend dies in Vorwértsrich-
tung nicht der Fall ist.

Die Bindungslidnge in Riickwértsrichtung ist mit ~8nm fiir MV-61Q und ~ 5.5 nm
fiir MV-4IQ ungewohnlich grof. Diese Distanzen entsprechen ca. einem Drittel der
Lénge, die den Kraftschlag des entsprechenden Konstrukts ausmacht [115, 131, 132]. Im
Vergleich dazu sind typische Léangen fiir Protein-Protein-Bindungen fast eine Gréfien-
ordnung kleiner [133]. Die Bindungslinge kann daher nicht ausschlielich auf das Auf-
brechen intermolekularer Bindungen zuriickgefiihrt werden. Stattdessen muss eine grofie
strukturelle Anderung mit dem Ablosen des Myosinkopfs von Aktin verbunden sein.
Betrachtet man die Bindungslédngen in Riickwértsrichtung fiir beide Konstrukte ge-
nauer, stellt man fest, dass sie proportional zur Anzahl an 1Q-Motiven des Konstrukts
ist (siehe linker Graph in Abbildung 6.10). AuBerdem sinkt die wahrscheinlichste Ab-
risskraft mit wachsender 1Q-Anzahl. Dieses Verhalten erinnert an das Hebelgesetz und
lasst vermuten, dass der Leverarm bei der strukturellen Verdnderung bei Belastung in
Riickwértsrichtung eine Rolle spielt.
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Abbildung 6.10:  (A) Distanz zur Ablésebarriere (Bindungslinge) von MV-61Q und MV-41Q (gefiill-
te Symbole) als Funktion der Anzahl IQ-Motive fiir Belastung in Vorwdrts- (griin)
und Riickwdrtsrichtung (blau). (B) Wahrscheinlichste Abrisskraft der Myosin-
Konstrukte. Die offenen Symbole geben die Bindungslinge und wahrscheinlichste
Abrisskraft von Myosin-II unter rickwirtiger Belastung an (aus Ref. [134]).

In fritheren Experimenten wurde von Nishizaka et al. das Ablosen von einzel-
nen ATP-freien Myosin-IT Molekiilen von Aktin gemessen [134, 135]. Bei diesem dop-
pelkopfigen Motor mit zwei 1Q-Motiven bindet meistens jeweils nur ein Kopf. Die
Messungen fanden unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen statt: der Motor
wurde in Riickwértsrichtung und bei einer konstanten Geschwindigkeit von 100 nm/s
belastet. Wie Abbildung 6.10 zeigt, setzt der kleinere Myosin-II Motorkopf die hier
beobachteten Abhéngigkeiten von Bindungsldnge und Abrisskraft von der Anzahl an
IQ-Motiven fort. Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine wichtige Rolle des Leverarms
auf das Ablosen zwischen Myosinkopf und Aktin in Riickwértsrichtung.
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Im Gegensatz zur Riickwértsrichtung ist die Bindungslange bei Belastung in Vorwérts-
richtung bei beiden Konstrukten MV-61Q und MV-41Q) gleich (sieche Abbildung 6.10A)
und mit ~2nm im oberen Grenzbereich gemessener Protein-Barrierenldngen [136].
Auch die Abrisskraft beider Konstrukte ist anndhernd konstant. In dieser Belastungs-
richtung scheint die Lénge des Leverarms keine grofle Bedeutung zu haben.

Aus den unterschiedlichen Bindungsldngen in Vorwérts- und Riickwértsrichtung
lasst sich eine Energielandschaft ableiten. Diese ist in Abbildung 6.11 schematisch dar-
gestellt und verdeutlicht die Asymmetrie des Abloseverhaltens unter Kraft. Aufgrund
der sehr dhnlichen Ratenkonstanten fiir das Ablésen ohne Belastung (siche Tabelle 6.2)
sind die nétigen Aktivierungsenergien in beiden Richtungen dhnlich grofl. Das asymme-
trische Verhalten kommt fast ausschliefSlich durch die unterschiedlichen Bindungsléngen
zustande. Die Schemazeichnungen des Motors in Abbildung 6.11 geben eine mogliche
strukturelle Erklarung der Asymmetrie wieder. Diese werden im folgenden Abschnitt
néher besprochen.

\"L =L /

Freie Energie (a.u.)

Distanz (nm)

Abbildung 6.11:  Schematische Darstellung der Energielandschaft fiir die Abrissereignisse zwi-
schen Myosinkopf und Aktinfilament. Das asymmetrische Abrissverhalten wird
hauptsichlich durch unterschiedliche Distanzen zur Ubergangsbarriere bestimmd.
Die Skizzen der Motorkonformation geben eine mdgliche strukturelle Erkldrung
der Asymmetrie wieder (siehe Abschnitt 6.2.3). Inset: Skizze zur Geometrie der
Myosin-Konstrukte.

6.2.3 Ein Modell zur Erklirung der Asymmetrie

Eine natiirliche Ursache des asymmetrischen Verhaltens der Abrissereignisse liegt in der
asymmetrischen Geometrie des ATP-freien, an Aktin gebundenen Myosin-V Kopfs. Wie
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mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen festgestellt wurde, schlieft der Leverarm
in diesem Fall einen Winkel von ~40° mit der (4)-Richtung des Aktinfilaments ein
[119]. Vorwértskrafte wirken daher ndherungsweise in Richtung des Leverams, wéhrend
Riickwértskréfte unter einem groflen Winkel am Leverarm angreifen.

Zwei unterschiedliche Modelle konnen die Abhédngigkeit der Abrisskraft von der
Leveramlange erklidren. Sie sind schematisch in Abbildung 6.12 dargestellt. Im ers-
ten Modell (Modell A) wird das Myosin-V Konstrukt durch die Riickwértskraft von
einer post-stroke Konformation in eine pre-stroke Konformation iiberfiihrt, der Kraft-
schlag also zuriickgedreht (vgl. Abschnitt 6.1.1). Das Modell geht davon aus, dass mit
der Position des Leverarms auch die zum natiirlichen Kraftschlag gehérenden Konfor-
mationsinderungen der Motordoméne entsprechend riickwirts durchlaufen werden?.
Fluoreszenzmessungen haben ergeben, dass die Affinitdt von Myosin-V zu Aktin von
der Konformation der Motordoméne abhéngt und im pre-stroke Zustand schwécher
ist als im post-stroke Zustand [108, 112] (vgl. die Diskussion in Abschnitt 6.1.1). Ein
durch die duflere Kraft bewirktes Umdrehen des Kraftschlags und der damit verbun-
denen Konformationen der Motordoméne fithrt damit zu einem schnellen Ablésen des

Motorkopfs von Aktin.
A\l
—

Abbildung 6.12:  Modelle fir die Asymmetrie des einkipfigen Myosin-V. (A) Modell der
Kraftschlag-Umkehr. Die am Ende des Leverarms anliegende Kraft bewirkt tiber ei-
ne Konformationsinderung in der Motordomdne eine kleinere Affinitit zu Aktin.
(B) Modell des Abdrehens von Aktin. Leverarm und Motordomdne werden gleich-
zeitig gedreht und verstirken Abrisskrifte und Bindungslingen an der Myosin-
Aktin Oberfliche. Rote Stibe symbolisieren starke (durchgezogen) oder schwache
Bindungen (gestrichelt).

Im zweiten Modell (Modell B) wird nicht nur der Leverarm gedreht, sondern zu-
sammen mit ihm auch die Motordoméne. Beide Elemente bleiben starr miteinander
verbunden. Das fithrt zu einem Abdrehen des Myosinkopfs vom Aktinfilament. Bin-

2Da in den Experimenten keine Nukleotide verwendet wurden, weichen die Konformationen der Mo-
tordoméne moglicherweise von den Kristallstrukturen in Anwesenheit von Nukleotiden ab.



78 KAPITEL 6. Die Asymmetrie des molekularen Motors Myosin-V

dungslidngen der Bindungen an der Myosin-Aktin Grenzfliche werden durch die Hebel-
wirkung des Leverarms vergrofert und die zum Reiflen der Bindungen nétigen Kréfte
herabgesetzt. Wichtig ist, dass eine Verbiegung des Leverams allein die groflen Bin-
dungslidngen in Riickwértsrichtung nicht erkldren kann. Eine Verbiegung wiirde nur zu
einer grofleren Elastizitéit des Myosin-Aktin-Kugel-Systems beitragen und nicht in die
Bindungsldange eingehen. Die Experimente in dieser Arbeit konnen Modell B nicht aus-
schlieen. Die beobachtete Kraftabhéangigkeit des Nukleotidumsatzes in einzelkopfigen
Myosin-V Konstrukten [114, 126, 127] ist jedoch nicht konsistent mit der in Modell B
gemachten Annahme einer steifen Verbindung zwischen Leverarm und Motordoméne.
Daher ist Modell A wahrscheinlich eher giiltig.

In beiden Modellen beschreibt die in Tabelle 6.2 angegebene unbelastete Raten-
konstante fiir das Ablosen der Motordoméane von Aktin unterschiedliche Prozesse in
Vorwérts- und Riickwértsrichtung. In Vorwértsrichtung gibt £, die kraftfreie Rate
fiir das direkte Ablosen der Motordoméne an. In Modell A ist k,, o die unbelastete
Rate der Kraftschlags-Umkehr, in Modell B die Rate fiir das Ablosen durch Drehung
der Doméne. Aus diesem Grund miissen die Raten ohne Kraft fiir beide Richtungen
nicht gleich sein.

Ein Vergleich der Energielandschaft des einképfigen Myosins (Abbildung 6.11) mit
der Energielandschaft des nativen zweikopfigen Motors (Abbildung 6.4) 148t vermuten,
dass die Asymmetrie des nativen Molekiils unter hoher Kraft vom asymmetrischen Ver-
halten des einzelnen Kopfs mitbestimmt wird. Die Beobachtung, dass bei einem ein-
zelnen Kopf ein Drehen des Leverarms unter Riickwirtsbelastung zu einem leichteren
Ablosen fithrt, unterstiitzt das in Abschnitt 6.1.2 vorgestellte Modell fiir die kraftindu-
zierten Riickwértsschritte des zweikdpfigen Motors. Wiahrend eines Riickwértsschritts
wird die Konformation des Leverarms des an Aktin gebundenen Kopfs wie bei den Ex-
perimenten an einzelkopfigem Myosin umgedreht, und die Affinitdt zu Aktin erniedrigt.
Dies ermoglicht nachfolgende Riickwértsschritte. Eine Vorwartskraft wirkt im nativen
Molekiil dagegen hauptséchlich auf den Kopf in post-stroke Konformation, der stark an
Aktin gebunden ist. Daher sind mechanisch induzierte Riickwértsschritte wahrschein-
licher als analoge Vorwértsschritte.

In den Experimenten zum Einfluss von Kraft auf den chemomechanischen Zyklus
eines Myosinkopfs von Oguchi et al. wurde auch das Ablésen des Motors unter Kraft
in Vorwérts- und Riickwértsrichtung ohne ATP gemessen [127]. in ihren Experimen-
ten konnten die Autoren keine ausgeprigte Asymmetrie zwischen beiden Richtungen
feststellen. In Riickwértsrichtung war allerdings eine leicht hohere Kraft zum Ablosen
notig als in Vorwiértsrichtung (5.1 pN zu 6.4pN). Der Grund fiir die Unstimmigkeit
zu den hier vorgestellten Versuchen ist nicht bekannt. In der hier vorgestellten Arbeit
fithrten unspezifische Wechselwirkungen zwischen Kugel und Oberflache (die bei fehler-
hafter Funktionalisierung der Kugeln auftraten) zu einer Aufhebung der Asymmetrie
der Ablosekraft. Teilweise unspezifische Wechselwirkungen bei Oguchi et al. stellen
daher eine mogliche Erklarung der unterschiedlichen Beobachtungen dar.
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Vor kurzem wurde von Lewalle et al. fiir Myosin-II des Skelettmuskels eine zu den
Verteilungen in Abbildung 6.9 analoge asymmetrische Abrisskraftverteilung gemessen
[137]. Auch fiir Myosin-II wird weniger Kraft benétigt, um den Kopf in Riickwérts-
richtung von Aktin abzulésen als in Vorwértsrichtung. Die Experimente von Lewalle
et al. wurden bei geringer ATP-Konzentration durchgefiihrt (2 uM), und die Autoren
schrieben die Asymmetrie teilweise einer richtungsabhéngigen ATP-Bindungsrate zu.
Eine andere Erklarungsmoglichkeit ist, dass auch bei Myosin-II der Leverarm eine rich-
tungsabhéngige Stabilitat der Myosin-Aktin-Bindung bewirkt. In diesem Fall kénnte
der Mechanismus eine allgemeine Eigenschaft von Myosin sein.

Richtungsabhingige mechanische Stabilitdt kommt auch in anderen biologischen
Systemen vor. So entfaltet zum Beispiel GFP in Abhéngigkeit von der Zugrichtung bei
unterschiedlichen Kréften [138]. Auch der Titin-Telethonin-Komplex ist eine gerichtete
molekulare Bindung [139]. Die iiber Hebelwirkung induzierte Asymmetrie wie im Fall
des Myosin-V stellt ein allgemeines Prinzip dar, mit dem die Stabilitéit einer Bindung
richtungsabhéngig moduliert werden kann. Ein dhnlicher Hebelmechanismus kénnte
auch in anderen Protein-Bindungen oder in kraftsensitiven Konformationsdnderungen
von Molekiilen vorkommen [140, 141].

6.3 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass der Leverarm von Myosin-V eine Asymmetrie
der Myosin-V - Aktin Bindung bewirkt. Unter riickwértsgerichteter Kraft (entgegen
des Kraftschlags) 16st Myosin-V leichter von Aktin ab als unter Vorwértsbelastung. Die
gemessene Asymmetrie kann durch die kraftinduzierte Umkehr des Kraftschlags und
eine damit verbundene Anderung der Affinitéit der Motordoméne zu Aktin erklirt wer-
den. Auf diese Weise bildet die asymmetrische Energielandschaft der Myosin-V - Aktin
Bindung die Grundlage fiir das asymmetrische Verhalten des nativen doppelkopfigen
Motors unter Kraft.

Mit den vorgestellten Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine mechanische Ver-
drehung des Leverarms von Myosin-V maglich ist. Ein reversibler Ubergang zwischen
post- und pre-stroke Konformationen konnte aufgrund der geringen Affinitdt der Mo-
tordoméne zu Aktin nicht beobachtet werden. FEine Erhéhung der Aktin-Affinitdat der
Motordoméne 148t sich durch Mutationen an der Loop 2 genannten Aminosaureschlau-
fe erreichen [142]. Eine kiinstlich erhthte Aktin-Affinitét konnte verhindern, dass der
Motor ablést nachdem der Kraftschlag umgekehrt wurde. In diesem Fall wire mogli-
cherweise ein Flippen des Leverarms zwischen den post- und pre-stroke Konformationen
beobachtbar. Auf diese Weise konnte die Kinetik des Kraftschlags direkt ausgemessen
werden. Fine weitere Moglichkeit, den Myosinkopf stéarker an Aktin zu binden ist, ihn

iiber ein Cystein kovalent an das Cystein 374 des Aktins zu fixieren?.
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Interessant wire eine Erweiterung der gezeigten Experimente auf den molekularen
Motor Myosin-VI. Dieser Motor lauft, im Gegensatz zu Myosin-V, zum Minusende
des Aktinfilaments. Die Anderung der Laufrichtung ist aber nicht auf eine umgekehrte
Motordoméne zuriickzufiihren, sondern auf einen Einschub weniger Aminosduren am
Ansatz des Leverarms. Fine mechanische Belastung des Kopfs von Myosin-VI in unter-
schiedliche Richtungen konnte kldren, ob auch hier eine asymmetrische Anbindungs-
Energielandschaft vorliegt, und ob sie gleich oder entgegen der von Myosin-V orientiert
ist.

3 Cystein 374 ist auch in polymerisiertem Aktin l6sungsmittelzugéinglich.
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Kapitel 7

Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode der Kraftspektroskopie mit der optischen
Pinzette stofit die Tiir auf zu vielen weiteren spannenden Experimenten. Sie ist durch
die Verwendung von Cysteinen zum Anbinden des Proteins sehr leicht auf andere Pro-
teine iibertragbar. Auf diese Weise wird es moglich, Faltungsmuster sowie die Ener-
gielandschaft einer Vielzahl von Proteinen sehr genau auszumessen. Dariiber hinaus
ermoglicht die Anbindungschemie leicht das Verdndern der Zugrichtung, so dass ver-
schiedene Faltungspfade einfach verglichen werden kénnen. Die unabhéngigen Zugénge
zur Faltungsenergie iiber das Verhéltnis der extrapolierten Ratenkonstanten, das Fluk-
tuationstheorem von Crooks und die Berechnung der Energie aus den Aufenthaltvertei-
lungen ermoglichen es, sehr prézise die freie Energie des Proteins sowie den Einfluss von
Liganden oder Bindungspartnern auf die Proteinstabilitidt zu messen. Es kann auch die
Anbindungskinetik von Bindungspartnern direkt gemessen werden (vgl. Abschnitt 5.3).
Aufgrund der Stabilitdt der optischen Pinzette wird es moglich, auch sehr langsam fal-
tende Proteine zu untersuchen. Zudem erlaubt die sehr gute Kraft- und Zeitauflosung
das Messen der Kinetik und aktiven Bewegung von Enzymen mit kleinen Konfor-
mationsdnderungen. Kleine Konformationsdnderungen kénnen auch verstéarkt werden,
indem das Protein oder Enzym iiber die Cysteine polymerisiert wird, bevor die Linker
angehéngt werden.

Ein grofler Vorteil der gezeigten Experimente ist, dass ein einziges Protein ausreicht,
um seine gesamte kraftabhidngige Kinetik auszumessen. Damit kann nicht nur unter-
sucht werden, ob es moglicherweise Unterschiede in der Kinetik zwischen einzelnen
Proteinen gibt. Das Abweichen der Verweildauerverteilungen von einer einfach ex-
ponentiellen Verteilung wiirde auch sehr schnell das Auftreten unterschiedlicher Fal-
tungspfade innerhalb eines Proteins anzeigen. In Kraft-Zeit-Aufnahmen sind viele Fal-
tungs/Entfaltungsiibergénge hintereinander direkt beobachtbar. Daher kann auch leicht
direkt erkannt werden, ob ein Protein unterschiedliche Faltungspfade aufweist.
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Da die Experimente mit der optischen Pinzette relativ unempfindlich auf die Zugabe
anderer, auch grofler, Proteine und vieler Wirkstoffe sind, lasst sich mit den vorgestell-
ten Kraftspektroskopie-Experimenten zum Beispiel auch der Einfluss von Enzymen, die
frei in Losung schwimmen, auf die Faltung und Entfaltung eines Proteins untersuchen.
So konnte moglicherweise die Wirkung von Chaperonen auf langsam faltende Proteine
beobachtet werden. Denkbar ist auch die Zugabe von Enzymen, die das eingespannte
Protein umsetzen. So liefle sich beispielsweise der Einfluss einer von einem Enzym an-
gebrachten Phosphatgruppe auf die Faltung des Proteins messen, indem seine Kinetik
vor und nach Kontakt mit dem Enzym verglichen wird. Da mit dem Instrument auch
Fluoreszenzmessungen moglich sind, lassen sich relativ einfach mechanische Messun-
gen zum Beispiel mit FRET-Messungen kombinieren. In diesem Fall wiirde sich eine
Geometrie anbieten, bei der die Kraft iiber einen langen DNA-Linker iibertragen und
das mit Farbstoffen markierte Protein an der Oberfliche fixiert wird.

Eine weitere Verbesserung der Auflosung lésst sich erreichen, indem die thermischen
Fluktuationen der Kugeln und der Linker zwischen Kugeln und Protein minimiert
werden. Dies ist moglich, indem eine korrelierte Bewegung der beiden Kugeln, die
nicht in das Differenzsignal der Kugeln eingeht, verstarkt wird. Moglich wird dies
iber eine steifere Verbindung zwischen den Kugeln. Eine Moglichkeit dafiir sind DNA-
Nanostrukturen, bei denen parallele DNA-Stringe quervernetzt werden. Die Anbin-
dung des Proteins iiber eine Modifikation mit Oligonukleotiden ist dabei direkt iibert-
ragbar. In einer Erweiterung dieser Nanolinker, bei der zwei unterschiedlich funktiona-
lisierte Linker iiber eine flexible Briicke miteinander verbunden sind, kann zum Beispiel
die Kinetik von Antikorper-Antigen-Bindungen oder Protein-Ligand-Systemen gemes-
sen werden. Diese Messgeometrie ermoglicht auch die Abschédtzung von on-Raten.

In weiteren nachfolgenden Experimenten kann der modellfreie Zugang zur Energie-
landschaft dazu beitragen, fundamentale Eigenschaften der Proteinfaltung aufzukléren.
So kann zum Beispiel der pra-exponentielle Faktor k4 der Proteinfaltung genauer be-
stimmt werden. Durch die Verwendung unterschiedlich grofier Kugeln kann direkt die
Diffusionszeit der Kugel verdndert und damit der Einfluss der Kugeldiffusion auf die
Hohe der Energiebarriere untersucht und moglicherweise korrigiert werden. Auflerdem
ist man iiber die direkte Messung der Barrierenpositionen bei unterschiedlichen Vor-
spannungen in der Lage, die Anwendbarkeit der verwendeten kinetischen Modelle zur
Bestimmung von Barrierenpositionen und kraftfreien Faltungsraten zu testen. Damit
kann eine bessere theoretische Beschreibung der Faltung und Entfaltung unter Kraft
erreicht werden.
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Anhang A

Details zum Aufbau der optischen
Pinzette

A.1 Komponenten der optischen Pinzette

Tabelle A.1 enthélt eine Liste der in der optischen Pinzette verwendeten Komponenten.
Die Bezeichnungen beziehen sich auf Abbildung 2.3 in Abschnitt 2.2.

Die Datenaufnahme erfolgte mit einer Datenerfassungskarte (PCI-6259, NI, Miinchen)
bei 100kHz. Die Daten wurden nach Mittelung auf 20kHz abgespeichert. Die An-
steuerung des Piezotischs und des AOD erfolgte {iber eine DSP-Karte (digital signal
processing) (Toro-16 DSP, GBM, Moénchengladbach).
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Bez.

Name

Eigenschaften

Hersteller

Strahlengang Fallenlaser

Fallenlaser

Faraday Isolator
Teleskop

1064 nm Nd:YVOy4 Festkorperlaser, 5W, TEMgg Mode, vertikal polari-
siert

1064 nm, 5X Vergréflerung

Spectra Physics, Kalifornien, USA

EOT, Massachusetts, USA
BFi OPTiLAS, Puchheim, Deutschland

/2 A/2-Pléattchen 1064 nm, Quarzkristall, low order, ® 9,5 mm B.Halle, Berlin, Deutschland
Polarisationstrahlteilerwiirfel 800-1100 nm, Flintglas B.Halle, Berlin, Deutschland
S1,2 Quarz-Spiegel 1064 nm, R >99,8% Edmund Optik, Karlsruhe, Dutschland
AOD Akusto-optischer Deflektor 1064 nm, xy, (49 X 49) mrad? AAoptoelectronic, Orsay Cedex, Frankreich
Tq 5 X Teleskop Plankonvex-Linsen, 633-1064 nm, f; = 82.4 mm, f3 = 412 mm Laser Components, Olching, Deutschland
To 1:1 Teleskop Plankonvex-Linsen, 633-1064 nm, f; = fo = 103 mm Laser Components, Olching, Deutschland
Dy Strahlteiler Reflexion 830 und 1064 nm >90%, Transmission 532 - 780 nm >90% AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land
D; optional Strahlteiler Reflexion 1064nm >90%, Transmission 400 - 800nm >90% PresicionPhotonics, Colorado, USA
Objektiv 63 X Olimmersion, NA = 1.45 Olympus Deutschland, Hamburg, Deutsch-
land
Kondensor Olimmersion, NA = 1.4 Olympus Deutschland, Hamburg, Deutsch-
land
Dy Strahlteiler Transmission 532 - 780 nm >90%, Reflexion 830 und 1064 nm >90% AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land
Ly Plankonvex-Linse 633-1064 nm, f = 103 mm Laser Components, Olching, Deutschland
Lo Plankonkav-Linse 633-1064 nm, f = -39,2 mm Laser Components, Olching, Deutschland
L3 Plankonvex-Linse 633-1064 nm, f = 25,8 mm Laser Components, Olching, Deutschland
Fi Sperrfilter Block OD 6 bei 532, 633-635 und 750-790 nm, OD 4 von 300 - 749 nm AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land
Fo Graufilter Block OD 0.6 - 1.6 Thorlabs, Miinchen, Deutschland
Positionssensitive Dioden 2D, (10 x 10) mm? Silicon Sensors, Berlin, Deutschland
Hellfeldbeleuchtung
LED 780 nm Roithner Lasertechnik, Wien, Osterreich
F3 Anregungsfilter Transmission (770 £ 15) nm, Block OD 6 300-1200 nm AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land
Ly Plankonvex-Linse 633-1064 nm, f = 51,6 mm Laser Components, Olching, Deutschland
Fyu Sperrfilter Transmission (770 £ 15) nm, Block OD 6 bei 532, 633-635, 830 und AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
1064 nm, > OD 4 bei 300-1200 nm land
Lg Plankonvex-Linse 633-1064 nm, f = 51,6 mm Laser Components, Olching, Deutschland

CCD-Kamera

ELV Elektronik, Leer, Deutschland

Strahlengang Fluoreszenz

L7
Ds

D5 optional
Ls
Fs

F5 optional

Anregungslaser
Anregungslaser
Anregungslaser
Teleskop

Teleskop
Silberspiegel
Strahlteiler
Strahlteiler

Plankonvex-Linse
Dual Line Strahlteiler

Strahlteiler
Plankonvex-Linse

Sperrfilter

Sperrfilter

Cube 405 nm, 50 mW

473 nm, 30 mW

532 nm, 30 mW

Plankonvex-Linsen, 430-700 nm, f; = 25 mm, fp = 200 mm

Plankonvex-Linsen, 400-700 nm, f; = 25,4 mm, fy = 350 mm
450-1200 nm, R >98%
Reflexion 380-440 nm >90%, Transmission 465-800 nm >90%

Reflexion 530-532 nm >90% Transmission 400-490 nm >90%

430-700 nm, f = 300 mm

Reflexion 473 und 532 >90%, Transmission 490-510 nm und 555-780 nm
~85%

Reflexion 372-410 nm >94%, Transmission 420 - 900 nm >93%

430-700 nm, f = 300 mm

Dual Line Laser Rejectionband, Block OD 6 bei 473 und 532 nm;
Multiphoton-Emitter, Transmission 720-380 nm >90%, Block ;OD 6
750-1100 nm

Langpass, Transmission 419-730 nm >95%, Block OD 6 300-410 nm;
Multiphoton-Emitter, Transmission 720-380 nm >90%, Block >OD 6
750-1100 nm

Coherent, Dieburg, Deutschland

Roithner Lasertechnik, Wien, Osterreich
Roithner Lasertechnik, Wien, Osterreich
BFi OPTIiLAS, Puchheim; Newport, Darm-
stadt, Deutschland

Newport, Darmstadt, Deutschland

Edmund Optik, Karlsruhe, Dutschland
AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land

AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land

Newport, Darmstadt, Deutschland

AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land

AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land

Newport, Darmstadt, Deutschland

AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land

AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutsch-
land

Tabelle A.1:

Liste der in der optischen Pinzette verwendeten optischen Komponenten.




85

Anhang B

Abschitzungen und Protokolle zu
den Proteinfaltungsexperimenten

B.1 Herstellung der Kugel-DNA-Protein-Hanteln

PCR der DNA-Linker

Die folgenden Tabelle listet die fiir die PCR der DNA-Linker verwendeten Oligonu-
kleotide auf. Alle Oligonukleotide wurden von IBA, Géttingen bezogen.

Objekt Sequenz Funktionalisierung
Lange dsDNA-Linker

Templat Lambda-Phage, Basen 10557 - 11100 (544 bp) -

sense, Bio 5-Bio-GGCGA B CTGG B CGTTGATTTG-3’ B: dT-Biotin

sense, Dig 5-Dig-GGCGA D CTGG D CGTTGATTTG-3’ D: dT-Digoxigenin
antisense 5-CGACTCGCTGGTCTGGTTGAACGTCAGCCCTGCC X CCTGCCCGGCTCTGGACAGG-3’ X: abasic site

Protein Oligo 5-GGCAGGGCTGACGTTCAACCAGACCAGCGAGTCG-Thio 3’ Thiol

kurze dsDNA-Linker

Templat Lambda-Phage, Basen 10951 - 11100 (150 bp) -

sense, Bio 5-Bio-ATGCC B GGTA B CAGGGCAACTC-3’ B: dT-Biotin

sense, Dig 5-Dig-ATGCC D GGTA D CAGGGCAACTC-3’ D: dT-Digoxigenin
antisense 5-CGACTCGCTGGTCTGGTTGAACGTCAGCCCTGCC X CCTGCCCGGCTCTGGACAGG-3’ X: abasic site

Protein Oligo 5-GGCAGGGCTGACGTTCAACCAGACCAGCGAGTCG-Thio 3’ Thiol

kurze ssDNA-Linker

Templat Lambda-Phage, Basen 10964 - 11100 (137 bp) -

sense, Bio 5-Bio-ATGCC B GGTA B C X GGGCAACTCAACCCTGTCCG-3’ B: dT-Biotin, X: abasic site
sense, Dig 5-Dig-ATGCC D GGTA D C X GGGCAACTCAACCCTGTCCG-3’ D: dT-Digoxigenin, X: abasic site
antisense 5-CGACTCGCTGGTCTGGTTGAACGTCAGCCCTGCC X CCTGCCCGGCTCTGGACAGG-3’ X: abasic site

Protein Oligo 5-GGCAGGGCTGACGTTCAACCAGACCAGCGAGTCG-Thio 3’ Thiol
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Fiir die PCR wurde folgendes Protokoll verwendet:

Komponenten PCR

H,0O 41,3 ul 95°C  5min
Puffer (Thermopol) 5 ul

dANTP 0,5 pl 95°C 15s
Templat 1wl 55°C 15s
Primer 1 0,5 pl 72°C  40s
Primer 2 0,5 pul

Primer 3 1 pl 4°C  hold

Polymerase (Taq) 0,2 pul

Die Aufreinigung erfolgte iiber das Millipore Montage PCR Kit (Nr. UFC7PCR50)
und eine anschlieBende Ethanolfdllung in lowbind DNA Reaktionsgefafien (Eppendorf,
Hamburg) nach folgendem Protokoll:

- 1/10 Volumen Na-Acatat (3M Stock, pH 5,2)

- 2 Volumen EtOH (unvergillt)

- 45-60 min bei -20° C

- Zentrifugation 15 min bei 13000 rpm (max. fiir Oligos)

- Uberstand weg

- 1000 ul 70% EtOH, 5min bei 12000 rpm (max. fiir Oligos)
- Uberstand weg, Eppi trocknen lassen

- Aufnahme in Puffer

Funktionalisierung des Proteins

Protein
Um eine Polymerisation iiber Cysteine zu verhindern, wurde das Protein direkt nach
der Aufreinigung iiber einen His-Tag mit 2’2’-Dithiodipyridin (DTDP) funktionalisiert:

- Inkubation fiir 1h bei 25° C mit 5-10 x Uberschuss (max. 5mM DTDP
einer 100 mM Stocklésung in DMSO)
- Zentrifugation 10 min bei 10000 X g
- Aufreinigung iiber Grofilenausschluss-Chromatographie (Superdex 200, GE Healthcare)
- Einstellen der Konzentration auf ca. 200 uM

Das Protein wurde entweder direkt weiter funktionalisiert oder mit 15% Glycerin bei
-80° C eingefroren.

Oligonukleotide
Die Thiolgruppen der Oligonukleotide wurden direkt vor der Reaktion mit dem Protein
reduziert:
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- 40 pl Thiol-Primer (100 mM Stocklésung)

- 10mM TCEP (100 mM Stocklsung)

- Inkubation 30 min bei 25° C

- Féllung mit EtOH (s.0.)

- direkt nach Resuspension Inkubation mit Protein in molarem Verhiltnis 2:1 (Oligo:Protein)

Funktionalisiertes Protein

Die Funktionalisierung des Proteins mit den Oligonukleotiden erfolgte 2-3d bei 25° C
mit einem molaren Verhiltnis von 2:1 (Oligos:Protein) bei einer Oligo-Konzentration
von ca. 200 pM.

Zum Abtrennen des vollstindig funktionalisierten Proteins von Protein mit einem
Oligo bzw. Oligo-Dimeren ohne Protein wurde Grofenausschluss-Chromatographie (Su-
perdex 200) verwendet (vgl. Abbildung 2.8 in Kapitel 2). Anschlieend wurde das
Konstrukt auf ca. 50ng/ul (Absorption gemessen bei 260 nm mit DNA-Parametern)
aufkonzentriert.

DNA-Protein Konstrukte

Die DNA-Linker (Konzentration ca. 1 M) und funktionalisiertes Protein (Konzentra-
tion ca. 5-20ng/ul) wurden 30 min bei 4° C inkubiert, um DNA-Protein Konstrukte zu
erhalten. Sie konnten ca. 0,5-4 Wochen fiir Experimente verwendet werden. Abbildung
B.1 zeigt ein Kontrollgel der Reaktion zwischen Oligo-Protein und DNA-Linkern. Durch
Zugabe von Proteinase K kann das Vorhandensein von Protein nachgewiesen werden.

- + Protein
~ Linker-Dimer

— + Protein
— Linker-Monomer

Abbildung B.1:  Polyacrylamidgel der Reaktion zwischen Oligonukleotid-funktionalisiertem Prote-
in und dsDNA-Linkern. FEin Vergleich der Banden zwischen dem Reaktionsan-
satz, dem Reaktionsansatz mit Proteinase K und einer Kontrolle aus DNA-Linker-
Monomeren und -Dimeren bestditigt eine erfolgreiche Reaktion.
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Beschichtung der Kugeln

Die Kugeln wurden entweder mit Streptavidin (Invitrogen, Karlsruhe) oder F,,-Frag-
menten eines Anti-Digoxigenin-Antikorpers (Roche, Mannheim) funktionalisiert. Die
Beschichtung folgte weitgehend dem Protokoll des Glutharaldehyd-Kits von Polys-
ciences (Polysciences, Eppelheim), mit Amino-funktionalisierten Kugeln. Um einem
Verklumpen der Kugeln entgegenzuwirken, stellte sich als wichtig heraus, Reaktions-
gefiaffe mit rundem Boden zu verwenden, Zentrifugationsschritte so langsam wie méglich
zu wihlen (< 3500 rpm fiir 1 um Kugeln) und bei Waschschritten Tween-20 in den Puf-
fer zu geben (0.05%).

Protein-Polymere

25

— It MR IR ey —

Kraft (pN)

T T
300 350 400 450
Ausdehnung (nm)

Abbildung B.2:  Kraft-Abstands-Kurve der Entfaltung (hellgriin) und Faltung (dunkelgriin) eines
CaM 38/118-Polymers. Die einzelnen Proteine sind iber Disulfidbriicken kovalent
verbunden. Die Skizze veranschaulicht die Struktur des Polymers.

Neben der Konstruktion von Kugel-DNA-Protein-Hanteln mit einzelnen eingeschlos-
senen Proteinen erlaubt eine Variation der vorgestellten Methode auch das Anhéngen
von DNA-Linkern an Protein-Polymere. Um dies zu erreichen, werden die Cysteine
das Proteins nicht mit DTDP funktionalisiert. Bei geeigneter Konzentration polyme-
risiert das Protein iiber intermolekulare Disulfidbriicken [35]. Die Thiol-modifizierten
Oligonukleotide binden an freie Cysteine an den Polymer-Enden. In Abbildung B.2 ist
die Kraft-Abstands-Kurve eines CaM 38/118-Polymers (vgl. Abschnitt 5.2) mit fiinf
seriellen Proteinen gezeigt. Das Entfalten und Riickfalten der einzelnen Doménen sind
deutlich aufgelost. Wie bei einzelnen CaM 38/118 Proteinen (Abschnitt 5.2) betrégt
der mittlere Konturlingenzuwachs ca. 10 nm.

Die Untersuchung von Protein-Polymeren erlaubt es, sehr schnell Informationen
iiber den Konturldngenzuwachs eines Proteins zu gewinnen. Dariiber hinaus kénnen
durch eine Serienschaltung eines Proteins sehr kleine Konformationsiibergéinge, zum
Beispiel Bewegungen von Enzymen, verstirkt werden.
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B.2 Limitierungen der Faltungsexperimente mit der
optischen Pinzette

Eine héufige Beobachtung bei der Durchfithrung der Kraftspektroskopie-Experimente
an einzelnen Proteinen war ein zeitlich verdnderliches Entfaltungsmuster. Dieses Phéno-
men wird im folgenden Abschnitt vorgestellt. Anschlieend wird auf die Genauigkeit
der Ratenkonstantenbestimmung eingegangen.

Stabilitit der Proteine in der optischen Pinzette

300 320 340 360 380
Ausdehnung (nm)

Abbildung B.3:  Vier Kraft-Abstandskurven des selben LZ26 Molekiils. Zu Beginn des Experiments
zeigt das Molekiil das vollstindige Entfaltungsmuster (blau). In nachfolgenden Kur-
ven (rot und hellrot und griin) faltet das Molekil nicht mehr vollstindig zuriick.
Gegen Ende eines Experiments wird das Protein nicht mehr vollstindig entfaltet

(grin).

In den kraftspektroskopischen Experimenten mit der optischen Pinzette wurde oft
ein zeitlich verénderliches Faltungsverhalten der untersuchten Proteine beobachtet. Als
Beispiel werden in Abbildung B.3 vier Kraft-Abstandskurven der Entfaltung des sel-
ben LZ26-Proteins (vgl. Abschnitt 4.2) gezeigt. Wahrend das Molekiil zu Beginn des
Experiments das vollstindige Entfaltungmuster aufweist, faltet es in spateren Zyklen
nicht mehr vollstdndig zuriick. Gegen Ende des Experiments kann das Protein nicht
mehr vollsténdig entfaltet werden. Ein ‘Sterben’ des Molekiils wie in Abbildung B.3
erschwert die Bestimmung des natiirlichen Entfaltungsmusters. Auflerdem limitiert es
die Zeitspanne, iiber die Kraft-Zeit-Aufnahmen gemessen werden kénnen. Die relativ
hohe Intensitdt der Fallenlaser legt photochemische Prozesse als Ursache fiir die zeit-
lichen Verdnderungen nahe. Konsistent mit dieser Vermutung wurde bei Verwendung
von Ascorbinsédure als Reduktionsmittel eine Verbesserung der Protein-Lebensdauern
beobachtet (vgl. Abschnitt 5.2). Ein dhnliches Verhalten, bei dem sich das Faltungs-
/Entfaltungsmuster des Molekiils zeitlich dnderte, wurde bei DNA-Hairpins beobach-
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tet [143]. In den Experimenten von Landry et al. wurden mégliche Griinde fiir dieses
Phénomen systematisch untersucht. So konnte der schiddigende Einfluss von Sauer-
stoffradikalen, die durch Photoprozesse nahe des Fallenlasers entstehen, als Ursache fiir
das ‘Sterben’ der Molekiile nachgewiesen werden. Eine Verldngerung der Lebensdauer
des Molekiils konnte auch bei Landry et al. durch die Verwendung von Reduktions-
mitteln wie Ascorbinsédure erreicht werden. Dariiber hinaus schlagen die Autoren vor,
Glaskugeln an Stelle der Polystyrolkugeln fiir die Experimente zu verwenden.

Genauigkeit der Ratenkonstantenbestimmung

1000

CaM 128/144 a
® CaM 128/144 b

100

10
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T
0 5 10 15 20
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Abbildung B.4:  Ratenkonstanten der Faltung (offene Kreise) und Entfaltung (gefiillte Kreise) von
CaM 128/144 als Funktion der Kraft. Gezeigt ist der Verlauf der Ratenkonstanten
zweier unter gleichen Bedingungen gemessener Molekiile.

In Abbildung B.4 sind die Ratenkonstanten der Faltung (offene Kreise) und der Ent-
faltung (gefiillte Kreise) zweier CaM 128/144-Molekiile (hellblau und dunkelblau) (vgl
Abschnitt 5.2) als Funktion der Kraft aufgetragen. Die statistischen Fehler innerhalb
eines Molekiils sind relativ klein. Dennoch sind die Ratenkonstanten beider Proteine
entlang der Kraftachse relativ zueinander deutlich verschoben. Eine mogliche Ursa-
che fiir die Unsicherheit entlang der Kraftachse ist der Fehler der Federhértenbestim-
mung von ~ 10%. Die Genauigkeit der Kalibration ldsst sich verbessern, indem iiber
einen langeren Zeitraum oder {iber mehrere Kalibrationsmessungen gemittelt wird. Bei
Verwendung eines Wasserimmersions-Objektivs fiir die optische Pinzette, mit dem in
grofleren Absténden zu Oberflichen gearbeitet werden kann, lassen sich stérende Ober-
flacheneinfliisse leichter vermeiden.

Die kraftfreien Ratenkonstanten beider Molekiile wurden iiber eine Anpassung der
Gleichungen 3.14 und 3.16 an die Daten bestimmt. Sie unterscheiden sich bei Entfaltung
um einen Faktor 6.7 und bei Faltung um einen Faltor 0.3. Die Differenz der Barrie-
renposition betriagt 1 nm. Zusétzlich zum Fehler der absoluten Kraft tragt der relativ
kleine Kraftbereich, innerhalb dessen die Ratenkonstanten gemessen werden kénnen,
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zur Unsicherheit der Ratenkonstanten bei. Zudem kann nicht ausgeschlossen weren,
dass Unterschiede zwischen beiden Molekiilen, hervorgerufen durch photochemische
Prozesse [143], die Faltung und Entfaltung beeinflussen (vgl. vorherigen Abschnitt).
Das Beispiel dieser beiden Molekiile zeigt, dass die kraftfreien Ratenkonstanten der
Faltung und Entfaltung nur auf ca. 1 GroBlenordnung genau bestimmt werden koénnen.
Solange nicht tatsdchliche Unterschiede in der Kinetik der Molekiile vorliegen, ist eine
Verbesserung der Genauigkeit moglich, indem iiber viele einzelne Molekiile gemittelt
wird.

B.3 Langevin-Dynamik-Simulation der Kugel-DNA-
Protein-Hanteln

Die thermische Bewegung jeder der beiden Kugeln der Kugel-DNA-Protein-Hantel folgt
der iiberdampften Langevin-Dynamik (vgl. die Gleichungen 2.2 und 2.3 in Abschnitt
2.1.2)[144]

Vi d:céit) + kizi(t) — Fr(xr) = v/ 2kpTy0&i(1) (B.1)

(x;: Kugelposition (i = 1,2), 7;: Reibungskoeffizient nach Stokes, k;: Federhirte,
V2kT0&;(t): zufillige thermische Kraft). Die Kraft Fy () wird von dem DNA-Linker
mit Konturldnge L auf beide Kugeln ausgeiibt. Sie ist vom Abstand der beiden Kugelo-
berflichen xj = z — 2r — x1 — x9 (2: Abstand der beiden Fallenzentren, r: Kugelradius)
abhéngig und kann durch Invertierung der Gleichung 3.2 in Abschnitt 3.1 berechnet
werden.

Bei der Simulation des Kugel-Verhaltens nach Gleichung B.1 wurde angenom-
men, dass sich der DNA-Linker wihrend eines Iterationsschritts der Simulation von
dt = 107%s im Gleichgewicht befindet, die Kugel jedoch nicht [144]. Die Anfangspo-
sition (Ruhelage) der Kugeln ist bei festgelegter Anfangskraft FJ, sar¢ durch x;(0) =
Fp start/ ki gegeben, der anfingliche Abstand der Fallenzentren betrigt z = x1(0) +
22(0) + 2L (FL start)- Nach jedem Zeitschritt dt wurden die Positionen der Kugeln iiber
Tinew = Tian +dz; mit dz; = dt /v, - (—kiwi(t) + Fr(t, 2n) + v/2ksT70&i(t)) neu berech-
net. AnschlieBend wurden der Abstand der beiden Kugeloberflichen x; und die Kraft
Fr(zr), die der DNA-Linker ausiibt, neu bestimmt. Das Differenzsignal zqg beider
Kugeln berechnet sich iiber zqiz = 21 + x2. Verschiedene Sampleraten kgampie Wurden
realisiert, indem alle 1/kgmple Sekunden ein simulierter Datenpunkt gespeichert wurde.

In manchen Simulationen wurden Ubergiinge des Proteins mit den Ratenkonstan-
ten kon und kog beriicksichtigt. In diesem Fall erfolgten die Ubergéinge nach jedem
Zeitschtitt dt mit den Wahrscheinlichkeiten k., dt und k.gdt. Bei erfolgreichem Uber-
gang énderte sich die Konturldnge des Konstrukts L, die in die Berechnung der Kraft
Fr(zp) einflieBt, abrupt um die Konturlingenénderung A Lp,oein des Proteins. Wenn
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das Protein im entfalteten Zustand vorlag, wurde die Kraft F7(z) durch Invertierung
des seriellen WLC-Modells berechnet (Gleichung 3.3).

B.4 Der Einfluss der Kugeldynamik auf Energie-
landschaften

Wenn das Protein faltet oder entfaltet, erfolgt der Ubergang der Kugeln in ihre neue
Gleichgewichtslage nicht instantan sondern diffusiv, getrieben durch die neue auf sie
wirkende Kraft. Thre Bewegung wird durch Gleichung 2.3 der Langevin-Dynamik be-
stimmt. Dies hat zur Folge, dass sie eine zusétzliche Aufenthaltswahrscheinlichkeit zwi-
schen den durch die Proteinausdehnung bestimmten Ruhepositionen aufweist. Dieser
Beitrag der Kugeln ist nicht wie die thermischen Fluktuationen um die Ruhepositio-
nen in der Punktbildfunktion enthalten, und kann nicht durch die in Abschnitt 3.4.1
beschriebene Dekonvolution aus der Aufenthaltsverteilung des Proteins herausgerech-
net werden. Dementsprechend ist dieser Beitrag der Kugeln auch noch in der iiber
Gleichung 4.1 berechneten Energielandschaft des Proteins enthalten.

A B c {
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Abbildung B.5:  Einfluss der Kugelbewegung auf die Barrierenhéhe. (A) Simulierte Energieland-
schaft bei Ratenkonstanten von 1000s~' und 50nm Proteinlingenzuwachs. (B)
Barriere der Kugelbewegung als Funktion des Proteinlingenzuwachses. (C) Bar-
riere der Kugelbewegung als Funktion der Ratenkonstanten des Proteins.

Um den Beitrag zur Energiebariere der Kugeln, den sie durch Diffusion zwischen
den Ruhepositionen liefern, abschéitzen zu konnen, wurden Simulationen der Langevin-
Dynamik der Kugeln durchgefiihrt (siehe vorherigen Abschnitt). Zunéchst wurde die
Abhéngigkeit dieses Kugelbeitrags als Funktion der Langenédnderung des Proteins simu-
liert (Abbildung B.5A und B). Fiir die Simulation wurden typische Parameter fir die
DNA-Linker (Persistenzldnge 10 nm, Konturlange 370 nm, Elastizitdtsmodul 1200 pN)
und die Federhérten (kK = 0.3pN/nm) verwendet. Die Vorspannung auf das System
betrug 15pN. Fiir die Faltungs- und Entfaltungsraten des Proteins wurden 1000s™*
angenommen. Die scheinbare Barriere wird kleiner bei kleinerer Lingendnderung des
Proteins. In Abbildung B.5C ist das Ergebnis einer Simulation abgebildet, bei der
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die Raten des Proteins variiert wurden (die iibrigen Parameter waren dieselben, die
Langenanderung des Proteins betrug 50 nm). Man sieht, dass die Barriere umso klei-
ner wird, je schneller die Raten des Ubergangs sind. Da die simulierten Verteilungen
aufgrund nicht beriicksichtigter Elastizitdten in der Simulation grundsétzlich schmaler
ausfielen als die gemessenen, miissen die simulierten Barrierenhchen ca. 0,5kgT nach
unten korrigiert werden.

Bei den Bedingungen, unter denen die Energielandschaft in Kapitel 4 gemessen
wurde, ergibt sich fiir den Ubergang I; —I, eine simulierte Barriere von ca. 5kzT, und
fiir I —I; eine Barriere von ca. 3kgT. Dies stimmt gut mit den gemessenen Werten
von 4,5kgT und 1,9 kT iiberein und passt zu der Interpretation, dass die Kugelkinetik
die Barrierenhohen dominiert.

B.5 Minimierung thermischer Fluktuationen des Ku-
gel-DNA-Systems

Simulationen zum Rauschverhalten der Kugel-Linker-Hanteln

Ein wichtiges Ziel von kraftspektroskopischen Experimenten zur Faltung von Proteinen
ist die Gewinnung von Kenntnissen iiber die der Faltung zugrundeliegende Energieland-
schaft. Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode der Dekonvolutions-Kraftspektroskopie
(vgl. Kapitel 4) ermoglicht das direkte Ausmessen der Energielandschaft eines Pro-
teins entlang einer definierten Reaktionskoordinate. Die auf diese Weise gewonnene
Energielandschaft enthélt wesentlich mehr Informationen iiber die Faltung eines Pro-
teins als die herkémmliche Landschaft aus kinetischen Messungen. Ein Problem der
Dekonvolutions-Spektroskopie ist, dass die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Prote-
ins nur indirekt iiber die in der Falle gefangenen Kugeln detektiert werden kann. Die
thermischen Fluktuationen der Kugeln und der DNA-Linker verschleiern die Aufent-
haltswahrscheinlichkeit des Proteins und fiihren zu einer geringeren Auflosung. Es ist
deshalb wiinschenswert, die Fluktuationen des Messsystems aus Kugeln und Linkern
moglichst zu minimieren.

Eine gute Moglichkeit, die Fluktuationen des Systems zu verringern, bietet die
Analyse des Differenzsignals der beiden Kugeln. Dieses Signal hat die Eigenschaft,
dass korrelierte Bewegungen der Kugeln nicht zum Rauschen beitragen. Die Korrela-
tion zwischen den Kugeln lésst sich prinzipiell erhéhen, indem die Steifigkeit der die
Kugeln verbindenden Linker vergrofiert wird [30, 82]. Dies ist in Abbildung B.6 veran-
schaulicht. Um den Einfluss von Konturlinge und Persistenzléinge der Linker auf das
thermische Rauschen der Kugel-Linker-Hanteln besser zu verstehen, wurden Simulatio-
nen der Langevin-Dynamik der Messanordnung durchgefiihrt (vgl. Abschnitt B.1). Fiir
die Simulation wurden die Linker mit Hilfe des elastischen WLC mit variabler Kontur-
und Persistenzlange modeliert (Gleichung 3.2). Das Ergebnis der Simulationen ist in
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<>

Abbildung B.6: Effekt des Linkers auf die Kugelbewegung. Oben: Werden die zwei Kugeln durch
einen elastischen Linker wie dsDNA verbunden, bewegen sich die Kugeln bei klei-
nen Krdften unkorreliert. Unten: Im Idealfall eines vollkommen starren Linkers
bewegen sich die Kugeln vollstindig korreliert. Das Differenzsignal ist im Idealfall
rauschfrei.
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Abbildung B.7:  FEinfluss der Linkereigenschaften auf das Rauschen der Kugel-Linker-Hanteln. Die
Standardabweichung des Rauschens ist als Funktion der anligenden Kraft aufgetra-
gen. (A) FEinfluss der Linkerlinge bei einer konstanten Persistenzlinge von 7nm.
(B) Einfluss der Persistenzlinge bei einer konstanten Konturlinge von 340nm.
(C) Einfluss der Persistenzlinge bei einer konstanten Konturlinge von 100nm.

Abbildung B.7 gezeigt. Aufgetragen ist die Standardabweichung des Rauschens der
Messanordnung als Funktion der Kraft. Man erkennt, dass sich das Rauschen mit zu-
nehmender Kraft verringert. Dies ist auf die nichtlineare Steifigkeit der mit dem eWLC
beschriebenen Linker zuriickzufithren. Zusétzlich sorgt eine Verkiirzung sowie wie er-
wartet die Vergdferung der Steifigkeit der Linker fiir eine Verkleinerung des Rauschens.
Ein optimales Ergebnis erreicht man bei kurzen, steifen Linkern. Gréflere Federhérten
fithren auch zu einer Reduktion des Rauschens [30]. Dieser Effekt ist jedoch im Ver-
gleich zur Reduktion aufgrund gréferer Linker-Steifigkeit gering.
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DNA-Nanostrukturen als Linker fiir die Dekonvolutions-Kraft-
spektroskopie

Die Persistenzlénge von DNA betréigt ca. 50 nm und sinkt bei kiirzeren Konturléngen
auf einen Wert < 10nm (vgl. Abschnitt 3.1). Bei der Verwendung von dsDNA-Linkern
ist die Konturldnge also festgelegt und das Rauschen kann nur durch eine Verkiirzung
der Linker beeinflusst werden. Fiir einen weitergehenden Effekt muss man auf ein an-
deres Materal fiir die Linker zuriickgreifen. Eine Moglichkeit besteht darin, eine Paral-
lelschaltung mehrerer dsDNA-Stringe zu konstruieren [145]. In Abbildung B.8 ist ein
solcher von Hendrik Dietz konzipierter DNA-Nanolinker abgebildet. Der Nanolinker

A

170 nm

Abbildung B.8: Der DNA-Nanolinker. (A) der DNA-Nanolinker besteht aus zwei 140nm lan-
gen DNA-Griffen mit insgesamt neun paralell geschalteten dsDNA-Stringen.
Sie sind iber eine Briicke verbunden, die das FEinbauen des Proteins fiber
thiol-modifizierte Oligos erlichtert und vor dem Experiment aufgetrennt werden
kann. (B) Elektronenmikroskopie-Aufnahme einer einzelnen DNA-Struktur. (C)
Elektronenmikroskopie- Aufnahme von zwei iber die Briicke verbundenen DNA-
Strukturen. Die EM-Bilder wurden freundlicherweise von Hendrik Dietz zur
Verfligung gestellt.

besteht aus zwei 140 nm langen DNA-Griffen, die iiber eine Briicke miteinander ver-
bunden sind. Das Protein kann mit dem in dieser Arbeit entwickelten Protokoll iiber
thiol-modifizierte Oligonukleotide leicht an die DNA-Griffe des Nanolinkers geheftet
werden (vgl. Abschnitt 2.3). Die Briicke wird durch Zugabe kurzer DNA-Stiicke vor
dem Experiment aufgetrennt. An den Stirnseiten sind die Griffe mit Biotin bzw. Di-
goxigenin funktionalisiert, um sie an entsprechend funktionalisierte Kugeln binden zu
konnen.

Um das Verhalten der DNA-Nanolinker im Experiment zu testen, wurden zunéchst
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an Stelle des Proteins zwei {iber Disulfidbriicken dimerisierte Oligonukleotide in die
Struktur eingebaut. AnschlieBend wurden Kraft-Abstands-Kurven der Nanolinker auf-
genommen sowie das Rauschen von Kugel-Linker-Hanteln bei konstanter Kraft quantifi-
ziert. In Abbildung B.9A ist ein Vergleich der Kraftabstandskurven von dsDNA-Linkern
mit Konturlinge L = 370 nm, dsDNA-Linkern mit L = 100 nm, dsDNA-Linkern (L =
100nm) mit ssDNA-Anbindung an die Kugeln sowie des DNA-Nanolinkers gezeigt.
Qualitativ weist der Nanolinker eine groflere Persistenzldnge als dsDNA auf. Die Stan-
dardabweichung des Rauschens derselben Linker ist in Abbildung B.9B als Funktion der
Kraft aufgetragen. Das von den Simulationen vorhergesagte Verhalten der Linker wird
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Abbildung B.9:  Verhalten verschiedener Linker in der optischen Pinzette. (A) Kraft-Abstands-
Kurven wvon dsDNA-Linkern (L = 370mm, grin und L = 100nm, rot), ei-
nes dsDNA-Linkers (L = 100nm) mit ssDNA-Anbidnung an die Kugeln (gelb)
und eines DNA-Nanolinkers (L = 840nm). (B) Standardabweichung des Kugel-
Rauschens derselben Linker als Funktion der Kraft.

in den Messungen nur eingeschréankt reproduziert. Die Standardabweichung verringert
sich mit zunehmender Kraft. Allerdings ist zwischen dem Linker mit L. = 370 nm und
L = 100 nm kein Unterschied zu erkennen. Dagegen ist das Rauschen eines Linkers mit
einzelstrangiger Anbindung an die Kugeln geringfiigig kleiner. Auch das Rauschen des
Nanolinkers ist, entsprechend seiner grofieren Persistenzlédnge, geringfiigig kleiner als
bei dsDNA. Dennoch bleibt der Einfluss von Steifigkeit und Kontuldnge der gemessenen
Linker deutlich hinter den Erwartungen der Simulation zuriick. Dies liegt zum einen an
der vereinfachten Beschreibung der Linker durch das eWLC-Modell, das eigenstéindige
Fluktuationen der Linker vernachléssigt. Diese sollten mit zunehmender Dicke der Lin-
ker grofler werden. Dariiber hinaus kénnen im Experiment weitere in der Simulation
nicht beriicksichtigte Elastizitdten auftreten. So zeigt der Unterschied zwischen dsDNA-
und ssDNA-Anbindung an die Kugeln, dass bei dsDNA-Linkern méglicherweise eine
zusétzliche Biegesteifigkeit beriicksichtigt werden muss. Ein weiterer elastischer Beitrag
konnte von Inhomogenitdten der Kugeln kommen, die zu einer bevorzugten Ausrich-
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tung der Kugeln entlang einer bestimmten Achse im Fallenpotential fithrt. Moglicher-
weise trigt auch das an der Peripherie des Laserfokus abstoflende Potential zu einem
vermehrten Rauschen bei, wenn die Fallenpotentiale bei kurzen Linkern nahe zusam-
men sind. Eine genauere Analyse des Crosstalk zwischen beiden Kugeln wird daher
weiter Aufschluss iiber mogliche Ursachen der Abweichung zwischen den gemessenen
Rauschwerten und der Simulation bringen.

Um ein genaueres Bild des Einflusses der Linkereigenschaften auf die Rauschampli-
tude zu erhalten, sind weitere systematische Untersuchungen notwendig. Es l&sst sich
aber schon jetzt absehen, dass die Vewendung der DNA-Nanolinker, moglicherweise in
einer weiterentwickelten Form, bei der sich die Briicke besser trennen 148t, einen Vorteil
gegeniiber dsDNA-Linkern haben wird.
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Anhang C

Protokolle zu den Experimenten
mit Myosin-V

C.1 Einzelkopfige Konstrukte von Myosin-V

Design der Konstrukte MV-6IQ und MV-4IQ

Die DNA von Huhn (Gallus gallus) Myosin-V wurde nach Aminoséure Arginin R904
fiir MV-61Q und nach Arginin R863 fiir MV-41Q abgeschnitten. N-terminal wurde ein
Flag-Tag (Sequenz: GDYKDDDDK) fiir die Protein-Aufreinigung angehéngt. An den
C-Terminus wurde ein YFP (yellow fluorescent protein) fiir eine spezifische Anbindung
an Polystyrol-Kugeln mit anti-GFP-Antikorper fusioniert. Zwischen Myosin und YFP
befand sich ein Linker mit den Aminoséuren GAP. C-terminal des YFP nach einem
Glycin-Linker (GG) wurde ein Strap-Tag fiir eine alternative Aufreinigung angehéngt.

Expression der Konstrukte

Fiir die Expression in Sf9 Insektenzellen (Spodoptera frugiperda) wurden die Myosin-V
DNA (Schnittstellen Nhel und Kpnl) und Calmodulin DNA (D. melanogaster)(Schnitt-
stellen NotI und Sall) in einen pFastBac Dual Expressionsvektor (Invitrogen, Karlsru-
he, Deutschland) kloniert.
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Aufreinigungsprotokoll fiir 200 ml Suspensionskultur mit 2 x 10 Zellen /ml:

- Zentrifugation fiir 15 min bei 3500 rpm der Zellen nach 48 h Inkubation bei 28°C

- Lysis der Zellen mit Glas-Homogenisierer in Lysis-Puffer
(20 mM Imidazol (pH 7,5), 200 mM NaCl, 4mM MgCl,, 0,5mM EDTA, 1 mM EGTA, 7% Sucrose,
5mM DTT, 2mM ATP, 0,5% Igepal, Protease-Inhibitor (Roche, Mannheim, Deutschland))

- Zentrifugation 10 min bei 30000 rpm

- Inkubation des Uberstands mit 500 ul Anti-Flag M2 Affinity Agarose gel (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland) fiir 2h

- Waschen mit 3 ml Wasch-Puffer
(20 mM Imidazol (pH 7,5), 150 mM KCI, 5mM MgCly, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 5mM DTT,
3mM ATP)

- Elution des Proteins mit 200 pl Elutions-Puffer
(20 mM Imidazol (pH 7,5), 150 mM KC1, 5mM MgCl,, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 5mM DTT,
3mM ATP, 0,2mg/ml 1 x Flag Peptide (Sigma-Aldrich))

C.2 Doppelt markiertes Aktin

Fluoreszenzmarkieren des G-Aktins

Das Protokoll zum Fluoreszenzmarkieren von Aktin wurde freundlicherweise von Si-
mone Kohler zur Verfiigung gestellt.

- 20mg lyophilisiertes Aktin in 4 mL destillierten Wassers 16sen
- Dialyse gegen Borat-Puffer
(50 mM Borsdure (pH 8,0), 0,2mM CaCly, 0,2mM NayATP)
- Polymerisation fiir 30 min durch Zugabe von 20 mM MgCly; und 1M KCl (1/10 des Volumens)
- Inkubation mit 1 - 2-fach molarem Uberschuss an NHS-Ester Farbstoff fiir 1h bei 25°C
- Zentrifugation fiir 2h bei 38000 rpm und 4°C
- Homogenisation des Pellet in 3 ml G-Puffer
- Dialyse gegen G-Puffer
- Zentrifugation fiir 2h bei 38000 rpm und 4°C

Polymerisation des Aktins

Doppelt markiertes Aktin wurde im Wesentlichen nach einem in [129] veréffentlichten
Protokoll hergestellt. Dafiir wurde Gelsolin zusammen mit fluoreszenzmarkiertem G-
Aktin in molarem Verhéltnis 1:50 polymerisiert und mit Phalloidin stabilisiert.

Protokoll fiir eine 50ul-Reaktion:
- 5ul 10 x F-Puffer
- 0,1 uM Gelsolin
- 5uM atto 488-Aktin
- 2,5uM Phalloidin
- auf 50 ul HyO
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Die resultierenden kleinen (30-100 nm) Gelsolin-Filamente wurden anschlieflend als Po-
lymerisationskeime fiir die Polymerisation von ungelabeltem G-Aktin am (—)-Ende
verwendet und mit Rhodamin-Phalloidin stabilisiert.

Protokoll fiir eine 50ul-Reaktion:
- 5pul 10 x F-Puffer
- xpl Gelsolin 488-Aktin (x ca. 1-5 ul)
- 5uM G-Aktin
- 2,5uM Rhodamin-Phalloidin
- auf 50 ul H,O
- Inkubation mind. 1h bei RT

C.3 Der Fallen-Assay

Spezifische Anbindung der Proteine

Die Myosin-V Konstrukte wurden mit dem C-terminalen YFP spezifisch an Kugeln
gebunden. Amino-Kugeln (500nm Durchmesser, Polysciences, Eppelheim, Deutsch-
land) wurden kovalent mit Hilfe des Glutaraldehyd-Kits (Polysciences) mit Protein-G
(Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) funktionalisiert und anschliefend mit anti-
GFP-Antikorper (G1546, Sigma-Aldrich, Deutschland) spezifisch gegen aa 132-144
(konserviert in GFP und YFP) markiert. Die Konzentration des Motors wurde so
eingestellt, dass < 1 Molekiil pro Kugel gebunden hatte. Kontrollexperimente ohne
Motor zeigten keine Wechselwirkung zwischen Kugel und Oberflache.

Doppelt markiertes Aktin wurde iiber NEM-modifiziertes Myosin-II an die Ober-
fliche gebunden ([125, 19]). Durch langsames Spiilen in die Fluidzelle wurden die Fi-
lamente longitudinal ausgerichtet.

Experimentelle Bedingungen

Fiir die Experimente wurde ein Puffer mit 25 mM Imidazol (pH 7,4), 25 mM KCl, 1 mM
EGTA, 10mM DTT und 4 mM MgCl, sowie einem Sauerstoff-Abfang-System (6 mg/ml
Glucoseoxidase, 1 mg/ml Katalase und 1% Glucose) verwendet.

Die Stockldsung des Motor wurde fiir die Einzelmolekiilexperimente um einen Fak-
tor (5 — 20) - 105 verdiinnt. Dies ergab eine maximale Konzentration von 0.006 uM
ATP im Experimentierpuffer. Bei dieser ATP-Konzentration banden wéahrend eines
Experiments durchschnittlich maximal 2 Molekiile ATP an den an Aktin gebundenen
Motor (bei einer ATP-Bindungsrate von 1,6 uM~'s™! [108]). Daher wurden < 2,5% der
Abloseereignisse durch ATP-Binden ausgelost oder erfolgten mit gebundenem ADP.
Aufgrund der ADP-Abléserate in Abwesenheit von Aktin von 1,2s7! [108] hatte der
Motor bei Beginn der Experimente ca. 5min nach der Verdiinnung kein ADP mehr
gebunden.
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C.4 Eine globale Fit-Funktion fiir Abrisskraftver-
teilungen

Die Kraft, bei der ein Myosin-V Kopf von Aktin abléste, wurde iiber den Schnittpunkt
einer WLC-Kurve, die den nichtlinearen Kraftanstieg beschrieb, und einer Geraden, die
den Kraftverlauf nach einem Abriss beschrieb, bestimmt. Prinzipiell ist die Abrisskraft
von der Ladungsrate abhéngig (Gleichung 3.15), die wiederum von der Ziehgeschwindig-
keit und der Elastizitdt der Anbindung abhéngt. Die Anbindung des Aktin-Filaments
an die Oberflache iiber NEM-modifizierte Motoren sowie des Myosin an die Kugeln
iitber Antikorper bewirkte, dass bei verschiedenen Abrissereignissen der Kraftanstieg
teilweise deutlich unterschiedlich war und damit unterschiedliche Ladungsraten auftra-
ten. Um bei der theoretischen Beschreibung der Abrisskraft-Verteilungen mit Gleichung
3.15 die unterschiedlichen Ladungsraten richtig zu beriicksichtigen, wurde eine globale
Fit-Funktion entwickelt. Fiir den Fit werden die Kratfladungsraten jedes Abrissereig-
nisses, das in eine Verteilung eingeht, aus den tabellierten WLC-Parametern berechnet,
und daraus eine globale Funktion erstellt. Diese globale Funktion wird mit der gemes-
senen Verteilung verglichen und durch Variation der kraftfreien Ratenkonstante und
der Distanz zur Ubergangsbarriere angepasst.
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Abbildung C.1:  Die globale Fit-Funtion fiir Abrisskraftverteilungen. (A) Simulierte Abrisskraftver-
teilung bei 100nm/s (rote Kreise) und Fit (schwarze Linie). (B) Simulierte Abriss-
kraftverteilung bei 1000 nm/s (blaue Kreise) und Fit (schwarze Linie). (C) Summe
der Abrisskraftverteilungen aus A und B (griine Kreise) und globaler Fit an die
Daten (schwarze Linie).

Abbildung C.1 verdeutlicht die Arbeitsweise des Allgorithmus. Zunéchst wurden
zwei Abrisskraftverteilungen nach Gleichung 3.15 mit unterschiedlicher Ziehgeschwin-
digkeit simuliert! und gefittet (Abb. C.1A und B). AnschlieBend wurden beide Vertei-
lungen zusammengelegt und global gefittet (Abb. C.1C). Die resultierende Funktion
nimmt die Doppel-Peak-Form der Gesamtverteilung an.

1'Um eine deutliche Trennung der Verteilungen zu erhalten, wurde eine unterschiedliche Ziehgeschwin-
digkeit gewiihlt. Tatséchlich beriicksichtigt der Algorithmus Unterschiede in allen WLC-Parametern.
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