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Zusammenfassung

Superhelices’ kommen in einer Vielzahl von Proteinen vor, die mechanischen Kriften aus-
gesetzt sind. Die strukturell einfachsten Superhelices bestehen aus zwei a-Helices, die sich
gegenseitig umwinden und stellen ein ideales Modellsystem der Proteinfaltung dar. In
dieser Arbeit werden ihre mechanischen Eigenschaften kraftspektroskopisch untersucht.

Durch eine lateral wirkende Kraft, die an einem Ende einer einzelnen Superhelix angreift,
lassen sich die a-Helices schrittweise voneinander trennen. Dies wird anhand artifizieller
Superhelices (LZ) verschiedener Lénge gezeigt, welche auf einer Teilsequenz des Transkrip-
tase Aktivators GCN4 der Hefe beruhen. Sie 6ffnen sich bei Kréften zwischen 10 und 16 pN,
wobei sequenzspezifische Kraftfluktuationen zu beobachten sind. So zeigen sich Kraftein-
briiche an Orten, die ein hydrophiles Asparagin innerhalb des hydrophoben Superhelixkerns
aufweisen. Substituiert man ein einzelnes Asparagin durch ein hydrophobes Valin kann eine
damit verbundene Energiedifferenz von 6 kg7’ lokal aufgelost werden. Die Faltung der LZ-
Superhelices startet immer mit einer kooperativen Keimbildung am C-terminalen, durch
eine Disulfidbriicke kovalent verbundenen Ende. Sie findet bei Ziehgeschwindigkeiten von
150 nm/s gegen eine anliegende Kraft von 8 pN nahe am thermodynamischen Gleichge-
wicht statt und kann durch Erhéhen der Ziehgeschwindigkeit weiter zum Nichtgleichge-
wicht verschoben werden. Der Faltungskeim lésst sich gezielt durch Einfiigen unstruktu-
rierter Aminoséduren vergrofern, wodurch die mittlere Riickfaltungskraft der Superhelix
abnimmt, wiahrend die Entfaltungskraft unveréndert bleibt. Mit Hilfe eines Nichtgleichge-
wichtsmodells ldsst sich die Grofle und Kinetik des Faltungskeims bestimmen. Ein Gleich-
gewichtsmodell ermdglicht anhand der Superhelixsequenz die Bestimmung des gesamten
Stabilitatsprofils. Da experimentell sowohl das Gleichgewichts- als auch das Nichtgleichge-
wichtsregime zugénglich ist, konnte erstmals die Anwendbarkeit des Fluktuationstheorems
von Crooks auf Messungen mit dem Kraftmikroskop (AFM) nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit werden die Superhelices molekularer Motoren des Drosophi-
la melanogaster und des Neurospora crassa Kinesins untersucht, die in ihrer biologischen
Funktion lateralen Kréften ausgesetzt sind. Auf physiologisch relevanten Zeitskalen ent-
faltet erstere im thermodynamischen Nichtgleichgewicht bei mittleren Kréften von 12 pN;
die Entfaltung der N. crassa Superhelix findet hingegen bei Kréiften kleiner als 7 pN statt.
Die D. melanogaster Sequenz enthélt fiir Superhelices untypische und helixbrechende Mo-
tive, deren jeweilige lokale Stabilitdten und Faltungseigenschaften durch Einfiigen in die
LZ-Superhelices bestimmt werden.

Tm Englischen: coiled coils






Einleitung

Proteine gehoren zu den Grundbausteinen der Zelle, sie verleihen ihr Stabilitdt und agieren
als Nanomaschinen, die an allen zelluldren Prozessen beteiligt sind. Sie bestehen aus einer
linearen Aneinanderreihung von Aminoséauren, wobei 20 verschiedene Aminoséduren mit je-
weils spezifischen, physikalischen Eigenschaften Verwendung finden. Thre Funktion kénnen
Proteine nur in ihrer korrekt gefalteten, dreidimensionalen Tertiéir- bzw. Quartéirstruktur
ausiiben. Bei einer Vielzahl von Proteinen findet diese Faltung spontan und ohne weitere
Hilfsproteine in physiologischer Umgebung statt. Die sich ergebende Struktur des Proteins
héngt dann nur von der sequentiellen Anordnung der Aminoséuren innerhalb der Kette ab.
Der Faltungsprozess ist duflerst komplex und eine Vorhersage der gefalteten Struktur al-
lein aus der Sequenz der Aminosaurekette ist nur in Spezialfillen oder durch vergleichende
Methoden moglich.

Eine héaufig in Proteinen vorkommende Struktur ist die Superhelix, die sich durch ihren
sehr einfachen Aufbau auszeichnet. Superhelices bestehen aus mindestens zwei a-Helices,
die sich gegenseitig umwinden. Trotz dieser einfachen Struktur sind die intra- und inter-
molekularen Wechselwirkungen der einzelnen a-Helices sehr vielschichtig. Dies macht die
Superhelix zu einem viel erforschten Modellsystem, von welchem ausgehend versucht wird,
allgemeine Fragen zur Proteinfaltung zu kldren. Tatsdchlich ist die Superhelix bisher die
einzige bekannte Struktur, die allein aus der Aminosduresequenz mit Hilfe eines Satzes
parametrischer Gleichungen vorher gesagt werden kann. Diese frei verfiigbaren Vorhersa-
geprogamme ermoglichten die Abschétzung, dass etwa 2% der in Proteinen vorkommenden
Aminoséuren in einer dimeren oder trimeren Superhelixstruktur auftreten.

Dabei sind Superhelices nicht allein aufgrund ihrer Haufigkeit, sondern auch wegen ihrer
speziellen mechanischen Eigenschaften an Orten zu finden, die der Wirkung von Kréften
ausgesetzt sind. Beispiele hierfiir sind die Gruppe der Intermediérfilamente, die unter
anderem Bestandteil des Zytoskeletts sind oder als Keratin in Haar, Horn und Federn vor-
kommen sowie das Fibrinogen, das bei der Blutgerinnung eine Rolle spielt. Auch kénnen
Superhelices bei ihrer Faltung aktiv Kraft ausiiben. Physiologisch relevant ist dies bei-
spielsweise bei der Membranfusion wie sie bei Viren (HIV-gp41 Komplex) oder Transport
Vesikeln (SNARE-Komplex) vorkommt. Als weiteres Beispiel sind noch molekulare Mo-
toren zu nennen, die bei allen zellularen Prozessen, die Bewegung erfordern eine wichtige
Rolle spielen. Molekulare Motoren treten héufig als Oligomere auf, wobei die Oligomerisa-
tion meist durch Superhelices erreicht wird. Diese sind lateralen Kréaften ausgesetzt, wenn
sich der Motor fortbewegt.



4 Einleitung

In allen, oben genannten Beispielen sind die mechanischen Eigenschaften der Superheli-
ces von Bedeutung, die nur mit Einzelmolekiiltechniken experimentell zugénglich sind. So
machten es experimentelle Aufbauten, wie die optische Pinzette oder das Kraftmikroskop
moglich, einzelne Proteine einer definierten Kraft auszusetzen und sowohl die mechani-
schen Eigenschaften gefalteter Proteine zu testen, als auch die Vorgéinge bei mechanisch
induzierten Entfaltungen.

In dieser Arbeit wird die mechanische Methode der Kraftmikroskopie angewandt,
um dimere Superhelices schrittweise aufzutrennen. Es wird gezeigt, dass das
Auflésungsvermogen der Methode ausreichend ist, um die Effekte einzelner Aminoséure-
substitutionen zu detektieren. Auflerdem werden die Krifte bestimmt die zum Entfal-
ten verschiedener Superhelices benotigt werden, die in molekularen Motoren vorkommen.
Ferner ist die Kraftspektroskopie in der Lage, Antworten zu liefern, die mit klassischen
Ensemble-Methoden nicht direkt zugénglich sind. So ist es mit der hier vorgestellten Me-
thode moglich, das Faltungsverhalten und die Stabilitéit einzelner a-helikaler Windungen
innerhalb einer Superhelix lokal aufzulésen. Mit dieser Methode kénnen also wichtige Fra-
gen zur Proteinfaltung, wie die der Grofle, Kinetik und der Lokalisation von Faltungskeimen
direkt beantwortet werden.



Kapitel 1

Thermodynamik der mechanischen
Entfaltung von Superhelices

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber die theoretische Beschreibung der mechanischen
Entfaltung von Superhelices. Dazu wird zuerst der strukturelle Aufbau dimerer Super-
helices umrissen, anschlieBend werden die thermodynamischen Grundlagen der Protein-
entfaltung eingefithrt. Es wird gezeigt, dass die Entfaltung von Superhelices sowohl
im thermodynamischen Gleichgewicht als auch im Nichtgleichgewicht beobachtet wer-
den kann, was in den Abschnitten 1.2 und 1.3 behandelt wird. In Abschnitt 1.4 wer-
den die kiirzlich aufgestellten Fluktuationstheoreme vorgestellt, die eine Briicke zwischen
Nichtgleichgewichts- und Gleichgewichtsbeschreibung schlagen.

1.1 Der Aufbau dimerer Superhelices

Superhelices sind drei-dimensionale Strukturen, die sich aus der korrekten Anordnung
mehrerer a-Helices zusammensetzen. Die einfachsten Superhelices bestehen aus nur zwei
a-Helices, die sich gegenseitig umwinden. Da in dieser Arbeit nur dimere Superhelices
untersucht werden, wird sich dieser Abschnitt auf solche beschréanken. Ein umfassender
Uberblick iiber komplexere Superhelices ist in [1][2] zu finden.

Die Strukturen der a-Helix und der Superhelix wurden bereits in den 50er Jahren von
Pauling [3] und Crick [4] beschrieben. Abbildung 1.1 a) zeigt drei Windungen einer einzel-
nen a-Helix. Nur die Atome des Riickgrats sind eingezeichnet; die nicht gezeigten Rest-
gruppen der Aminosiduren wiirden immer von der Helixachse weg zeigen. Stabilisiert wird
die a-Helix durch Wasserstoffbriicken zwischen der C=0 Gruppe der n-ten Aminoséure
und der N-H Gruppe der n + 4ten Aminosdure (griin gestrichelt in Abbildung 1.1 a)), wo-
bei die Nummerierung vom N-terminalen Ende her erfolgt. Eine a-helikale Windung fasst
im Mittel 3.6 Aminosduren. Bezeichnet man also die Aminosduren mit Buchstaben von
a bis g (abcdefg),, so kommt die Aminosdure a; fast senkrecht iiber der Aminoséure ag
zu liegen. Die Nummerierung durch die ,, Heptadenwiederholung® ist in Abbildung 1.1 b)
gezeigt. Dort sind schematisch zwei Windungen von zwei sich nebeneinander befindenden
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Abbildung 1.1: a) Schematischer Aufbau einer a-Helix. Die Restgruppen der Aminoséduren
sind nicht gezeigt. b) Schematischer Querschnitt durch eine Superhelix. Gezeigt sind zwei a-
helikale Windungen. Die Blickrichtung ist vom C-terminalen Ende zum N-terminalen Ende hin.
Die Aminoséduren a und d bilden den hydrophoben Streifen der a-Helix, die Aminosduren e und
g zeigen hiufig elektrostatische Wechselwirkungen (,,Salzbriicken*). c¢) Schematische Struktur
einer Superhelix mit eingezeichneten Aminoséureresten. Die a-Helices umwinden einander mit
einer Ganghdhe von etwa 14 nm. Alle in der Abbildung angegebenen Mafle kénnen zwischen
verschiedenen Superhelices variieren, angegeben sind Mittelwerte [5].

a-Helices aufgetragen. Man blickt dabei vom C-terminalen Ende entlang der Superheli-
xachse. Sollen sich zwei a-Helices zu einer Superhelix verbinden, so miissen sie sich an
ihrer Kontaktfliche nahe kommen. Da die Aminosdurereste von der jeweiligen a-Helix
Achse weg zeigen, wird dies wie in Abbildung 1.1 b) geschehen. Um sterische Behinde-
rungen zu vermeiden wird die Restgruppe der Aminosaure d’ des einen Stranges zwischen
den Restgruppen der Aminoséuren ag und a; des anderen Stranges zu liegen kommen (rot
in Abbildung 1.1 b)). Eine schone Veranschaulichung dieser ,knob-into-holes“-Anordnung
wurde bereits 1953 von Crick gegeben [4]. Damit diese Anordnung der beiden a-Helices
thermodynamisch stabil bleibt, miissen die Aminoséuren an a- und d-Positionen der Hep-
tade hydrophobe Restgruppen aufweisen. Dieses sich streng wiederholende Muster in der
Aminosduresequenz, das einen hydrophoben Streifen an der jeweiligen a-Helix bildet, ist
essentiell fiir die exakte Vorhersage superhelikaler Strukturen (siehe Seite 45ff in [1]). Die
Aminosduren an den e- und g-Positionen sind meist hydrophil und sie kénnen iiber inter-
molekulare, elektrostatische Wechselwirkungen der Superhelix Spezifizitét verleihen (rote
Striche in Abbildung 1.1 b)). Da pro a-helikaler Windung 3.6 Aminoséuren Platz finden,
wird sich mit zunehmender Hohe (n) die a,-Position zunehmend zur ay Position verschie-
ben, der jeweilige hydrophobe Streifen wird sich also um die Achse seiner a-Helix winden.
Dies fiihrt dazu, dass sich die aneinander liegenden a-Helices gegenseitig umwinden (Ab-
bildung 1.1 ¢)); aus der strukturellen Geometrie ergibt sich eine Ganghohe von etwa 14
nm [5].
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1.2 Beschreibung im thermodynamischen Gleichge-
wicht

1.2.1 Grundlagen

In jlingster Zeit wurde es durch neue, experimentelle Techniken moglich, einzelne Ma-
kromolekiile gezielt zu strecken und damit einer definierten Kraft auszusetzen® [9]. Ma-
kromolekiile bestehen aus einer sehr groflen Anzahl von Atomen, weshalb mit Hilfe der
Ergodenhypothese eine thermodynamische Beschreibung eines einzelnen Molekiils erlaubt
ist. Die Ergodenhypothese besagt, dass die thermodynamischen Eigenschaften eines ein-
zelnen Molekiils auch durch eine zeitliche Mittelung gewonnen werden kénnen. Daher kann
das Konzept der thermodynamischen Potentiale auch auf Experimente mit einzelnen Mo-
lekiilen angewandt werden. Beriicksichtigt man als neue Variablen die intensive Gréfle der
am Molekiil anliegenden Kraft F' und die extensive Gréfle des End-zu-End Abstands z des
Molekiils, so lassen sich die bekannten Potentiale erweitern.

dE =TdS — pdV + Fdz

(
dA = —SdT — pdV + Fdz (1.2
dG = —SdT + Vdp + Fdz (1.3
dG' = —SdT + Vdp — dF (1.4

Dabei ergeben sich die Potentiale der freien Energie von Helmholz (A = E — T'S), der
freien Energie von Gibbs (G = E —T'S+ PV') und das Potential G' = E—-TS+ PV — FZ
jeweils durch Legendre-Transformationen aus Gleichung 1.1. Bezeichnet F' die Kraft, die
parallel zur Richtung der Ausdehnung z wirkt, so darf F'dz als Skalar geschrieben werden.
Kraftspektroskopische Experimente mit unendlich steifer Blattfeder, bei denen der Abstand
z kontrolliert und die Kréfte F' detektiert werden, sind mit der freien Energie G (Gleichung
1.3) verbunden, wéhrend bei einer Messung mit unendlich weicher Blattfeder die Kraft
F kontrolliert werden kann und somit G’ das zugehorige Potential ist [10]. Speziell bei
der Beschreibung von Proteinen kann man die Unterschiede zwischen der freien Energie
A(T,V, z) von Helmholz und der freien Energie G(7T',p, z) von Gibbs vernachldssigen, da
Volumenénderungen der Proteine in Abhéngigkeit des Druckes duflerst klein sind. Dariiber
hinaus kann in kraftspektroskopischen Experimenten der Druck p und die Temperatur 7'
konstant gehalten werden, womit sich aus Gleichung 1.3

dG = Fdz oder G(z2) = G(z) +/ Fdz (1.5)

21

ergibt. Seit Boltzmann lassen sich die Potentiale der klassischen Thermodynamik (Glei-
chungen 1.1 - 1.4) mit der statistischen Physik in Verbindung bringen. So gilt beispielsweise
fiir ein kanonisches Ensemble der Zusammenhang

A(T,V,z) = —kgTIn Zy(T,V, 2) (1.6)

!Dieser Abschnitt ist an [6][7][8] angelehnt



8 1. Thermodynamik der mechanischen Entfaltung von Superhelices

zwischen der Helmholz’schen freien Energie und der kanonischen Zustandssumme Zj. Diese

ist durch .
Zy = Zexp (_k‘BT) (1.7)

n

gegeben, wobei FE,, die Energie aller einnehmbarer Zustinde n des Systems bei gegebener
Temperatur darstellt. Kennt man also die kanonische Zustandssumme Zj,, so kann mit Glei-
chung 1.6 auf alle Parameter des Systems geschlossen werden. Ein anderer Weg besteht in
der direkten Berechnung der Erwartungswerte der gewiinschten Parameter. Mit Kenntnis
der Zustandssumme 7 lasst sich mit dem Gesetz von Boltzmann die Wahrscheinlichkeit,
einen bestimmten Zustand n des Systems mit Energie FE,, vorzufinden, mit

_ 1 exp [ — B (1.8)
Pn=oxp |~ :

angeben. Somit kann der Erwartungswert einer beliebigen Oberservablen O mit

B > Onexp(—E,/kgT)
0) = ; O = N (=B fksT)

berechnet werden, wobei {iber alle einnehmbaren Zustdnde n summiert werden muss. Unter
anderem lasst sich auf diese Art die mittlere Energie (£) (Gleichung 1.1) des thermody-
namischen Systems berechnen. Méchte man in der Praxis die kanonische Zustandssumme
beispielsweise eines einzelnen Molekiils angeben, welches sich in wéssriger Losung zwi-
schen Blattfeder und Oberfléche eines Kraftmikroskops befindet, so miissten alle moglichen
Zustande n mit beriicksichtigt werden. Dazu wiirden auch sédmtliche Beitrage aus den In-
teraktionen der einzelnen Wasseratome untereinander und mit dem Molekiil zdhlen; eine
solche Berechnung wiirde sehr viel Zeit beanspruchen. Auch ist es in dieser detaillierten
Sichtweise schwierig, experimentell zugingliche Zustdnde, wie den entfalteten oder den
gefalteten Zustand eines Proteins zu definieren, da diese sich aus einem Ensemble verschie-
dener Konformationen zusammen setzen. Um die Rechnungen zu vereinfachen, kann man
mehrere Zustdnde des Systems zusammenfassen. Beispielsweise lédsst sich das Ensemble
der Zustande T;, die den entfalteten Zustand ¢ bilden, betrachten. Besteht der Zustand ¢
aus vielen verschiedenen Unterzustinden n = [1...m], so ergibt sich als Wahrscheinlichkeit
das System im Zustand i zu finden?,

Di = Z exp (— kBT) mit 7y = ;exp (_kBT) (1.10)

wobei G; die freie Energie des jeweiligen Ensembles an Unterzustdnden beschreibt. Bei
einer Vereinfachung der theoretischen Beschreibung durch Zusammenfiihren von mehreren
Zustanden in Unterensembles T;, hingt die Zustandssumme also eher von der freien als von
der potentiellen Energie ab. Dies ist sinnvoll, da fiir die Energie eines solchen Ensembles
neben den enthalpischen Energiebeitrigen auch die entropischen Beitrége beriicksichtigt
werden miissen.

’pi = 3P = 1/Zkuy >, exp(En/kpT) mit Gleichung 1.6 wird dies zu 1/Zy ;) exp(—A;/kpT) und
bei p, V = const ergibt sich Gleichung 1.10

(1.9)
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1.2.2 Kraftantwort der entropischen Kette

Ein Beispiel, wie mit den Methoden der statistischen Physik die Kraftantwort eines ein-
zelnen Molekiils auf eine Streckung berechnet werden kann, ist die Dehnung einer entro-
pischen Kette. Experimentell kann eine solche Kette beispielsweise ein DNA-Strang oder
ein Polypeptid sein, da diese aus einer Abfolge von vielen, zueinander beweglichen Unter-
einheiten bestehen. Es lassen sich verschiedene Modelle wie das FJC (freely jointed chain)
oder das FRC (freely rotating chain) Modell angeben [11], deren Kraft-Abstandsverhalten
ausschlieflich durch entropische Beitrége erkldrt wird. In dieser Arbeit wird zur Beschrei-
bung des Kraft-Abstandsverhaltens eine Interpolationsformel des WLC (worm like chain)
Modells von Porod-Kratky benutzt [12][13]:

kBT z 1 1
F== (Z TI0 e Z) (L1)

Dabei ist die Persistenzléinge p ein Maf fiir die Steifigkeit des Polymers, die Konturlénge
L beschreibt die Lange des vollstdndig gestreckten Polymers im asymptotischen Fall ei-
ner unendlich hohen Kraft. Die Interpolationsformel gibt das Kraft-Abstandsverhalten
des WLC-Modells asymptotisch fiir kleine und grofle Kréfte sehr gut wieder. Es ist bei
kleinen Kréiften hauptséchlich durch die entropischen Beitrdge der Konformationen der
Polymerkette bestimmt, wéahrend bei hohen Kraften von F' > 500 pN die enthalpischen
Beitrége der Dehnung von Bindungen oder der VergréfSerung von Bindungswinkeln in den
Vordergrund treten [14].

Fiir die in dieser Arbeit gezeigten Experimente an Superhelices ist nur der entropisch do-
minierte, niedrige Kraftbereich zwischen 0 und 25 pN von Interesse. Abbildung 1.2 zeigt ei-
ne, mit der in Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Methode aufgenommene Kraft-Abstandskurve
in diesem Kraftbereich. Als Inset ist die gesamte Kraft-Abstandskurve gezeigt, mit der die

254 100 ﬁ—. Zyklen
g {\ \ / \
20 e 80 \ Ir',‘.'/“ \
g 154 * ¢ — -
g 104 0 50 100 150 200
x Abstand [nm]
Mo
5 . M ALY
/‘.’T—"\Ww ;
04 it e
T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Abstand [nm]

Abbildung 1.2: Gemessener (rot) und theoretischer (griin) Kraft-Abstandsverlauf eines Poly-
peptides. Die Mittelung zur Erhohung der Auflésung wurde zwischen den Abstdnden 35 und 110
nm durchgefiihrt, die Nullpunkte FF = 0 und z = 0 ergeben sich aus dem Inset. Der theoreti-
sche Verlauf der Kraft-Abstandskurve wurde mit Formel 1.11 berechnet, als Konturlinge wurde
L = 135 nm, als Persistenzldnge p = 0.7 nm verwendet.

Nullpunkte des Abstandes z und der Kraft F' bestimmt werden kénnen. Es zeigt sich, dass
die Kraftantwort dieses Polypeptides mit einer Persistenzlinge von p = 0.7 nm sehr gut
beschrieben werden kann.
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1.2.3 Laterales Auftrennen einzelner Superhelices

Das mechanische Auftrennen von Superhelices durch eine lateral zur Superhelixachse anlie-
gende Kraft (,,unzipping“) zeigt viele Ahnlichkeiten zum mechanischen unzippen einzelner
DNA-Striange [15]. Dies wurde bereits von Bockelmann et al. experimentell untersucht
und durch ein theoretisches Modell, welches auf der Annahme thermodynamischen Gleich-
gewichts basiert, beschrieben [16][17]. Im Folgenden soll das Modell von Bockelmann et
al. auf das Unzippen von Superhelices angewandt werden. Abbildung 1.3 zeigt schema-
tisch den dafiir verwendeten, experimentellen Aufbau. Die Superhelix (in Abbildung 1.3

N

N

\

N

N

IS,

\

\

N-2 §
N-1 N
N N

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau des Experiments zum mechanischen Entwinden einer
Superhelix mit N Windungen (Angelehnt an [17]). Der Abstand der nicht ausgelenkten Feder-
spitze von der Unterlage ist zg, der End-zu-End Abstand der Superhelix zusammen mit dem
Tragerprotein ist z. In gelb ist das die beiden a-Helices kovalent verbindende Cystein eingezeich-
net.

als Leiter dargestellt) ist {iber ein Trégerprotein, welches in der Beschreibung als entro-
pische Kette angesehen werden soll, an die Spitze einer Blattfeder und eine Unterlage
gebunden. Der End-zu-End Abstand des gesamten Molekiils (Tréagerprotein und Super-
helix) ist mit z bezeichnet, der Abstand der nicht ausgelenkten Blattfeder zur Unterlage
mit zp. Diese Abstédnde konnen im Experiment gemessen werden (siehe Anhang B.2.1).
Zur Vereinfachung ist die Superhelix aus zwei linearen Stdngen gezeichnet, die miteinander
in diskreten Abstédnden ,,Bindungen“ eingehen kénnen. Da die Kraft des Systems lateral
zur Superhelixachse anliegt, werden diese Bindungen sequentiell belastet und kénnen so
aufbrechen (in Abbildung 1.3 durch j = 4 gedffnete Bindungen verdeutlicht). Die letzte
Bindung der Superhelix N (in Abbildung 1.3 gelb gekennzeichnet) kann dabei nicht aufge-
brochen werden. Fiir die Beschreibung kann man als Vereinfachung annehmen, dass sich
alle 3.5 Aminoséuren eine Bindung zwischen den sich gegeniiberliegenden a-Helices ausbil-
det. Dies lésst sich durch die intermolekular wechselwirkenden Aminoséduren an den a- und
d-Positionen einer Heptade rechtfertigen. Diese Darstellung der Superhelix beinhaltet meh-
rere Vereinfachungen: In einer realen Superhelix besteht eine a-helikale Windung aus 3.6
Aminoséuren, wodurch sich beide a-Helices umeinander winden. Die reale, noch gefaltete
Superhelix wird also durch den unzipping Vorgang in der Losung rotieren. Dadurch auf-
tretende Reibungseffekte werden somit in unserer Beschreibung vernachléssigt. Aulerdem
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bezeichnet das ,,Brechen einer Bindung® den komplexen Vorgang der gesamten Entfaltung
einer Windung. Der Konturldngenzuwachs, der durch solch einen Bindungsbruch entsteht,
ldasst sich durch die Konturlénge von 3.5 entfalteten Aminoséduren auf beiden Seiten zu
2-3.5-0.365 nm berechnen [18]. Dabei wurde angenommen, dass die Entfaltung symme-
trisch ist, d.h., dass immer eine a-helikale Windung des einen Stranges gleichzeitig mit der
a-helikalen Windung des anderen Stranges entfaltet.

Fiir eine feste Piezoposition z( lésst sich ein bestimmter Zustand des gesamtes Systems
durch Angabe des End-zu-End Abstandes z und der Zahl gedffneter Windungen j eindeutig
festlegen. Der Erwartungswert einer Observablen O des Systems, wie beispielsweise der
Kraft F' lasst sich dann mit Gleichung 1.9 bestimmen, wobei iiber alle Zusténde n = j, z
des Systems summiert werden muss. Es ergibt sich als Erwartungswert der Kraft:

> F(j, 2, mg)e Paesbizrol kT

_ =
<F(IO)> - Zenges(ij,xO)/kBT (].12)
7,2

Um die Summation numerisch ausfithren zu kénnen, miissen noch die Werte F'(j, z, xo) und
Eqes(7, 2, o) jedes einnehmbaren Zustandes berechnet werden. Mit den Léngen zp und z
lasst sich die Verbiegung der Blattfeder und somit auch die Kraft zu F'(z,zq) = k.(zo — 2)
fir die einzelnen Zusténde bestimmen. Die Bestimmung der Werte Eges(7, 2, 29) wird im
folgenden Abschnitt erklért.

Energiebeitrige im kraftspektroskopischen Experiment

Die in dem in Abbildung 1.3 beschriebenen System auftretenden Energien lassen sich durch
drei Teilenergien zusammenfassen: Die Energie zum Biegen der Blattfeder Eiq, die Energie
zum Strecken der entropischen Kette Fwpc und die Energie zum Auftrennen von j Win-
dungen FE,,. Fiir jeden durch j und z spezifizierten Zustand des Gesamtsystems lassen
sich diese Energien berechnen. Kennt man die Federkonstante k. der Blattfeder, so lasst
sich Fq mit

ke
2
bestimmen. Die Energie, die benttigt wird, um die entropische Kette auf die Lénge z zu
strecken, ldsst sich durch

Erea(2,10) = —(z9 — 2)? (1.13)

Bwre(j, 2) = /0 F(L(j), 2)d’ (1.14)

ausdriicken. Dabei bezeichnet F' die an den Enden einer entropischen Kette der Kon-
turlinge L(j) auftretende Kraft. Fiir Polypeptide hat sich als Kraft-Abstandsbeschreibung
die Interpolationsformel des WLC-Modells bewihrt, die hier mit einer Persistenzlédnge von
p = 0.7 nm verwendet wird (Gleichung 1.11 in Abschnitt 1.2.2). Zu beachten ist, dass die-
se Energie nicht nur vom End-zu-End Abstand z abhéngt, sondern auch von der Anzahl
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bereits gedffneter Windungen j der Superhelix, da sich die Konturlidnge L(j) der gesamten
entropischen Kette aus der Konturldnge des Tragerproteins und der Konturlénge aller ent-
falteten Superhelix-Windungen zusammensetzt. Die Energien FEp.q und Ewrpc beinhalten
also nur bekannte Groéflen, die sich ohne weitere Fitparameter angeben lassen.

Der letzte Energiebeitrag Ei,,,, der das Unzippen von 7 Windungen beschreibt, ldsst sich
durch Summation iiber die Energien Egsy, die zum Auftrennen einer einzelnen Windung v
notig sind, bestimmen.

J
EuHZ(j) = ZEgH (1'15)
v=1

Die Energie E¢} setzt sich dabei aus allen, beim Aufbrechen einer a-Helix Windung auf-
tretenden Energien zusammen und hingt daher auf komplexe Weise von der Sequenz der
Aminoséduren innerhalb der Windung, aber auch von den, die Windung umgebenden Ami-
nosauren ab. Dieses Modell erlaubt es prinzipiell fiir jede Windung der Superhelix einen
freien Fitparameter £ einzufiihren, wodurch die eindeutige Bestimmung dieser Para-
meter aus einer begrenzten Anzahl von Experimenten unmoglich wird. Durch speziell
gewihlte Randbedingungen lédsst sich aber die Anzahl der unterschiedlichen Parameter
E&;,; einschréanken, so dass diese bestimmbar werden. Dies wird in Abschnitt 2.3.1 anhand
der LZ26-Superhelix gezeigt.

Die Energie Fyes(J, 2, zo) in Gleichung 1.12 ergibt sich dann durch Addition der einzelnen
Teilenergien:

Eges(.j7 z, :L‘O) = Eunz(j) + EWLC(j: Z) + Efed(zvr()) (116)

Abbildung 1.4 zeigt, wie sich die Energie Eys durch das Entfernen der Blattfeder von der
Oberflache verdndert. Zur Veranschaulichung wurde eine Superhelix mit zehn Windungen
gewihlt, wovon die ersten sechs Windungen stabilisierende Energien E{5'% = 5 kgT
aufweisen und die letzten vier Windungen destabilisierende Energien EY5™10 = —2
kgT. Die Superhelix ist iiber eine entropische Kette der Lénge Ly = 120 nm zwischen
Blattfederspitze und Oberfliche verankert. Fiir die Energie Fy,,(j), die nur von der
Anzahl offener Windungen j und nicht von den Abstdnden zy und z abhéngt, ergibt
sich das in Abbildung 1.4 a) gezeigte Bild. Die vom System einnehmbaren Zusténde
sind hier, um die Beschreibung einfach zu halten, durch ganzzahlig getffnete Windungen
gegeben. Wenn die Absténde xy und z Null sind, also keine Kraft auf die Superhelix wirkt,
dann verschwinden die Energiebeitrage Frq und Ewpc. Abbildung 1.4 a) zeigt also die
der Superhelix zugehorige Energielandschaft ohne anliegende Kraft. Unter Krafteinfluss
werden die Energiebeitrige Egq und Fwrc von Bedeutung und sind in Abbildung 1.4 b)
und c) fir die realistischen Auslenkungen zy = 86 nm und z = 84 nm gezeigt. Bei einer
Federkonstante k. von 8 pN/nm entspricht dies etwa einer anliegenden Kraft von 16 pN.
Die Energie Epq hdngt nur von der Auslenkung (zy — z) ab und ist daher unabhéingig von
der Zahl gedffneter Windungen ca. 4 kgT. Um die angegebenen Abstédnde xy und z zu
erreichen, ist auch eine Energie zum Strecken der entropischen Kette Fwpc aufgewandt
worden. Diese Energie ist in Abbildung 1.4 ¢) gezeigt. Mit mehr gedffneten Windungen
7, die die Konturlinge der entropischen Kette verlangern, wird dieser Energiebeitrag
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Abbildung 1.4: Energiebeitrige zur Berechnung der Gesamtenergie des Systems Eges mit an-
liegender Kraft. Gezeigt sind fiir die konstanten Abstédnde z und zg die Energien a) Eyy,, b) Ffeq
und ¢) Ewrc. Addiert ergeben sie die in d) gezeigte, ,,verkippte“ Energielandschaft Fges. Ist
das System nicht ausgelenkt, also ohne anliegende Kraft, so ergibt sich mit Frq = Fwrc = 0 als
Gesamtenergie die in a) gezeigte Energielandschaft.

kleiner, da es weniger Arbeit erfordert, eine langere Kette auf den gleichen Abstand z zu
dehnen. Addiert ergeben diese drei Energien die in Abbildung 1.4 d) gezeigte, , verkippte®
Energielandschaft. Dabei ist insgesamt mehr Energie im System gespeichert und die
gesamte Energie des Systems mit 10 offenen Windungen ist jetzt kleiner als die mit Null
geoffneten Windungen. Mit Gleichung 1.8 bedeutet dies, dass es fiir die gezeigten Werte x
und z wahrscheinlicher ist, die Superhelix vollig entfaltet vorzufinden, als vollig gefaltet.
Durch Anlegen einer Kraft wird also die Superhelix entfaltet. Bei der hier gezeigten
Energielandschaft zeigt sich zusétzlich, dass der Zustand mit sechs entfalteten Windungen
immer die hochste Energie besitzt. Dieser Zustand wird also nur mit einer sehr geringen
Wahrscheinlichkeit besetzt werden. Als weiteres Detail ist zu nennen, dass es in der in
Abbildung 1.4 d) gezeigten Energielandschaft unter Krafteinfluss wahrscheinlicher ist, ei-
ne Superhelix mit einer oder zwei entfalteten Windungen zu finden, als eine vollig gefaltete.

Kennt man die Energielandschaft e, so ldsst sich mit Formel 1.12 der Erwartungswert
der Kraft fiir konstante Abstédnde o berechnen. In Abbildung 1.5 a) ist dies fiir die in Ab-
bildung 1.4 erklérte Energielandschaft gezeigt. Mit steigendem Abstand xg steigt die Kraft
auf das System durch das Dehnen der entropischen Kette und der Blattfeder. Bei etwa 76
nm Auslenkung findet der Ubergang zwischen gefalteter und entfalteter Superhelix statt.
Da durch das Entfalten der letzten vier Windungen Energie frei wird und die entfaltete
Superhelix zu einer verldangerten entropischen Kette fiithrt, sinkt die mittlere Kraft in die-
sem Bereich. Mit Formel 1.12 kénnen aufler der Kraft auch die Erwartungswerte weiterer
Observablen berechnet werden. Abbildung 1.5 b) zeigt fiir die in Abbildung 1.4 erklérte
Energielandschaft den Erwartungswert der offenen Windungen (), in Abbildung 1.5 ¢) ist
deren Varianz var(j) = (j2) — () zu sehen. Wie schon in Abbildung 1.5 a) zu sehen ist,
findet in diesem Beispiel bei einer Piezoposition von xy = 76 nm die Entfaltung der Super-
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Abbildung 1.5: a) Mittlere Kraft (F') in Abhéngigkeit der Piezoposition zg fiir die in Abbildung
1.4 gezeigte Energielandschaft. Bei xp = 76 nm und einer anliegenden Kraft von ca. 10 pN
wechselt die Superhelix vom gefalteten zum entfalteten Zustand. Dies ist in b) durch die mittleren
gedffneten Superhelixwindungen (j) in Abhéngigkeit von zy dargestellt. c) Varianz (j2) — (j)?

der gedffneten Superhelixwindungen.

helix statt, wobei nur an dieser Position eine hohe Varianz der geoffneten Windungen zu
beobachten ist3. Eine genaue Analyse der Varianz und der damit verbunden Auflésung des
Messsystems wird in Abschnitt 2.3.1 am Beispiel der LZ26-Superhelix erlautert. Mit der
mittleren Kraft fiir eine Piezoposition x, lassen sich iiber z = xo— (F") /k. die im Folgenden
in dieser Arbeit gezeigten, theoretischen Kraft-Abstandskurven (F'(z)) berechnen.

1.2.4 Das Uberstrecken von Superhelices

Auch das Uberstrecken einzelner Superhelices weist groBe Ahnlichkeiten mit dem
Uberstrecken doppelstriangiger DNA auf [6][19]. Fiir eine theoretische Beschreibung kann
man das jeweilige Molekiil in N Untereinheiten unterteilen, die in zwei Konformationen
(1) und (2) vorliegen kénnen. Die Konformation (1) entspricht dabei der gefalteten und
die Konformation (2) die der entfalteten, bzw. iiberstreckten Form. Schematisch ist dies
in Abbildung 1.6 fiir eine Superhelix mit N = 11 Untereinheiten gezeigt. Dabei hat die
gefaltete Form die Konturlange L; wéihrend die iiberstreckte Form eine grofiere Lange Lo
aufweist. Die gefaltete Form der Konturlange L; kann also als kleinste, kooperativ entfal-
tende Untereinheit gesehen werden. Unter der Annahme, dass die Uberginge (1) = (2)
innerhalb der experimentellen Bedingungen im thermodynamischen Gleichgewicht ablau-
fen, lédsst sich fiir eine geniigend grofie Anzahl an Untereinheiten N das Verhéltnis von

3Beim Ubergang der gefalteten zur entfalteten Superhelix haben die Fluktuationen des Systems
(0 = /var(j) ~ 5 Windungen) die selbe Groflenordnung, wie das untersuchte System selbst. Da in
unseren Experimenten der End-zu-End Abstand z kontrolliert wird und die Kraft F' eine Messgrofle ist,
ist das zugeordnete Potential das der Gibbs’schen freien Energie G. Dieses kann mit der Niaherung einer
unendlich weichen Blattfeder, die anschaulich einer Maxwellkonstruktion entspricht, oder durch Legendre-
transformation in G’ iiberfiihrt werden [10]. Fiir eine serielle Belastung mehrerer Superhelices (Abschnitt
2.3.3) werden die relativen Fluktuationen kleiner und die Gleichungen 1.3 und 1.4 wieder auf natiirliche
Weise ineinander iiberfiithrbar.
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Abbildung 1.6: Schematischer Aufbau zum Uberstrecken von Superhelices. Die Superhelix
lasst sich in kooperative Einheiten unterteilen, die in der gefalteten Form (durch Leitern gekenn-
zeichnet) der Lange L; oder der entfalteten Form mit Linge Ly vorliegen kénnen.

iiberstreckten Segmenten zu gefalteten Segmenten durch eine Boltzmannverteilung ange-

ben:
ny AG'(F)

= - 1.17
" oo (-S210) (117)
Um die theoretische Beschreibung zu vereinfachen ist es von Vorteil, das Potential G’

(Gleichung 1.4) zu verwenden und die aktuelle Ausdehnung z der gesamten Superhelix in
Abhéngigkeit der Variablen F' zu berechnen. Die aktuelle Ausdehnung lédsst sich durch

Zges(F) = Tyl (F') [N Lo 4+ 1y Ly ] (1.18)

beschreiben, wenn die Persistenzldngen der gefalteten und der entfalteten Struktur die
selben sind [19]. Dabei ist x,q die zur Konturlinge L relative Linge eines Polypeptides
unter Kraft und kann beispielsweise durch die Umkehrformel der Gleichung 1.11 mit L =1

beschrieben werden. Da n; = N — ng gilt, konnen n, und n; in Gleichung 1.18 mit
Gleichung 1.17 ersetzt werden. Es ergibt sich
Ly Ly

des(F) = mrel(F)N (119)

1 + ¢AG (F)/ksT + 1 + e—AG(F)/ksT
Der Energieunterschied AG’'(F') zwischen einer entfalteten oder gefalteten Untereinheit
héngt von der aktuell anliegenden Kraft ab. Bei der Beschreibung durch das Potential G’
findet eine Entfaltung bei konstanter Kraft statt, die dadurch freiwerdende Energie lasst
sich als z,(F)(Ly — Lq)F angeben. Allerdings muss nach der Entfaltung ein Polypeptid
der Konturlinge L, auf die Kraft F' gestreckt werden, was mehr Energie kostet als die
Dehnung des Polypeptides der Konturldnge L; zur selben Kraft. Diese Beitrage zusammen
verandern die Gleichgewichtsenergie der kooperativen Untereinheit ohne anliegende Kraft
AG, wie folgt

F F
AG/(F) = AGO - ZL’rd(LQ - Ll)F + / Z(.F7 LQ)dF - / Z(F, Ll)dF (120)
0 0

Es ist bemerkenswert, dass mit einer analytisch integrierbaren Funktion von z(F, L), die
Uberstreckung eines Molekiils analytisch durch Formel 1.19 beschrieben werden kann.
Abbildung 1.7 zeigt in rot eine sich aus Gleichung 1.19 ergebende, beispielhafte Kraft-
Abstandskurve. Fiir die Berechnung wurde eine zusétzliche entropische Kette angenom-
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Abbildung 1.7: Kraft-Abstandskurve einer iiberdehnten Superhelix. Fiir die Abbildung wur-
de das Ergebnis aus Gleichung 1.19 invertiert. HEs wurde eine Superhelix von 38.5 nm Lénge
iiberdehnt. Unterteilt man sie in 7 Untereinheiten von je 5.5 nm Léange, die sich mit einem Ener-
gieaufwand von AGy = 25kgT um das 2.3-fache dehnen kénnen, ergibt sich mit Gleichung 1.19
die in rot gezeigte Kurve. Eine Berechnung des selben Aufbaus mit Formel 1.22 ergibt die in
schwarz gezeigte Kurve. Der Inset zeigt die Abhéngigkeit der Steigung im Schmelzbereich von
der Grofle der kleinsten kooperativen Einheit L.

men, iiber die die Superhelices mit der Blattfeder und der Unterlage verbunden sind;
z(F, L;) wurde durch die Umkehrformel von Gleichung 1.11 bestimmt. Mit den fiir Su-
perhelices typischen Parametern (siehe auch Kapitel 2.3.3), schmelzen bei einer Kraft von
ca. 25 pN die einzelnen kooperativen Untereinheiten der Lénge L, auf. Dabei hingt die
Steigung dieses Kraftplateaus von der Grofle der kooperativen Untereinheiten ab. Diese

lasst sich iiber Formel 1.17 zu
4kgT

~ 1 30,0(F)AF

abschiitzen*. Dabei bezeichnet AF die Differenz der Krifte zu Beginn und zum Ende des
Kraftplateaus. Eine gréflere Untereinheit fithrt also zu einem flacheren Kraftplateau, was
im Inset in Abbildung 1.7 gezeigt ist. Fiir die Berechnung der blauen Kurve wurde bei-
spielsweise die Lénge der kooperativen Untereinheit L; und die fiir die Entfaltung nétige
Gleichgewichtsenergie AGq verdoppelt, dafiir muss die Gesamtzahl der Untereinheiten hal-
biert werden.

Das oben gezeigte Kraft-Abstandsverhalten kann auch innerhalb des Potentials der frei-
en Energie G (Gleichung 1.3) mit Hilfe der Zustandssumme 1.12 hergeleitet werden, wenn

Ly (1.21)

“Die Herleitung ist in [6] Gleichung (32)-(34) zu finden, dabei werden die energetischen Terme der
WLC-Dehnung vernachléssigt. Fiir eine Beschreibung der Superhelices wurde angenommen, dass sie bei
einer Uberdehnung um den Faktor 2.3 gestreckt werden, auBerdem muss die relative Ausdehnung Zyel (F)
bei einer Kraft beriicksichtigt werden, da die Persistenzléinge entfalteter Polypeptide kleiner ist als die
doppelstrangiger DNA.
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die Naherung kiq — oo gemacht wird. In der Uberstreckungsgeometrie ist die exakte
Energielandschaft in Abhéngigkeit von der Ausdehnung der Untereinheiten nicht bekannt.
Es erscheint jedoch nahe liegend, ein Zwei-Zustandsmodell fiir die einzelnen Untereinhei-
ten anzunehmen. Die Energielandschaft Fgy aus Abschnitt 1.2.3 reduziert sich in dieser
Kraftrichtung also auf zwei Werte: Bei einer Ausdehnung L; von beispielsweise 5.5 nm
ist die Untereinheit vollig gefaltet und Egy = 0 kgT. Ist die Untereinheit vollig entfaltet,
hat sie eine Ausdehnung L, von 12.7 nm und es musste eine Energie von E3; = AG
aufgewandt werden. Fiir sieben sich seriell in der Uberstreckungsgeometrie befindender
Untereinheiten schreibt sich die Zustandssumme wie in Gleichung 1.9, allerdings muss
iiber sieben Untereinheiten 1, j, ..., 0 summiert werden.

g F(i, ey 07 Z, IO)e_EgeS(jv“vOVZ}mO)/kBT

1y..,0,2

(F(w0)) = =

| (1.22)
Z e—Eges(z,...o,z,xo)/szT

%y..00,2

Berechnung der Gleichung 1.22 liefert den in Abbildung 1.7 in schwarz gezeigten Kraft-
verlauf. Er ist bis auf die Fluktuationen im Kraftplateau identisch mit dem im Potential
G' berechneten Verhalten. Dieses Beispiel zeigt sehr schon die Aquivalenz der Beschrei-
bungen durch die Potentiale G und G’. Dies liegt unter anderem daran, dass die Varianz
der insgesamt geoffneten Untereinheiten (var(ng) < 0.25) sehr klein im Vergleich zur An-
zahl der Untereinheiten ist. Durch die begrenzte Auflosung der experimentellen Daten in
Abschnitt 2.3.3 wird sich zeigen, dass die Beschreibung durch das Potential G’ mit der
Néherung N — oo schon fiir sehr kleine N von ca. 5 Untereinheiten verwendet werden
kann.

1.3 Beschreibung im thermodynamischen Nicht-
gleichgewicht

1.3.1 Konformationsiiberginge unter Kraft

Legt man eine mechanische Kraft an einzelne, globuldre Proteine, so erscheint deren Ent-
faltung und Faltung in einem kraftspektroskopischen Experiment als sehr kooperativer
Prozess, bei dem mehrere Sekundérstrukturelemente gleichzeitig zwischen gefaltetem und
entfaltetem Zustand wechseln. So konnen héufig nur zwei Zustinde, der vollig gefaltete
Zustand (1) und der vollig entfaltete Zustand (2), zwischen denen das Protein wechseln

kann, detektiert werden [20].
kS

(1) == (2) (1.23)

e

on

Der gefaltete Zustand des Proteins lasst sich als Minimum einer Energielandschaft be-
schreiben. Fiir den Ubergang zum entfalteten Zustand muss das Protein zu einem
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Ubergangszustand (TS) der Energie AG&E) diffundieren. Die Hohe dieser Energiebarrie-
re bestimmt {iber eine Arrhenius-dhnliche Gleichung die Raten, mit der die Uberginge
stattfinden konnen [7][21].

AGY AGY
k) = kpexp (—%) k® = kpexp <— ij (1.24)

Dabei beschreibt der Vorfaktor ks die natiirliche Rate, mit der die Ubergéinge ohne die,
sie trennende Energiebarriere stattfinden wiirden. Der Vorfaktor hingt vom untersuchten
System ab, fiir die Proteinfaltung kann er mit der Kramers-Raten-Theorie berechnet wer-
den [7]. In dieser Arbeit wird als Vereinfachung angenommen, dass die Vorfaktoren der
Hin- bzw Riickrate gleich sind, was in der Kramers-Raten-Theorie nicht zutreffen muss.
Experimentell kann der Vorfaktor beispielsweise als die Rate gesehen werden, mit der sich
statistisch unkorrelierte Polypeptidschlaufen bilden kénnen [22]. In dieser Arbeit wird
kr = 107 s~ angenommen.

Sind die on- und off-Raten des Ubergangs viel schneller als die Zeitauflosung des detek-
tierenden Messsystems, so wird der Ubergang fiir den Betrachter im Gleichgewicht statt-
finden, die Beschreibung der Konformationsiibergiinge kann innerhalb des Ratenmodells
also sowohl im Gleichgewicht als auch im Nichtgleichgewicht erfolgen. Kennt man sowohl
die Entfaltungs- als auch die Faltungsraten, so ldsst sich die Gleichgewichtskonstante K

angeben.
o AGY — AGHE AG
K = Lﬁ‘ = _— OH on = - O 12
0= e TP ( kT P ( k:BT> (1.25)

on

Befindet sich das Protein kraftfrei in Losung, so ist die Energielandschaft durch die Ener-
gien der intramolekularen Wechselwirkungen des Proteins gegeben. In der Nomenkla-
tur des Abschnitts 1.2.3 wurde dies durch die Energie E,,, beschrieben. Allerdings sind
fiir die Beschreibung innerhalb des Ratenmodells nur die Energien der Zusténde (1) und
(2) (griine Punkte in Abbildung 1.8 a)) und der Energicbarriere (griines Quadrat in 1.8
a)) von Bedeutung. Da beim unzippen von Superhelices die Ausdehnung des Proteins
eng mit der Entfaltung einzelner Windungen verbunden ist, bekommt die Position des
Ubergangszustandes (TS) eine anschauliche Bedeutung. Durch thermische Fluktuationen
miissen Ax(%) Windungen entfalten, damit die Superhelix in den véllig entfalteten Zustand

(2) iibergehen kann. Die Hohe der diesen Schritt limitierenden Energiebarriere AGSCE) kann
in einem kraftspektroskopischen Experiment durch das Entfernen der Blattfeder von der
Oberflache verdndert werden. Um das ,, Verkippen® der Energielandschaft unter Kraft des
Ratenmodells vergleichbar mit dem des Gleichgewichtsmodells zu halten, ist es nahe lie-
gend, die Anderung der Energiebarriere mit den energetischen Beitrigen aus Abschnitt
1.2.3 zu berechnen. Der Boltzmannfaktor in den jeweiligen Raten der Gleichungen 1.24
ergibt sich dann zu

AGY =E™ —EY und AGY =E™ — E? (1.26)

ges ges ges ges
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Abbildung 1.8: a) Beispielhafte Energielandschaft fiir das Ratenmodell. Die Ubergangsraten
zwischen den Zustédnden (1) und (2) werden nur durch die Héhe der Energiebarriere an der Positi-
on (TS) bestimmt. Die Breiten der Barrieren Az, Joff Deziehen sich immer auf die Konturléngen
der entfaltenden oder faltenden Windungen b) Energiebarrieren bei angelegter Kraft. Fiir deren
Berechnung mit Gleichung 1.16 wurde die Blattfeder vernachléssigt. Gestrichelt ist die Ndherung
des Zusammenhangs zwischen Barrierenhéhe und Kraft im Modell von Bell [23] gezeigt. Fiir die
Untersuchung von Superhelices ist diese Ndherung nicht mehr giiltig.

wobei sich Eges mit Gleichung 1.16 in Abhéngigkeit einer anliegenden Kraft F' berechnen
lisstS.

Durch das Entfernen der Blattfeder von der Oberfliche, also durch Erhohen der am
Protein anliegenden Kraft F, sinkt die Entfaltungsbarriere AG(();) und es vergroflert sich

die Faltungsbarriere AGS. Abbildung 1.8 b) zeigt dies fiir die in Abbildung 1.8 a) bei-
spielhaft gezeigte Energielandschaft. Zur Berechnung wurde eine zusétzliche, das Protein
mit Unterlage und Spitze des Kraftmikroskops verbindende, entropische Kette mit einer
Konturléinge von Ly = 120 nm verwendet. Die Form der Graphen in Abbildung 1.8 héngt
nur von den elastischen Eigenschaften der entropischen Kette und der Form der Energie-
landschaft F,, ab. Die Barrieren AG&«) und AG&%) schneiden sich in diesem Beispiel bei
ca. 10 pN, d.h. im thermodynamischen Gleichgewicht sind dort die Zusténde (1) und (2)
gleich wahrscheinlich (vgl. Abbildung 1.5 a)).

In mechanischen Entfaltungsexperimenten wird oft die Ndherung von Bell [23] und
Evans [21] verwendet, um die Abhéngigkeit der Energiebarriere von der dufleren Kraft zu

®Die Werte Eges sind fiir alle einnehmbaren Zustéinde des gesamten Systems (j, zg, z) definiert. Fiir
eine bestimmte, konstante Kraft F, die durch eine Auslenkung (xzg — z) am Protein anliegt, lassen sich
die Zusténde auf einen reduzieren. Dazu definiert man die Piezoposition zg und den Abstand z so, dass
die entropische Kette mit 7 = 0 offenen Windungen gerade die Kraft aufbringt, die an der Blattfeder
anliegt. Die Superhelix testet dann alle Konformationen j, wéhrend die Blattfeder unbewegt bleibt. Die
Eigenschaften der Blattfeder auf die Energiebarrieren werden also vernachlissigt. In Abschnitt 1.3.3 wird
der damit verbundene Fehler berechnet. Fiir Messsysteme mit weicherer Kraftsonde, wie beispielsweise
der optischen Pinzette, kann eine andere Reduktion der Zusténde (4, 2o, z) nétig werden.
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beschreiben. Diese Naherung geht von einem linearen Zusammenhang zwischen anliegender
Kraft und Energiebarriere aus:

AGY = AGD(F =0) — FAzL, baw. AGY = AGO(F =0) + FAz%Y,  (1.27)

wobei Am%ﬁ{f T die Breite der Barrieren als kraftunabhéngigen Abstand beschreibt. In Ab-
bildung 1.8 wurde diese Abhéngigkeit an den Verlauf der Energien bei 10 pN angepasst
(gestrichelte Linien). Es wird deutlich, dass die Néherung von Bell fiir die Beschreibung
der Superhelixentfaltung nicht mehr angewandt werden kann, da die Barrierenbreiten von
der anliegenden Kraft abhéngen. Das Versagen der Naherung fiir die Entfaltung von Su-
perhelices ist dadurch zu begriinden, dass sich fiir sehr kleine Az, wie sie etwa bei der
Entfaltung globulédrer Proteine auftreten, die elastischen Beitrdge der Blattfeder und der
entropischen Kette in Abhéngigkeit von der Kraft F linearisieren lassen, fiir Axz-Werte von
mehreren nm, wie sie bei der Superhelixentfaltung auftreten, ist dies nicht mehr moglich.
Allerdings lassen sich durch diese Ndherung die zu erwartenden Faltungs- und Entfaltungs-
kraftverteilungen analytisch herleiten.

Nimmt man zuséatzlich zur Bell-Néherung eine lineare Erhohung der anliegenden Kraft
mit der Zeit F'(t) = nt an, so lisst sich die Wahrscheinlichkeitsdichte fiir eine Entfaltung
und somit auch die wahrscheinlichste Entfaltungskraft mit

L R (1.28)
Azl kK kpT

angeben. Eine analytische Herleitung ist in [24][21] zu finden. Die wahrscheinlichste Ent-
faltungskraft steigt in Abhéngigkeit von der Kraftladungsrate n nur logarithmisch an. Im
Cegensatz dazu hat die Barrierenbreite Az9T, einen groBen Einfluss auf F und kann da-
her experimentell meist sehr genau bestimmt werden. Dies kann unter anderem durch
Messen der mittleren Entfaltungskréifte bei zwei verschiedenen Ziehgeschwindigkeiten und
anschlieBendes Bilden von F(1,) — F(n,) erreicht werden. Wenn auch die Ermittlung der
absoluten Werte von AGoy/of(F = 0) mit dieser Nédherung nicht mehr exakt méglich sein
wird, kann sie dennoch zur Abschétzung der GroéBlenordnungen der Barrierenbreiten Ax
herangezogen werden.

Eine weitere analytische Bestimmung der Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir einen
Ubergang bei bestimmter Kraft ohne die Niherung von Bell lisst sich mit Hilfe der Kra-
mers Theorie angeben [25]. In dieser Arbeit wird zur Bestimmung der Parameter AG und
Az aus den Daten eine Simulation des experimentellen Aufbaus vorgenommen. Diese wird
im néchsten Abschnitt erklért.

1.3.2 Monte-Carlo Simulation

Um die exakten experimentellen Bedingungen nachzustellen, die sich in einem kraftspek-
troskopischen Experiment mit sich konstant von der Oberfliche entfernender Blattfeder
ergeben, kann eine Monte-Carlo Simulation herangezogen werden. Bei Proteinentfaltun-
gen, die sehr weit vom thermodynamischen Gleichgewicht entfernt sind und daher bei
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hohen Kriften stattfinden, ldasst sich die Verteilung der Entfaltungskrifte experimentell
direkt bestimmen und durch eine Simulation nachbilden [26]. Fiir die in dieser Arbeit
gezeigten Untersuchungen an Superhelices sind die Ent- und Riickfaltungskréfte mit dem
Kraftmikroskop nur noch durch Mittelungsmethoden detektierbar (sieche Abschnitt 2.2.2).
Die Bestimmung der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Entfaltungskréifte aus den experi-
mentellen Daten ist zwar moglich (Abschnitt 2.2.3), aber nicht sehr direkt. Daher ist es
nahe liegend, mit Hilfe der Monte-Carlo Simulation das gesamte experimentelle Verfahren,
inklusive der Mittelung verschiedener Kraftkurven, nachzustellen. Dies soll im Folgenden
fiir den einfachsten Fall eines Zweizustandssystems wie es in den Abschnitten 1.2.3 und
1.3.1 vorgestellt wurde, geschehen.

Um die Entfaltungskurven zu berechnen, wird ein virtuelles Polypeptid der Konturlédnge
L1y, beginnend bei z = 0 nm Ausdehnung in diskreten Zeitschritten d¢ mit einer Geschwin-
digkeit von v = dxo/dt gestreckt. Fiir jeden Zeitschritt wird dabei der Anstieg der Kraft
durch die zusétzliche Ausdehnung mit Hilfe der Formel 1.11 berechnet. Abbildung 1.9
a) zeigt fir Abstdnde unter 80 nm den sich ergebenden Kraftverlauf durch die schwarze
Kurve. Mit zunehmender Dehnung wéchst nach Formel 1.11 die Kraft auf die Superhelix,
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Abbildung 1.9: a) Einzelne simulierte Vorwirts- (schwarz) und Riickwértskurven (blau). Die
Kraftintervalle, in welchen die Entfaltungs- bzw. Riickfaltungsereignisse auftreten, sind grau
bzw. hellblau markiert. b) Aus 30 simulierten Kraft-Abstandskurven gewonnene, mittlere Kraft-
Abstandskurve. ¢) Fiir die Simulation verwendete Energielandschaft bei 10 pN anliegender Kraft.
Fiir F=0 ist die Energielandschaft in Abbildung 1.8 a) zu finden. d) und e) zeigen gemittelte
Vorwiirtskurven bei 150 und 1500 nm/s Ziehgeschwindigkeit. Die der Simulation zu Grunde
liegenden Entfaltungsbarrieren sind in f) gezeigt, die Riickfaltungsrate wurde vernachléssigt.
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was zu einer Verdinderung der Energiebarrieren fiihrt. Fiir jeden Zeitschritt wird mit der
in Abschnitt 1.3.1 erklarten Methode unter der Ndherung kgq — oo die aktuelle Ener-
gielandschaft berechnet. Abbildung 1.9 ¢) zeigt als Beispiel die in Abbildung 1.8 a) ohne
anliegende Kraft gezeigte Energielandschaft bei einer Ausdehnung von z = 75 nm, was
einer Kraft F' = 10 pN entspricht. Fiir die Monte-Carlo Simulation werden aus der errech-
neten Energielandschaft nur die Hohen der moglichen Ubergangsbarrieren bestimmt. Fiir
den Fall der vollig gefalteten Superhelix im Zustand (1) ist dies nur AG((}H), da eine weitere

Faltung nicht moglich ist (AG&) = 00). Uber die Arrheniusgleichung 1.24 werden aus den
kraftabhéngigen Energiebarrieren AG&Q und AGY die aktuellen Ubergangsraten kgf) und

kY bestimmt. Fiir alle in dieser Arbeit gezeigten Berechnungen wurde der Vorfaktor zu
kr = 107"s7! gewihlt [22]. Daraus lisst sich als Ubergangswahrscheinlichkeit zum Zustand
(2)

dPY = k) (F)dt (1.29)

angeben. Eine vom Computer generierte Zufallszahl entscheidet, ob der Ubergang statt-
findet. Wenn ein Ubergang stattfindet (wie in Abbildung 1.9 a) bei 79 nm), wechselt das
System in den Zustand (2), d.h. im néchsten Zeitschritt wird eine entropische Kette der
Lange L) gestreckt, wobei die Ubergangsbarrieren AG(%) und AGZdes Zustandes (2)
berechnet werden. Die Riickwirtskurve (blau in Abbildung 1.9 a)) wird nach dem sel-
ben Prinzip ermittelt, wobei als Startpunkt der vollig entfaltete Zustand bei Abstédnden
z mit hohen Kréiften > 200 pN gewahlt wird und z sukzessive verringert wird. In der in
Abbildung 1.9 a) blau gezeigten Kurve tritt eine Riickfaltung bei 72 nm auf.

Um die experimentelle Messmethode exakt nachzustellen, werden 30 solcher Vorwérts-
und Riickwértskurven simuliert. In Abbildung 1.9 a) sind einige in grau und hellblau
gezeigt. Die Ent- und Riickfaltungsereignisse schwanken dabei um die Wahrscheinlichste
Kraft F (hellblau und grau gestrichelte Intervalle in Abbildung 1.9 a)). Die simulierten
Kurven werden mit der in Abschnitt 2.2.2 erklarten Methode gemittelt, das Ergebnis ist
in Abbildung 1.9 b) gezeigt. Auch aus den gemittelten Kurven ldsst sich die Breite der
Verteilungen erkennen (grau und hellblau gestrichelte Intervalle, vgl. auch Abschnitt 2.2.3).
Es ist zu beachten, dass beispielsweise die Verteilung der Riickfaltungskrifte (hellblau
gestricheltes Intervall in Abbildung 1.9 a) und b)) nicht iiber 10 pN wachsen kann, da dort
die Entfaltungsraten des Zustandes (1) bereits sehr grof§ sind und daher eine eventuelle
Riickfaltung in den gemittelten Kurven nicht mehr detektiert werden kann. Ahnliches gilt
fiir die untere Grenze der Entfaltungskrafte.

Im Prinzip ist es moglich, durch Anpassen der simulierten Kurven an experimentel-
le Daten, die bei einer Geschwindigkeit ermittelt wurden, die Parameter AG und Az zu
bestimmen. Allerdings sind AG und Ax nicht vollig voneinander unabhéngig, ihre Bestim-
mung wére mit einem grofien Fehler behaftet. Um diesen Fehler zu verringern, kann man
mittlere Ent- und Riickfaltungskurven bei verschiedenen Geschwindigkeiten aufnehmen.
Abbildung 1.9 d) und e) zeigen gemittelte Vorwartskurven bei 150 nm/s (rot) und 1500
nm/s Ziechgeschwindigkeit (schwarz). In Abbildung 1.9 d) wurde dabei als Entfaltungsbar-
riere AG4, = 23 kT mit Az’ = 2 Windungen gewihlt, in Abbildung 1.9 e) AGE, = 40
kT mit Az, = 8 Windungen. Die Energiebarrieren sind in Abbildung 1.9 f) gezeigt.
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Bei 150 nm/s zeigen beide gemittelte Vorwértskurven, trotz unterschiedlicher AG und
Az Werte, ein dhnliches Verhalten. Durch die relativen Anderungen der mittleren Entfal-
tungskraft fiir unterschiedliche Ziehgeschwindigkeiten (als Fy. gekennzeichnet), die auch
im Experiment sehr genau bestimmt werden kénnen, lassen sich die Parameter AG und Az
entkoppeln und dadurch sehr genau bestimmen. Diese Beispiele zeigen auch, dass ein klei-
neres Az zu einer breiteren Verteilung der Entfaltungskrifte fithrt (vgl. grau gestricheltes
Intervall in Abbildung 1.9 d) vs. e)) und dass ein kleineres Ax eine stérkere Abhéngigkeit
der mittleren Entfaltungskraft von der Ziehgeschwindigkeit zeigt (vgl. Fie der Abbildun-
gen 1.9 d) und e)) [24][21]. Die Simulation des gezeigten Zweizustandssystems kann sehr
leicht auf Systeme mit mehreren Zwischenzustinden erweitert werden. Befindet sich das
System in einem solchen Zwischenzustand 4, muss fiir jeden Zeitschritt die Wahrschein-
lichkeit fiir eine Entfaltung dPO(;f) und fiir eine Riickfaltung dPY) berechnet werden. Notig
wird dies beispielsweise fiir die in Abschnitt 2.4.1 simulierte LZ26-Superhelix. Es ist noch
anzumerken, dass durch die Simulation der Vorwiarts- und Riickwértskurven mit der selben
Energielandschaft eine weitere Randbedingung eingefithrt wurde: Die Addition aller Bar-
rieren muss die gesamte Gleichgewichtsenergie des Systems ergeben . AGSz Jofft = AGy.

Dies schrankt die freie Wahl der Parameter AGQ Joft weiter ein.

1.3.3 Die Niherung unendlich steifer Blattfedern

Durch die Annahme einer unendlich steifen Blattfeder (krq — o00) lédsst sich die Be-
rechnung der Energielandschaft unter mechanischer Kraft des Gleichgewichtsmodells (Ab-
schnitt 1.2.3) auf die Berechnung der Energiebarrieren im Ratenmodell (Abschnitt 1.3.1)
iibertragen. Nur mit dieser Ndherung lassen sich kraftspektroskopische Experimente durch
die Erweiterung der thermodynamischen Potentiale (Gleichungen 1.1 - 1.4) mit F'dz be-
schreiben. In realen kraftspektroskopischen Experimenten hat man aber endliche Fe-
derhérten und daher keine direkte Kontrolle iiber den End-zu-End Abstand z des Pro-
teins, sondern nur iiber den Abstand zy der nicht ausgelenkten Blattfeder von der Ober-
flache. Fiir unendlich steife Blattfedern gilt o = z, in realistischen Experimenten ist diese
Vereinfachung allerdings mit einem Fehler behaftet, der in diesem Abschnitt angegeben
werden soll. Mdéchte man den Einfluss der Blattfeder auf die relativen Energiebarrieren
nicht vernachléssigen, so ergébe sich in einem kraftspektroskopischen Experiment mit ei-
ner Blattfeder von k. = 0.8 pN/nm der in Abbildung 1.10 gezeigte Vorgang: Fiir die
Faltung eines Proteins das als entropische Kette der Konturldnge Lo vorliegt, muss die-
ses in den Ubergangszustand (TS) kontrahieren, wofiir sich die Blattfeder vom Punkt A
zum Punkt B bewegen muss. Fiir Abbildung 1.10 wurden fiir mechanische Experimen-
te an Superhelices beispielhafte Werte verwendet: Die Superhelix ist iiber eine entropi-
sche Kette mit Ly = 100 nm Konturléinge zwischen Blattfeder und Unterlage eingespannt
und um zur Faltungsbarriere (TS) zu gelangen, miissen sich zehn Windungen kontrahie-
ren. Um dies zu erméglichen miissen zusétzlich zu der dem Protein zugehorigen Barriere
AGS?(F = 0) = Eu(TS) — Eun,(2) weitere mechanische Energiebeitriage iiberwunden
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Abbildung 1.10: Kraft-Abstandskurven zur Berechnung der mechanischen Energiebarriere, die
sich durch Anlegen einer Kraft an ein Protein ergibt. Zum Erreichen des Ubergangszustandes (TS)
muss sich das Protein vom Punkt A nach B kontrahieren. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten
Blattfedern wiirde man das von A ausgehende, grau gezeigte Verhalten der Blattfeder erwarten,
was durch die relativ grofie Steigung die Ndherung kfq — oo erlaubt.

werden [6][27]: Die Blattfeder muss sich von A nach B bewegen, was mit der Energie

1
AEfed:§(FA+FB>(SA—SB) (130)

verbunden ist. AuBlerdem muss die entropische Kette der Konturlinge Lrs, die vor der
Faltung nur bis zur Ausdehnung stg gestreckt war, nach der Faltung auf die Liange sp
gestreckt werden. Damit ist ein Energieaufwand von

SB
ES = / FWLC(LTS)dS (131)

STS

verbunden. Fyyy,c lésst sich dabei durch Formel 1.11 beschreiben. Nach der Faltung muss
die entropische Kette der gefalteten Windungen nicht mehr gestreckt gehalten werden,

wodurch Energie gewonnen wird:
SD
ED = / FWLc(LQ_Ts)dS (132)
0

Durch eine anliegende Kraft F4 addieren sich also zu der natiirlichen Barriere ohne Kraft
die Energien Fy, = Es 4+ Ep 4+ Frq. Der Unterschied zwischen dieser Berechnung der
Energiebarriere und der in Abschnitt 1.2.3 erkléarten, ldsst sich also durch AED) — Ey

angeben. Es ergibt sich als Unterschied®

6Aus AE(S?I) fEk = fOSA FWLC(LTS)dZ - OSA FWLc(LQ)d27 SS;S FWLc(LTs)dZ+IOSD FWLC(L2_TS)dZ -

AFgq ergibt sich Formel 1.33 durch die Skalierbarkeit der WLC-Kurven fOSA Fywic(La)dz

I Fwre(Lrs)dz + [37 Fwrc(La1s)dz
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5A
AER) — By = / Fwic(Lrs)ds — AEreq (1.33)

SB

Je grofer die Federkonstante keq der Blattfeder wird, um so steiler wird die Gerade AB
und umso ndaher kommen sich die Integrationsgrenzen sg und s4. Der Fehler verschwindet
also im Grenzfall lim kgq — o0. Bei den fiir reale Experimente verwendeten Blattfedern
mit kgq = 8 pN/nm (in Abbildung 1.10 als graue Linie gezeigt) ist der Fehler bereits sehr

klein, mit den hier verwendeten Parametern wiirde sich AE&QR — By =2 kgT ergeben.

1.4 Fluktuationstheoreme

Ob ein thermodynamischer Prozess fiir den Betrachter im Gleichgewicht oder davon ent-
fernt stattfindet, héngt von den Zeitskalen des jeweiligen Experiments ab. Die natiirlichen
Faltungsraten globuldrer Proteine, wie beispielsweise des griin fluoreszierenden Proteins
(GFP), liegen im Bereich von Minuten, wihrend die natiirlichen Entfaltungsraten bei

k(()}cf) ~ 107957 liegen [28]. Soll der Ubergang zwischen gefaltetem und entfaltetem Zu-
stand (1) = (2) fiir den Betrachter im Gleichgewicht erscheinen, miissen wihrend der
Dauer des Experiments mehrere Ubergiinge beobachtbar sein. Fiir ein einzelnes GFP lige
dies im Bereich mehrerer Jahrzehnte und ist daher experimentell nicht zugénglich. Ein
Ausweg sind Ensemblemessungen, bei denen durch die Mittelung iiber die grofie Zahl der
Molekiile ein thermodynamisches Gleichgewicht erreicht werden kann. In den letzten 15
Jahren wurden Theorien vorgestellt, die aus Prozessen, die im Nichtgleichgewicht stattfin-
den, Riickschliisse auf Gleichgewichtseigenschaften zulassen. Diese Fluktuationstheoreme

sollen in diesem Abschnitt niaher erklirt werden”.

1.4.1 Theoretische Grundlagen

Fluktuationstheoreme beziehen sich auf die Eigenschaften kleiner Bereiche eines thermo-
dynamischen Systems, in welchem lokal und in endlichen Zeiten Verletzungen des zwei-
ten Hauptsatzes der Thermodynamik auftreten konnen. Als Beispiele fiir solche Systeme
konnen ein einzelnes Makromolekiil in einem Wasserbad oder eine 1 pm grofie Kugel, die
mit 1 pgm/s durch Wasser gezogen wird, angesehen werden. In den Jahren 1993 und 1995
wurden erste Fluktuationstheoreme (FT) verdffentlicht. Sie beschrieben Spezialfille ther-
modynamischer Systeme im Fliegleichgewicht (“steady state“-Systeme) [30][31]. FlieB-
gleichgewicht bezeichnet dabei ein thermodynamisches System, dem kontinuierlich Wérme
zugefithrt wird. Es befindet sich zwar in einem stabilen Zustand, ist aber nicht abge-
schlossen. 1999 wurde von Crooks eine sehr allgemeine Form eines Fluktuationstheorems
gegeben [32], die eine Art generalisierte Form fritherer FTe darstellt. AuBerdem ist dieses

"Ein aktueller Uberblick iiber Fluktuationstheoreme auf dem dieser Abschnitt aufbaut, ist in [29] zu
finden.
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FT sehr nah mit dem 1997 von Jarzynski bewiesenen verbunden [33]. Das FT von Crooks
soll daher hier als Ausgangspunkt fiir eine Ubersicht iiber die verschiedenen FTe dienen.

Betrachtet man zwei Gleichgewichtszustédnde (1) und (2), wie sie beispielsweise durch
den gefalteten oder entfalteten Zustand eines Proteins gegeben sein koénnen, so kann
durch einen dufleren Einfluss (wie beispielsweise den der gerichteten Bewegung einer AFM-
Blattfeder) der Zustand (1) in den Zustand (2) innerhalb einer endlichen Zeit ¢ iiberfiihrt
werden. Dieser Ubergang soll vom thermischen Gleichgewicht entfernt stattfinden, d.h.
beispielsweise fiir die Entfaltung eines Proteins, dass der Zustand (1) im Nichtgleichge-
wicht in einen Ubergangszustand (TS) iiberfiihrt wird und von diesem in den Gleichge-
wichtszustand (2) relaxieren darf. Fiir diesen Weg wurde mechanische Arbeit E benotigt,
die teilweise als Warme an die Umgebung dissipiert. Dann wird der Prozess umgekehrt,
das System wird von Zustand (2) in den Zustand (1) gebracht, wobei der &ufiere Ein-
fluss die exakte Umkehrung des Vorwértsprozesses sein muss, also auch nur die gleiche
Zeit t beanspruchen darf. Auch hier wird das System erst im Nichtgleichgewicht einen
Ubergangszustand (TS) iiberwinden miissen, bevor es in den Gleichgewichtszustand (1) re-
laxieren darf. Dabei wird Energie frei. Wenn P,g(FE) die Wahrscheinlichkeit dafiir angibt,
beim Ubergang (1) — (2) die Energie E aufwenden zu miissen und P,,(—FE) die Wahr-
scheinlichkeit dafiir, die Energie E' beim umgekehrten Vorgang zu gewinnen, so schreibt
sich das Fluktuationstheorem von Crooks als

(1.34)

Dabei steht AG fiir den Energieunterschied der Zusténde (1) und (2) im thermodynami-
schen Gleichgewicht. Dieses F'T verbindet also die Wahrscheinlichkeit, im Nichtgleichge-
wicht fiir die Vorwiértsrichtung Energie an das System abzugeben mit der Wahrscheinlich-
keit, in Riickwértsrichtung Energie vom System zu gewinnen. Insbesondere lasst sich aus
diesen Verteilungen die Gleichgewichtsenergie bestimmen. Am Schnittpunkt der Vertei-
lungen gilt Pyg(E) = Pou(—F) und damit £ = AG. Diese Gleichung gilt theoretisch fir
Verteilungen aus Prozessen, die beliebig weit vom Gleichgewicht entfernt stattfinden. Ex-
perimentell wird aber dann die gleichzeitige Bestimmung der beiden Wahrscheinlichkeiten
P.g(E) und P,,(—F) und damit die Bestimmung der Gleichgewichtsenergie AG immer
schwieriger.

Lauft der Hin- und Riickprozess im Gleichgewicht ab, so darf Netto keine Energie an die
Umgebung abgegeben werden, fiir alle £ muss daher Pog(F) = P, (—FE) gelten und Glei-
chung 1.34 entartet, sie ist also nur fiir Systeme im thermodynamischen Nichtgleichgewicht
anwendbar.

Gleichung 1.34 ist sehr allgemein und sie dhnelt fritheren FTen wie dem von Searles et
al. oder Gallavotti et al. [30][31]. Diese beschéftigen sich mit turbulenten Strémungen
von Systemen im Nichtgleichgewicht und stellten eine ,chaotische Hypothese“ auf, die
fiir den Grenzfall des Gleichgewichts die Ergodenhypothese beinhaltet. Eine experimen-
tell iiberpriifbare Hauptaussage ihrer Arbeit bezieht sich auf die Wahrscheinlichkeitsver-
teilungen von lokalen Flussdichten, wie beispielsweise des Wéarme- oder Entropieflusses.
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Bezeichnet J(t) diesen Fluss, so ist dessen Mittelwert innerhalb eines bestimmten Zeit-
intervalls durch J, = % tt+T J(t)dt gegeben. Die chaotische Hypothese stellt dann die

Wahrscheinlichkeit P(y), den aus dem lokalen System austretenden Fluss y = J,/J, mit
der Wahrscheinlichkeit, die umgekehrte Flussrichtung P(—y) zu beobachten in Beziehung:

=T1Jyy (1.35)

Dabei gibt J, den stationdren Mittelwert des Flusses J, = lim,_, J, an. Diese Hypothese
gilt allerdings nur fiir den Grenzfall 7 — 00, experimentell ist sie aber dennoch iiberpriifbar,
wenn 7 sehr viel grofler als eine fiir das System charakteristische Zeit 7 ist. Dabei ist 7
in etwa die Zeit, die das System nach einer Stoérung braucht, um in das Flielgleichgewicht
zuriickzufinden. Betrachtet man in Gleichung 1.35 den Entropiefluss J(t) = 0 = Q/T't
und setzt diesen in Gleichung 1.34 mit der dissipierten Energie gleich (ot = Wyiss/T =
(W — AG)/T), so erkennt man die Ahnlichkeit der beiden Fluktuationstheoreme [32]. Als
Unterschied ist anzumerken, dass Gleichung 1.34 fiir beliebige Zeitintervalle gilt und sich
auf die , Entropieproduktion® bezieht, wéahrend Gleichung 1.35 nur im Grenzfall sehr grofer
Zeiten giiltig ist und auf die Rate der ,,Entropieproduktion“ bezogen ist.

Das FT von Crooks ist direkt mit einem zwei Jahre zuvor von Jarzynski bewiesenem
FT verbunden [33], das sich direkt aus Gleichung 1.34 durch Integration bestimmen ldsst®.

oo (-£)(en(-15)

Dabei stehen die Klammern < ... > fiir den Erwartungswert bei einem Nichtgleichge-
wichtsiibergang (1) — (2), wie er bereits fiir das FT von Crooks beschrieben wurde, den
mit der dafiir aufgebrachten Arbeit verbundenen Wert exp(—E/kgT) zu messen. Um
experimentell aus Nichtgleichgewichtsmessungen AG bestimmen zu kénnen, miisste also
tiber eine unendliche Anzahl von Trajektorien (1) — (2) gemittelt werden. Gleichung 1.36
ist bemerkenswert, weil sie die Moglichkeit aufweist, aus Nichtgleichgewichtsiibergingen
einer Richtung auf die Gleichgewichtsenergie des Systems zu schlieBen. Da die Funktion
e konvex ist, folgt mit Hilfe der Jensenschen Ungleichung® direkt aus Gleichung 1.36 fiir
einen Ubergang in Vorwirtsrichtung (E) > AG, was fiir makroskopische Systeme dem
zweiten Hauptsatz der Thermodynamik entspricht. Dies gilt allerdings nur fiir den Er-
wartungswert der verrichteten Arbeit F, d.h. es konnen einzelne Ereignisse auftreten, bei
denen E < AG ist, also bei welchen die Umgebung Arbeit am System verrichtet. Diese
Vorgéinge sind lokale Verletzungen des zweiten Hauptsatzes der Thermodynamik, aber sie
sind notig, um die mikroskopische Reversibilitit zu gewéhrleisten [34].

8Betrachtet man beispielsweise nur den Pfad der Vorwirtsrichtung (1) — (2) liisst sich der Erwartungs-
wert (e~ (E=2G)/ksT) aus Gleichung 1.34 durch (e~ (F=AG)/ksT) — fjocf Pog(+E)e~(FP-AG)/ksTqp —
fj;o P,,(—FE)dE = 1 bestimmen. Da eAG/kBT picht von E abhingt ergibt sich sofort Gleichung 1.36.
Natiirlich gilt das FT von Jarzynski auch fiir den umgekehrten Vorgang (2) — (1).

st f(z) eine konvexe Funktion und vazl p; = 1 dann gilt f(zf\;lplxl) < Ei]ilpif(xi).
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Die Gleichung 1.36 (und damit auch Gleichung 1.34) beinhaltet als Grenzfall zusétzlich
eine Version des Fluktuations-Dissipations Theorems, das 1951 von Callen et al. gezeigt
wurde [35]. Um dies zu sehen, kann man den Logarithmus des Erwartungswerts in Glei-
chung 1.36 als Summe von Kumulanten darstellen:

o

1 w
AG = B ——. 1.
¢ ; S (1.37)

wobei w,, die n-te Kumulante der Wahrscheinlichkeitsfunktion P(F) bezeichnet [33]. Be-
trachtet man nur den ersten Term der Reihe n = 1, so erhdlt man AG = (FE), da die
erste Kumulante den Erwartungswert von P(F) darstellt. Dies ist fiir den Grenzfall zu-
treffend, in welchem sich das System im Gleichgewicht befindet. Da die 2te Kumulante
die Varianz von P(E) darstellt, ergibt sich durch Summation bis n = 2 aus Gleichung
1.37 AG = (E) — 0%/2kgT. Fiir eine Wahrscheinlichkeitsverteilung P(FE) die gaufiverteilt
ist, sind alle Kumulanten w,, > 2 = 0, womit die Summation abgebrochen werden kann.
Ist das untersuchte System noch nahe am Gleichgewicht, so ist die Annahme einer Gauf3-
verteilung fiir P(FE) gerechtfertigt, fiir diesen Grenzfall ergibt sich also eine Version des
Fluktuations-Dissipationstheorems [35][36].

Die Gleichungen 1.35 und 1.36 gelten streng genommen entweder nur im Limit fiir
unendliche Zeiten, oder fiir eine Mittelung iiber unendlich viele Ereignisse. Da diese Li-
mits experimentell nicht erreichbar sind, bestimmten Gore et al. die bei einer Berech-
nung der Gleichgewichtsenergien aus Nichtgleichgewichtsdaten zu erwartenden Fehler bei
experimentell realistischen Bedingungen [37]. Sie konnten zeigen, dass fir N < oo die
AG-Berechnung mit Gleichung 1.36 einen systematischen Fehler enthélt, der mit grofier
werdender dissipierter Energie anwiichst. Ahnliches gilt fiir die Varianz und den mittleren
quadratischen Fehler von AG. Wird zuviel Energie dissipiert, so ist es selbst bei einer sehr
hohen Zahl von Experimenten schwierig, AG mit Gleichung 1.36 exakt zu bestimmen.

1.4.2 Bisherige experimentelle Uberpriifungen

Die im letzten Abschnitt beschriebenen Fluktuationstheoreme lassen sich nur lokal in sehr
kleinen Bereichen beobachten; je grofier der beobachtete Bereich wird, umso unwahrschein-
licher werden Verletzungen des zweiten Hauptsatzes. Aus diesem Grund wurde es erst in
den letzten 20 Jahren durch neue experimentelle Methoden méoglich, die Eigenschaften klei-
ner Systeme und die Art, wie sie Energie und Warme mit ihrer Umgebung austauschen,
zu beobachten. Ein erster experimenteller Test des FTs von Gallavotti (Gleichung 1.35)
wurde 1998 von Ciliberto et al. gegeben [38]. Sie benutzten turbulente Rayleigh-Bénard-
Konvektion, die sich in einer Fliissigkeit ausbildet, deren obere Schicht gekiihlt und deren
untere Schicht erhitzt wird. Dazu darf die Fliissigkeit nicht zu hohe Viskositédt aufwei-
sen, da ansonsten der Warmestrom durch homogene Warmeleitung stattfindet. In einem
solchen Experiment findet der Grofiteil der Warmeiibertragung durch Konvektion statt,
d.h. der lokale Wérmefluss sollte der lokalen Temperatur proportional sein (J(t) ~ ©(t)),
wodurch sich Gleichung 1.35 direkt durch Messen der lokalen Temperatur testen ldsst. Mit
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diesem Aufbau waren die Autoren in der Lage, Gleichung 1.35 fiir verschiedene Zeiten 7
zu bestétigen.

Vier Jahre spéter konnte von Wang et al. [39] eine integrierte Form der Gleichung 1.35
durch direktes Messen der Entropieproduktion einer Kugel, die mit Hilfe einer optischen
Pinzette durch Wasser gezogen wird, bestétigt werden. Bei diesem Aufbau kann die aktuell
auf die Kugel wirkende Kraft [’ direkt bestimmt werden, die Entropieproduktion lasst sich
also mit o = fot Fopt (T)voptdT direkt berechnen. Fiir kurze Integrationszeiten ¢t = 10725
konnten die Autoren Entropie verringernde Prozesse auflésen und somit zeigen, dass das
Verhiltnis zwischen den Wahrscheinlichkeiten Entropie verringernde Prozesse und Entropie
erzeugende Prozesse zu beobachten, exponentiell mit ¢ abnimmt.

Gleichung 1.36 konnte noch im selben Jahr von Liphart et al. [40] experimentell
bestétigt werden. Sie benutzten eine optische Pinzette, um einen einzelnen RNA-Hairpin
mechanisch zu entfalten und riickfalten zu lassen. In diesem Experiment kann durch Wahl
der Ziehgeschwindigkeit sowohl das Gleichgewichts- als auch das Nichtgleichgewichtsre-
gime getestet werden. Durch Berechnen der rechten Seite von Gleichung 1.36 fiir die
im Nichtgleichgewichtsregime gewonnenen Daten, erhielten sie bis auf +0.5 kgT' die im
Gleichgewicht bestimmten Energien AG.

2005 konnte durch einen #hnlichen Aufbau auch das FT von Crooks experimentell
bestétigt werden [41]. Die Autoren bestimmten die Wahrscheinlichkeiten, Arbeit aufzuwen-
den und Arbeit zu gewinnen, wenn ein RNA-Hairpin mechanisch entfaltet wird, oder gegen
Kraft riickfaltet. Die Schnittpunkte der Wahrscheinlichkeitsverteilungen fithrten fiir ver-
schiedene Kraftladungsraten zu den selben Gleichgewichtsenergien AG. Auflerdem konnten
sie fiir verschiedene Energien £ die nahe der Gleichgewichtsenergie liegen zeigen, dass eine
logarithmierte Form der Gleichung 1.34 gilt. Weitere experimentelle Uberpriifungen der
FTe sind in [29] zusammengefasst.

Die Federhérten optischer Pinzetten sind typischerweise 100-fach kleiner als die der
Blattfedern von Kraftmikroskopen (AFM) und zusétzlich ist die Kraftauflosung optischer
Pinzetten hoher. Daher wurde bezweifelt, dass sich Gleichung 1.34 auf AFM-Messungen
anwenden ldsst [41]. In Abschnitt 2.4.3 wird gezeigt, dass dies dennoch mit Hilfe spezieller
Mittelungsmethoden moglich ist.

1.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die thermodynamischen Grundlagen der mechanischen Protein-
entfaltung vorgestellt und auf die Entfaltung von Superhelices angewandt. Die Entfaltung
von Superhelices findet bei den experimentell zugénglichen Zeitskalen sehr nahe am Gleich-
gewicht statt und kann durch Erh6hen der Ziehgeschwindigkeit vom Gleichgewicht entfernt
werden. Daher wurde zuerst ein theoretisches Modell der Superhelixentfaltung im Gleichge-
wicht gegeben. Dabei wurden auch verschiedene Wirkungsrichtungen der anliegenden Kraft
modelliert. Ein Ratenmodell zusammen mit einer Monte-Carlo Simulation erlaubt die Be-
schreibung der Superhelixentfaltung auch im thermodynamischen Nichtgleichgewicht. Die
Beschreibung beider Modelle wird mit der Naherung unendlich steifer Blattfedern einheit-
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lich. Mit dieser Néherung ist ein Fehler verbunden, dessen Gréfle bestimmt wurde. Zuletzt
wurden die theoretischen Grundlagen kiirzlich gefundener Fluktuationstheoreme, wie das
von Crooks vorgestellt, die eine Briicke zwischen den Nichtgleichgewichts- und Gleichge-
wichtsbeschreibungen schlagen.



Kapitel 2

Mechanisches Entfalten der
LZ-Superhelices

Im folgenden Kapitel soll die experimentelle Methode des mechanischen Auftrennens von
Superhelices und die theoretische Beschreibung der daraus resultierenden Daten vorgestellt
werden. Dazu ist die LZ26-Superhelix [42][43] mit verschiedenen Kiirzungsvarianten be-
sonders geeignet, da sie fast ideale Superhelixeigenschaften zeigt und bereits ausfiihrlich
durch Ensemblestudien charakterisiert wurde.

2.1 Aufbau und Eigenschaften der LZ-Superhelices

Die in diesem Kapitel untersuchten LZ-Superhelices basieren auf einer Teilsequenz
der in Hefe vorkommenden Superhelix des Transkriptase Aktivators GCN4 [44].
Rontgenstrukturdaten zeigen, dass die aus 33 Aminoséuren bestehende Teilsequenz GCN4-
pl, die zustdndig fiir die Dimerbildung des GCN4-Molekiils ist, als Superhelix vorliegt,
wéahrend die in N-terminaler Richtung folgenden Aminoséduren die spezifische Bindung an
die DNA ermoglichen [45][46]. In diesem Kapitel werden drei, auf der GCN4-pl-Sequenz
basierende Superhelices verschiedener Lénge untersucht. Fiir diese wurden die f-Positionen
aller Heptaden durch hydrophile Glutamine (Q) ersetzt, wodurch die Stabilitéit der Super-
helices leicht erhoht wird [47]. Die Sequenzen der drei Superhelices LZ10, LZ18 und LZ26
sind in Abbildung 2.1 a) zu sehen. Die LZ10-Superhelix hat etwa die gleiche Lange wie die
originale GCN4-p1-Sequenz, die Superhelix LZ18 entsteht durch einmaliges, C-terminales
Anfiigen des Teils L.Z8, die Superhelix L.Z26 durch zweimaliges Anfiigen dieses Teils. Beim
Aneinander fiigen der LZ8-Windungen wurde darauf geachtet, dass das Heptadenschema
an den Schnittstellen nicht unterbrochen wurde.

Anhand der Struktur der GCN4-pl-Sequenz konnte gezeigt werden, dass diese, fiir Su-
perhelices ideale intra- und intermolekulare Interaktionen aufweist. So alternieren positiv
und negativ geladene Aminosiuren entlang einer a-Helix und fithren zu einer insgesamt
ungeladenen Struktur. Dadurch kénnen zwischen verschieden geladenen Restgruppen, die
in nahem Kontakt zueinander stehen, stabilisierende elektrostatische Wechselwirkungen
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a) LZ10
TASRMKQLEQKVEELLOKNYHLEQEVARLKQLVGEC Lz18
TASRMKQLEQKVEEL LQKNYHLEQEVARLKQLVGELEQKVEELLQKNYHLEQEVARLKQLVGEC L226

TASRMKQLEQKVEELLQKNYHLEQEVARLKQLVGELEQKVEELLQKNYHLEQEVARLKQLVGE LEQKVEELLQKNYHLEQEVARLKQLVGEC
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Abbildung 2.1: a) Aminosiduresequenz der LZ10-, LZ18- und LZ26-Superhelices. Der als LZ
8 markierte Abschnitt ist an die GCN4-pl-Sequenz angelehnt. b) Schematische Darstellung
des LZ 8 Abschnittes aus N-terminaler Blickrichtung. Die Auflistung der Aminoséuren erfolgt
von innen nach auflen, wobei mit dem Leucin (L) der d-Position begonnen wird (angelehnt an
[45]). Verschieden geladene Aminoséduren mit nahem Abstand innerhalb der Rontgenstruktur sind
durch schwarze Bogen verbunden [45]. c¢) Schematische Struktur der LZ10-, LZ18- und LZ26-
Superhelices. Darunter sind jeweils die Aminoséduren, welche sich an den a- und d-Positionen der
Heptade befinden, angegeben.

auftreten. In Abbildung 2.1 b) sind diese durch schwarze Bogen gekennzeichnet. Die
Rontgenstruktur konnte zudem zeigen, dass die iiberwiegend hydrophoben Aminoséduren,
welche sich an den a- und d-Positionen beider Helices befinden, sich in der von Crick
vorhergesagten ,, Knobs-into-holes“-Struktur ineinander fiigen [4] und so den hydrophoben
Kern der Superhelix bilden (rot in Abbildung 2.1 b)). Die hydrophile Aminosdure Aspa-
ragin (N) ist von dieser Regel auszunehmen (griin gezeigt in Abbildung 2.1 b)). Durch
das Aneinanderreihen der LZ8-Abschnitte entstehen die schematisch in Abbildung 2.1 ¢)
gezeigten Superhelices. Die langste LZ26-Superhelix zeigt bis auf die drei, in regelméfligen
Abstédnden vorkommenden Asparagine (N) einen idealen, hydrophoben Kern. Diese Su-
perhelices stellen aufgrund ihrer intra- und intermolekularen Wechselwirkungen eine ideale
Modellsequenz dar, um die mechanischen Eigenschaften von Superhelices zu studieren.
Um bei einem mechanischen Auftrennen die vollstéindige Dissoziation des Dimers zu ver-
hindern, wurde am jeweiligen C-terminalen Ende der Superhelices ein Cystein eingefiigt,
das iiber eine Disulfidbriicke eine kovalente Bindung zwischen den a-Helices bildet. Diese
Bindung hélt sehr hohen Kriften im nN-Bereich stand [48].
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2.2 Experimentelle Methode

Das Kraftmikroskop erlaubt es, einzelne Molekiile zwischen einer Oberfliche und der Spitze
einer Blattfeder anzubinden und auf das Molekiil mechanische Kréfte im pN-Bereich aus-
zuiitben [49][50][51]. Eine Art der Anbindung kann iiber unspezifische Wechselwirkungen
zwischen dem Molekiil und der Spitze erfolgen. Diese Anbindung hélt Kraften bis in den
nN-Bereich stand und ist fiir eine Vielzahl von Proteinen moglich. Allerdings kann bei
dieser Methode der genaue Ort der Anbindung nicht ermittelt werden. Verwendet man
hingegen modulare, aus gleichen Doménen aufgebaute Proteine wie beispielsweise Herz-
muskeltitin [52], ist der genaue Ort der Anbindung ohne Belang. Wihrend eine Doméne
an die Spitze bindet, bleibt eine andere an die Unterlage gebunden. Die sich zwischen
diesen Doménen befindenden Untereinheiten werden alle seriell, am Ort ihrer natiirlichen
Verbindung belastet und zeigen bei der Entfaltung ein hoch-repetitives Muster. Mit Hilfe
dieser Methode konnte auch das mechanische Entfalten des Aktin-bindenden Dictyostelium
discoideum Filamins (ddFLN1-6) untersucht werden [53]. Um die mechanischen Eigen-
schaften einer einzelnen Doméne studieren zu kénnen, gibt es zwei Moglichkeiten: Durch
Einfiigen zweier Cysteine in die Doméne, die intermolekulare, kovalente Bindungen einge-
hen konnen, lassen sich Polymere aus identischen Doménen erzeugen [54]. Diese Methode
hat den Vorteil, dass die Kraftangriffspunkte sehr frei gewéhlt werden kénnen. Die zweite
Moglichkeit besteht darin, die zu untersuchende Doméne zwischen ihren N- und C-Termini
in ein bereits kraftspektroskopisch untersuchtes, modular aufgebautes Molekiil mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden einzuftigen [53]. Das neue Ereignis, welches im gesamten
Entfaltungsmuster auftritt, kann dann mit der eingefiigten Doméne assoziiert werden.

2.2.1 Experimenteller Aufbau

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Frage nach der Kraftantwort einer Superhelix, wenn
diese mit lateral wirkenden Kréften an ihrem N-Terminus belastet wird. Dazu wurde ein a-
helikaler Strang der Superhelix C-terminal an das bereits untersuchte, modular aufgebaute
, Tragerprotein® ddFLN(1-5) angefiigt. Homodimerisation der Superhelix in Losung fiihrt
zu der in Abbildung 2.2 gezeigten Struktur. Das gezeigte Konstrukt bringt einige Vorteile
mit sich, so kann beispielsweise durch das bereits bekannte Entfaltungsmuster der ddFLN-
Doménen bei einem kraftspektroskopischen Experiment schnell entschieden werden, ob
ein einzelnes Molekiil in der gewiinschten Geometrie an Oberfliche und Spitze gebunden
hat. Zudem koénnen mit Hilfe molekularbiologischer Methoden beliebige Superhelices in
dieses Konstrukt eingefiigt werden (siehe Anhang B.1). Nachteilig an dieser Methode ist
das bendtigte, C-terminale Cystein zu bewerten, wodurch die zu untersuchende Struktur
geringfiigig veréandert wird. Auflerdem konnen mit dem hier vorgestellten Trigerprotein
nicht beliebig lange Superhelices untersucht werden, da die Wahrscheinlichkeit fiir eine
unerwiinschte Anbindung der Superhelix an Oberfliche oder Spitze mit deren Lange zu-
nimmt.
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Abbildung 2.2: Homodimerisation der C-terminal an die ddFLN5 Doméne angefiigten Superhe-
lix fithrt zu dem gezeigten, schematischen Konstrukt. Die Struktur der ddFLN-Doménen wurde
aus [55] iibernommen (rot), die Superhelixstruktur (blau) ist mit einer Lénge von 26 Windungen
gezeigt. Beide ddFLLN4 Doménen sind griin eingefirbt. Die Anbindung an Spitze und Oberfliche
erfolgt unspezifisch und nicht zwingend an den N-Termini des Tréigerproteins.

2.2.2 Mittelungsmethode zur Detektion von 1 pN Kraftunter-
schieden

In vorangegangenen Experimenten [56] stellte sich heraus, dass Superhelices, wenn sie in
lateraler Richtung mechanisch belastet werden, bei Kréften unter 20 pN entfalten. Fiir ei-
ne Verbesserung des Signal-Rauschverhéltnisses wurde eine Mittelungsmethode entwickelt,
die hier vorgestellt werden soll. Abbildung 2.3 b) zeigt den Abstand der Blattfeder von der
Unterlage in Abhéngigkeit von der Zeit wihrend eines kraftspektroskopischen Experiments.
Zum Zeitpunkt 0 ist die Spitze fest auf die Unterlage gedriickt, um Proteine adsorbieren
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Abbildung 2.3: a) Reprisentative Kraft-Abstandskurve fiir das gesamte, iiber eine Superhelix
dimerisierte, Triagerprotein. b) Bewegung der Federspitze mit der Zeit. Fiir Zeiten kleiner 4.5 s
wird die Spitze zwischen 25 und 125 nm zur Oberfliche hin und herbewegt. c) Drei reprisentative
Kraft-Abstandskurven aus den Zyklen im Bereich von 25 und 125 nm. d) Aus jeweils 12 Vorwiirts-
und Riickwirtskurven gemittelte Kraft-Abstandskurven.
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zu lassen. Nach etwa einer Sekunde wird die Spitze in Vorwértsrichtung bis zu einem
Abstand von ca. 125 nm mit gleichméfiger Geschwindigkeit v bewegt. Dort wird die Be-
wegungsrichtung instantan geéindert und die Spitze in Riickwirtsrichtung mit der gleichen
Geschwindigkeit v bis auf einen Abstand von ca. 25 nm an die Oberfliche angenéhert. Fiir
die hier gewahlte Geschwindigkeit von 760 nm/s stellte sich heraus, dass die unspezifische
Anbindung des Molekiils ca. 12 Zyklen iiberdauern kann, ohne aufzubrechen. Nach der
letzten Anndherung wird die Spitze, mit der Geschwindigkeit v vollstdndig von der Ober-
fliche entfernt. Zu allen Zeitpunkten wird das Kraftsignal der Blattfeder gemessen. Dieses
wurde gegen den End-zu-End Abstand z des Molekiils in Abbildung 2.3 a) aufgetragen
(siche Anhang B.2.1). Durch das vollstdndige Entfernen der Feder im letzten Zyklus ist ab
ca. 125 nm das, fiir die Entfaltung der ddFLN(1-5) Doménen typische Sigezahnmuster zu
erkennen [53]. Im gezeigten Fall waren sechs ddFLN Doménen zwischen Spitze und Un-
terlage verankert, deren jeweilige Entfaltung einen abrupten Lingenzuwachs in den Kraft-
Abstandskurven lieferte. Zwei dieser Entfaltungsereignisse zeichnen sich durch einen Zwi-
schenzustand aus, den bereits Schwaiger et al. mit der ddFLN4 Doméne assoziieren konnte
[53] (griin eingefdrbt). Somit konnte gezeigt werden, dass das gesamte Konstrukt in der
gewiinschten Form zwischen Oberflache und Spitze angebunden war. Es konnten jeweils 12
Vorwirts- und Riickwértskurven aufgenommen werden, welche die Ent- und Riickfaltung
der LZ26-Superhelix zeigen. In Abbildung 2.3 ¢) sind die Kraft-Abstandskurven der bei-
den letzten Zyklen gezeigt. Der Anschaulichkeit wegen sind sie jeweils um 20 pN nach
oben verschoben dargestellt. Man erkennt, dass das Kraftsignal in der Gréflenordnung des
thermischen Rauschens der Blattfeder liegt.

Um die Auflésung zu erhohen, wurden die aus den Zyklen gewonnenen Vorwiérts- und
Riickwértskurven jeweils getrennt gemittelt. Um zu gewéhrleisten, dass die einzelnen Kur-
ven den gleichen absoluten Abstand zur Oberfliche haben, wurden sie an den Kraftverlauf
der WLC-Kurve mit Konturldnge Ly angepasst, welcher sich fiir eine vollstandig entfaltete
Superhelix ergibt (grauer Bereich in Abbildung 2.3 ¢)). Fiir Absténde von 0.1 nm wurde die
mittlere Kraft fiir identische Piezoauslenkungen der einzelnen Zyklen bestimmt. Das Er-
gebnis der Mittelung ist in Abbildung 2.3 d) fiir die Vorwértskurven in schwarz sowie fiir die
Riickwértskurven in blau gezeigt. Auf diese Weise lésst sich das Signal-Rauschverhéltnis
um den Faktor v/12 verbessern.

Eine weitere Verbesserung des Signal-Rauschverhéltnisses ldsst sich erreichen, wenn
mehrere dieser Kraft-Abstandskurven aus verschiedenen Messungen gemittelt werden. Da-
zu wurden Messungen des gleichen Proteins ausgewéhlt, die den selben Abstand Ly von
der Oberfliche zeigen. Diese bereits gemittelten Daten wurden nochmals auf die oben
beschriebene Weise gemittelt. Abbildung 2.4 zeigt das Ergebnis dieser Mittelung von fiinf
ausgewéhlten, vergleichbaren Kraft-Abstandskurven. Durch die Verbesserung des Signal-
Rauschverhéltnisses um den Faktor acht, werden jetzt Kraftschwankungen im 1 pN-Bereich
in der Kraft-Abstandskurve auflosbar.
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Abbildung 2.4: Kraft-Abstandskurve, die aus der Mittelung von fiinf verschiedenen Kraftkurven
hervorgeht, die jeweils mit oben beschriebenen Verfahren gewonnen wurden.

2.2.3 Bestimmung von Kraft- und Energieverteilungen

Finden die Ent- und Riickfaltungen eines Proteins nicht im thermodynamischen Gleich-
gewicht statt, lassen sich aus den Kraftverteilungen der Ent-und Riickfaltungsereignisse
Riickschliisse auf die, dem Protein zugehorige Energielandschaft ziehen. Eine direkte Me-
thode die Verteilung der Entfaltungskréifte zu gewinnen bestiinde darin, sie in den Kraft-
Abstandskurven der einzelnen Zyklen direkt zu bestimmen (fiir die Entfaltung des C-
terminalen Endes der LZ26-Sequenz wire diese durch den roten Kreis in Abbildung 2.3 c)
gegeben). Fiir die einzelnen Zyklen ist aber die Bestimmung des Kraftnullpunktes durch
das Anpassen des WLC-Verlaufs der Konturlange Ly mit einem Fehler von + 3 pN behaftet,
der mit zunehmender Ziehgeschwindigkeit und damit verbundener kleinerer Datenmenge
pro Zyklus anwéchst. Dieser Fehler wiirde die Kraftverteilungen unnatiirlich verbreitern.
Besonders drastisch wére dieser Effekt, wenn man die, mit einer Entfaltung verbundene
Energie, die sich aus der Integration der Kraft-Abstandskurve ergibt, direkt ermitteln woll-
te. Fiir die Entfaltung von 10 Windungen bei ca. 10 pN ergében £+ 3 pN Schwankung des
Kraftnullpunktes in etwa £ 15 kgT" Schwankung in der Energie.

Mit der im Folgenden erkldrten Methode ist es moglich, die Verteilungen ohne die-
sen Fehler zu ermitteln. Hierfiir kann von der bereits gemittelten Kraft-Abstandskurve
ausgegangen werden. Die Methode der Mittelung wurde in Abschnitt 2.2.2 erklart. Die
Bestimmung der Kraftnulllinie einer gemittelten Kurve durch Anpassen an einen theore-
tischen WLC-Verlauf ist aufgrund der erhchten Auflésung mit groferer Genauigkeit bis
zu £0.5 pN moglich. Es liegt also nahe, von der gemittelten Kraft-Abstandskurve auf
die Verteilungen zuriick zu schlieflen. Abbildung 2.5 a) zeigt eine beispielhafte, aus 30
Monte-Carlo Simulationen (Abschnitt 1.3.2) erhaltene, gemittelte Entfaltungskurve. Ihr
zu Grunde liegt die in Abbildung 1.8 a) gezeigte Energielandschaft mit dem gefalteten
Zustand (1) und dem entfalteten Zustand (2). Um bei einem festen z zu ermitteln, wel-
che relative Anzahl dort schon entfalteter Kraft-Abstandskurven in die gemittelte Kurve
eingingen, ist der Quotient
AF‘vor (:EO)

P (20) = K Ppo)

vor

(2.1)

zu bilden. Dabei gibt AF,.x(x¢) die Kraftdifferenz einer Entfaltung an dieser Stelle an,
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Abbildung 2.5: a) Gemittelte Entfaltungskurve, die mit Hilfe der Monte-Carlo Simulation
fiir ein beispielhaftes Zweizustandssystem ermittelt wurde. Die Entfaltung findet zwischen 85
und 95 nm statt, die Linienkonstruktion bestimmt die wahrscheinlichste Entfaltungskraft. In
Abhingigkeit der Kraft findet der Ubergang zwischen 18 und 26 pN statt b), wobei Energien
zwischen 35 und 58 kpT frei werden c). d) Bei einer Rickfaltungskurve ldsst sich die wahr-
scheinlichste Riickfaltungskraft mit der gezeigten Linienkonstruktion bestimmen. Durch Ablei-
ten der Wahrscheinlichkeiten P22 erhilt man die Wahrscheinlichkeitsdichte fiir eine Entfaltung
in Abhéngigkeit der Kraft e) oder der Energie f). g) zeigt vergrofiert die Konstruktion zur Be-

stimmung von PSIY,

AF o (x0) die Differenz zwischen der fiir eine vollig gefaltete Superhelix zu erwartende Kraft
und der gemessenen mittleren Kraft. Die Grofilen AF . (xo) und AFyo(z0) sind in Abbil-
dung 2.5 g) dargestellt, in Abbildung 2.5 a) sind sie an die mittlere Kraft-Abstandskurve
bei einem Abstand x, angepasst, bei welchem 50% der Entfaltungen stattfanden. Mochte
man die experimentelle Federhéirte der Blattfeder beriicksichtigen, muss die Konstruktion
gekippt werden (vgl. Abschnitt 1.3.3). Fiir Abstéinde z < 85 nm in Abbildung 2.5 a) kommt
das schwarze Quadrat auf dem WLC-Verlauf (1) zu liegen und es ergibt sich P = 0. Ana-
log ergibt sich fiir Abstinde > 95 nm P& = 1. Zwischen diesen Abstdnden miissen alle
Entfaltungen stattgefunden haben. Die Abstdnde xg bzw. z konnen eindeutig mit anderen
Groflen des Systems verbunden werden. So entspricht beispielsweise der Abstand z = 88
nm, bei dem 50% der Entfaltungen stattgefunden haben, einer Entfaltungskraft von 22 pN
(gestrichelte Linie in Abbildung 2.5 a)). Fiir eine mittlere Riickfaltungskurve entspréche
dieser Abstand einer Riickfaltungskraft von 11 pN (gestrichelte Linie in Abbildung 2.5



38 2. Mechanisches Entfalten der LZ-Superhelices

d)). Daher kann durch einfache Variablensubstitution zo — F' auch die Wahrscheinlich-
keit P2(F), eine entfaltete Superhelix bei einer bestimmten Kraft vorzufinden, angegeben
werden. Dies ist fiir die Entfaltung in Abbildung 2.5 b) gezeigt. Neben der Kraft kann
beispielsweise auch die wihrend der Entfaltung einer Superhelix frei werdende Energie Fi,,
bei einer bestimmten Position xy angegeben werden. Sie entspricht der in Abbildung 2.5 a)
gelb gezeigten Fliche. Eine Variablensubstitution xy — E ergibt die in Abbildung 2.5 ¢)
gezeigte Wahrscheinlichkeit, eine entfaltete Superhelix in Abhéngigkeit der frei werdenden
Energie zu finden.

Um die gewiinschte Wahrscheinlichkeitsverteilung Peygpars (7o) zu erhalten, muss die Ab-
leitung der integrierten Wahrscheinlichkeit P2 gebildet werden. Da die Zahl der Da-
tenpunkte durch die Auflosung der Methode begrenzt ist, ist eine direkte Ableitung der
Daten nur schwer zu ermitteln. Die vorgestellte Methode kann also nicht die, fiir Ent-
faltungskréfte typische Form der Verteilung auflosen [24][21]. Um dennoch die Ableitung
bestimmen zu kénnen, wurde eine Sigmoidalfunktion® an die integrierte Wahrscheinlich-
keit P2 angefittet (Abbildung 2.5 b) und ¢) rote Kurve) und diese dann differenziert. Die

sich ergebenden Verteilungen sind in Abbildung 2.5 e) in Abhéngigkeit der Kraft und in
Abbildung 2.5 ) in Abhéngigkeit der Energie angegeben.

2.3 Entfaltung der LZ-Superhelices im Gleichgewicht

2.3.1 Gleichgewichtsbeschreibung der LZ26 Entfaltung

Die in Abschnitt 2.1 vorgestellte LZ26-Superhelix wurde kraftspektroskopisch mit Ziehge-
schwindigkeiten von 150 nm/s untersucht. Hierfiir wurden mit Hilfe der, in Abschnitt 2.2
beschriebenen Methode verschiedene Vorwérts- und Riickwértskurven aufgenommen und
gemittelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 2.6 a) zu sehen. Bis zu einem Abstand von ca.
75 nm folgt die gemittelte Kurve dem Verlauf der WLC-Kurve (1) und ab einem Abstand
von 110 nm dem Verlauf der WLC-Kurve (4). Der Konturléngenzuwachs L) — L) ent-
spricht dem zu erwartenden Langenzuwachs bei einer Entfaltung von 26 Windungen. Dies,
zusammen mit den fiir Superhelices typischen CD-Spektren (siehe Anhang A) zeigt, dass
die Superhelix in der korrekt gefalteten Form vorliegt. Die gemittelten Entfaltungskurven
der LZ26-Superhelix zeigen, dass eine Entfaltung bei lateralen Kréften zwischen 10 und
16 pN stattfindet. Zudem sind die Vorwérts- (schwarz) und Riickwértskurven (blau) in
Abbildung 2.6, bis auf die in gelb gezeigte Hysterese von 7 kT deckungsgleich. Dar-
aus ergibt sich, dass das System bei der verwendeten Ziehgeschwindigkeit fast vollstdndig
reversibel ist, sich also nahe am thermodynamischen Gleichgewicht befindet. Bei diesen
Ziehgeschwindigkeiten sollte also die in Abschnitt 1.2 vorgestellte Gleichgewichtsbeschrei-
bung anwendbar sein.

Wiéhrend der Entfaltung vom WLC-Verlauf (1) zum WLC-Verlauf (4) sind zwei weitere
Kraftanstiege mit konstanter Konturlange zu erkennen (dargestellt als WLC-Kurven (2)
und (3) in Abbildung 2.6 a)), die sich auf stabile Zwischenzustinde zuriickfiithren lassen.

In diesem Fall wurde die Funktion [1 + exp(—mF + F)]~" verwendet.
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Abbildung 2.6: a) Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungskurven (blau) der LZ26-Superhelix
mit Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s. b) Gleichgewichtsenergielandschaft der LZ26- (rot)
und LZ26-N/V-Superhelix (rot gepunktet). Oberhalb ist die schematische Struktur der LZ26
Superhelix gezeigt, unterhalb die Bezeichnungen der einzelnen Windungen. Die Energieland-
schaft ergibt sich aus der Zuordnung der Energiewerte aus Tabelle 2.1 zu den Windungen. c¢)
Kraft-Abstandskurve der LZ26-Superhelix in Vorwiértsrichtung (schwarz). In dunkelrot ist die
Vorwiértskurve der LZ26N-V Superhelix gezeigt, bei der das Asparagin (N) an Position (3) durch
ein Valin (V) ersetzt wurde.

Die Konturlangenzuwéchse liefern L) — L1y = 5 £ 1 und L3y — L) = 13 £ 1 Windun-
gen, also exakt die Positionen der Superhelix, bei welchen hydrophile Asparagine (N) im
hydrophoben Kern zu finden sind. Es ist daher anzunehmen, dass diese Windungen de-
stabilisierend auf die Superhelix wirken. Um zu zeigen, dass tatséchlich das Asparagin
verantwortlich fiir das Auftreten der Zwischenzustande (2) und (3) ist, wurde das sich an
Position (3) befindende Asparagin durch ein Valin (V) ersetzt. Die sich ergebende LZ26-
N/V Sequenz ist in Abbildung B.2 aufgefithrt. Abbildung 2.6 c) zeigt eine Uberlagerung
zweier Vorwirtskurven, wobei in schwarz die aus Messungen an der unverdnderten LZ26-
Sequenz und in rot die aus der LZ26-N/V Mutante hervorgegangenen Kraftkurven aufge-
tragen wurden. Aus der Grafik ist ersichtlich, dass beide Kraft-Abstandskurven zwischen
den Ubergiingen (1) = (2) und (3) = (4) kaum voneinander abweichen. Am Ubergang
(2) = (3) ergibt sich fiur die LZ26-N/V Mutante eine hohere mittlere Kraft. Der Un-
terschied in den, fiir die Entfaltung benotigten Energien, kann direkt durch Bestimmung
der Fliche zwischen beiden Kurven (rot in Abbildung 2.6 ¢)) zu 6 &+ 1 kg7 bestimmt
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werden. Diese Messung zeigt, dass der Zwischenzustand an Position (3) verschwindet,
wenn das energetisch ungiinstige Asparagin an dieser Stelle durch ein hydrophobes Valin
ersetzt wird. Das Asparagin ist demzufolge die Ursache fiir das Auftreten der stabilen
Zwischenzusténde bei der Superhelixentfaltung.

Innerhalb der in Abschnitt 1.2 vorgestellten Gleichgewichtsbeschreibung miissen also
diese Windungen energetisch ungiinstige Beitrége Fsy zur Superhelixstabilitit aufweisen,
wahrend die restlichen Windungen positive Energiebeitrige liefern miissen. Im Gegensatz
zur DNA| kann die Beschreibung mit Hilfe des in Abschnitt 1.2.3 vorgestellten Gleichge-
wichtsmodells nicht mehr auf nur zwei energetische Beitriage Epna(AT) und Epna(GC)
fiir die Bildung der unterschiedlichen Basenpaare zuriickgefiihrt werden [57]. Bei Superhe-
lices besteht eine Windung aus 3.5 Positionen, die im Prinzip von jeweils 20 verschiedenen
Aminosduren besetzt werden kénnen. Der energetische Beitrdg einer Windung héngt je-
doch nicht allein von deren Aminosduren ab, sondern auch von den Aminosduren der
direkten Umgebung. Es gibt Bemiihungen, die relativen Energien festzulegen, die durch
Permutation der Aminoséduren an bestimmten Heptadenpositionen entstehen. Zwei Studi-
en permutierten siémtliche Aminoséduren an a- und d-Positionen homodimerer Superhelices
[58][59], eine weitere Studie untersuchte samtliche Permutationen, die 10 Aminoséduren an
der a-Position eines Stranges mit der a’ Position des Nachbarstrangs von Heterosuperhe-
lices eingehen konnen [60]. Das Vermessen aller, moglicher Permutationen ist aber wegen
ihrer groen Anzahl schwierig. Da also im Prinzip fiir jede Windung ein eigener Fitpara-
meter Fgsy eingefithrt werden kann ist es notwendig, bei der hier gezeigten theoretischen
Beschreibung sinnvolle Randbedingungen festzulegen.

Da Mutationen von Aminosduren an a- und d-Positionen von Superhelices einen
grofleren energetischen Effekt zeigen als beispielsweise Mutationen geladener Aminoséuren
an e- und g-Positionen [61] oder f-Positionen [47], besteht eine nahe liegende Vereinfa-
chung darin, die Windungen energetisch nach ihren Aminoséduren an a- oder d-Positionen
zu ordnen. Demzufolge ergeben sich fiir die LZ26-Superhelix fiinf verschiedene Klassen von
Windungen: Windungen mit Methionin (M), Valin (V), Leucin (L), Asparagin (N) und
Cystein (C) an den entsprechenden Positionen, wobei als weitere Randbedingung die Win-
dungen mit Valin (V) oder Leucin (L) als energetisch gleichwertig zusammengefasst werden
kénnen [58][59]. Durch diese Randbedingung zusammen mit der bereits gemessenen Ener-

Windungen | Leu (L) | Met (M) | Asn (N) | Keimbildung (C)
Val (V)

Esn [kpT] | 442402 |19+1.1| -1.5+0.9 —11+£3.5

AG [k5T] 14 3.2 11

Tabelle 2.1: Gleichgewichtsenergien Egp fiir einzelne Windungen. Die Windungen sind nach
den Aminoséuren an a- oder d-Positionen innerhalb der Heptade benannt. AG gibt zum Vergleich
die dquivalenten Energiewerte aus Ensemblestudien an [58][59]. Durch Ensemblestudien an der
GCN4 Superhelix konnte ein zusétzlicher Wert fiir AG(N) = —1.6 kT ermittelt werden [62]

giedifferenz von FEgy(V) — Esu(N) = 6 kT, die sich ergibt wenn ein Asparagin (N) durch
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ein Valin (V) ersetzt wird, lassen sich die Werte Esy aus den experimentellen Daten ein-
deutig festlegen?. Sie sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt, die damit erhaltene Energielandschaft
ist in Abbildung 2.6 b) gezeigt.

Die mit dieser Energielandschaft berechneten, mittleren Gleichgewichtskurven sind in
Abbildung 2.6 a) und c) rot eingezeichnet und beschreiben die experimentellen Daten sehr
gut. Beachtenswert ist, dass zwischen den Zustédnden (3) und (4) der LZ26-Superhelix ein
im Vergleich zu den Ubergéngen (1) = (3) deutlicherer Krafteinbruch zu beobachten ist.
Die Erkldrung dafiir ist in der Keimbildung zu sehen, die am C-terminalen Ende statt-
findet. Ist die Superhelix entfaltet, muss, um die erste C-terminale Windung zu falten,
die Entropie dreier Aminoséuren eingeschréinkt werden. Andererseits wird aber noch keine
Energie durch sich ausbildende Wasserstoftbriicken innerhalb des a-helikalen Riickgrats
frei [63]. Der damit verbundene Energieaufwand ist in Tabelle 2.1 der letzten Windung,
die ein Cystein (C) an der d-Position aufweist, zugeschrieben. In den experimentellen
Kraft-Abstandskurven ist fiir den Ubergang zwischen den Zustéinden (3) = (4) eine Hy-
sterese zu erkennen, deren Fliche 7 kgT betrigt (gelbe Flidche in Abbildung 2.6 a)). Diese
kann durch die Gleichgewichtsbeschreibung nicht erklért werden; allerdings miissen sich die
Entfaltungs- und Riickfaltungskurven im Gleichgewicht, also bei langsameren Geschwin-
digkeiten, vollig decken. Folglich muss die theoretische Kraft-Abstandskurve innerhalb der
Hysterese zum liegen kommen. Der in Tabelle 2.1 angegebene Wert von Esy(C) = —11+£3.5
kpT erfiillt diese Anforderung.

Auf den ersten Blick wire aus der Energielandschaft ein stabiler Zwischenzustand zu
erwarten, der durch das Asparagin der 21ten Windung hervorgerufen werden miisste. In
den Daten ist dieser jedoch nicht auflésbar. Der WLC-Verlauf, bei dem dieser Zustand
auftreten misste, ist in Abbildung 2.6 a) mit (E) gekennzeichnet. Es stellt sich daher
die Frage nach dem Auflosungsvermdogen der vorgestellten Methode, die im folgenden Ab-
schnitt erkliart werden soll.

Sensitivitit der Kraft-Abstandskurve auf die Superhelixsequenz. Aus der durch
Tabelle 2.1 gegebenen Energielandschaft 14sst sich, neben der mittleren Kraft auf die Su-
perhelix, auch der Erwartungswert der offenen Windungen und dessen Varianz angeben.
Die Varianz gibt ein Maf fiir die Streuung der Zufallsvariable j an und ist daher geeignet
die Sensitivitdt der Kraft-Abstandskurven auf die Energielandschaft anzugeben. Abbil-
dung 2.7 a) zeigt den Erwartungswert der offenen Windungen (j) in Abhéngigkeit von der
Piezoposition, die mit Formel 1.9 berechnet wurde, Abbildung 2.7 b) zeigt deren Varianz.

2Die Gleichgewichtsenergie von 29.4 kpT zwischen den Energieminima der Zustinde (2) und (3)
beeinflusst das Verhalten der Kraft-Abstandskurve zwischen den WLC-Verldufen (2) und (3) in Ab-
bildung 2.6 a) und kann sehr genau bestimmt werden. Zwischen diesen Zustédnden finden sich sie-
ben Windungen mit (L) bzw. (V) und eine Windung mit (N) an den a- oder d-Positionen. Da also
7 Esg(L,V) + Esg(N) = 29.4 kgT und der Energieunterschied der Mutation eines Asparagins (N) zu
einem Valin (V) Esu(L,V) — Esu(N) = 6 kpT betrigt, lassen sich die absoluten Werte fiir Egpy(L,V) und
Esu(N) festlegen. Der Parameter Egy(M) ldsst sich dann durch Angleichen der theoretischen Kraftkurve
auf den Ubergang (1) = (2) und der Parameter Egy(C) durch Angleichen auf den Ubergang (3) = (4)
festlegen.
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Die Varianz ist fiir Piezopositionen, die in dem gezeigten Beispiel kleiner als 70 nm oder
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Abbildung 2.7: a) Mit den Energiewerten aus Tabelle 2.1 berechnete Erwartungswerte offener
Windungen j in Abhéngigkeit der Piezoposition xy. Die Windungen mit Asparagin (N) an einer
a-Position sind durch griin gestrichelte Linien gekennzeichnet. b) Varianz var(j) = < j2> — <j>2

der geoffneten Windungen.

groffer als 115 nm sind, anndhernd Null. Nur bei Piezopositionen, bei denen Teile der
Superhelix entfalten, steigt die Varianz. So ergeben sich fiir die Standardabweichungen
o = y/var(j) an Piezopositionen, bei denen die Superhelix zwischen den Zustdnden (1)
und (2) oder (2) und (3) wechselt, Werte kleiner als drei Windungen. Haben die Asparagi-
ne also einen grofferen Abstand als drei Windungen, so kénnen die Kraftfluktuationen, die
sie verursachen aufgelost werden. Fiir die Superhelixentfaltung zwischen den Zustdnden
(3) und (4) ergibt sich durch die relativ hohe negative Energie Egy(C) eine Standardab-
weichung von sechs Windungen, wodurch der Zwischenzustand an Position (E) nicht mehr
aufgelost werden kann.

Allgemein lésst sich zeigen, dass die Varianz var(j) proportional zu kot? st [64][65],
d.h. je grofler die Federhéirte des Gesamtsystems ki ist, um so stérker wirkt sich ein Ener-
gieeinbruch auf den Kraftverlauf aus. Der hier gezeigte experimentelle Aufbau besteht aus
einer seriellen Hintereinanderschaltung zweier Federn, der Blattfeder des Messgeréits mit
Federhirte kfq = 8 pN/nm und der, durch die entropische Kette des Trigerproteins und
der entfalteten Windungen der Superhelix entstehenden Feder, die bei einer anliegenden
Kraft von 13 pN eine Federhéirte von kkeie &~ 0.5 pN/nm besitzt. Bei einer Serienschaltung
errechnet sich die gesamte Federhérte durch

1 1 1

= 2.2
ktot kfed kKette ( )
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woraus sich ergibt, dass die weichste Feder des Systems die Auflésung limitiert. Hier ist
aber die weichste Feder durch die entropische Kette des Tragerproteins und der entfalteten
Superhelix-Windungen gegeben. Wahrend das Trégerprotein durch eine steifere Konstruk-
tion wie beispielsweise doppelstrangiger DNA ersetzt werden konnte, um die Auflésung zu
erhohen, ist die entropische Kette, die durch die entfalteten Superhelixwindungen entsteht,
dem System inhérent. Die Auflésung wird folglich immer durch entfaltetes Polypeptid der
gemessenen Superhelix limitiert werden.

Als ein weiterer Wert, der die Auflésung des gezeigten Systems beschreibt, kann die
Sensitivitdt auf Punktmutationen gesehen werden. In Abbildung 2.6 ¢) wurden zwei
Vorwartskurven der LZ26-Superhelix verglichen, die sich nur durch die Mutation einer Ami-
nosaure unterscheiden. Der sich ergebende Unterschied wird im Kraft-Abstandsverhalten
deutlich, woraus ersichtlich wird, dass es moglich ist, energetische Unterschiede von min-
destens 6 kg1 aufzulosen.

Wenn also die Randbedingung zutrifft, dass die Energien einer Windung nur durch
die Aminosdure an der a- oder d-Position der betreffenden Windung bestimmt sind, dann
miissen die Energien Fgy vergleichbar zu Ensemble-Studien sein, in denen die Energiedif-
ferenzen, die durch Mutation dieser Aminoséuren entstehen, gemessen wurden [58][59]. In
diesen Studien wurden systematisch 20 Aminoséduren an a- und d-Positionen einer Super-
helix eingefiigt und die Energiedifferenz relativ zu Alanin (A) an der jeweiligen Position
angegeben. Tabelle 2.1 zeigt unter AG diese, auf den Absolutwert der (L) und (V) Windun-
gen von 4.4kgT normierten Werte. Innerhalb der Fehlergrenzen decken sich die Ergebnisse
der Ensemblestudien also sehr gut mit den kraftspektroskopischen Messungen. Fiir das
LZ726-Konstrukt, deren Windungen sich im Aufbau sehr gleichen (vgl. Abbildung 2.1 b)),
ist diese Randbedingung also zuléssig. Allerdings darf die Verallgemeinerung, dass sich die
Energielandschaft jeder beliebigen Superhelix aus den normierten Werten der Substituti-
onsstudie berechnen lésst, nicht gemacht werden. Beispiele fiir Superhelices bei denen diese
Randbedingung nicht mehr erfiillt ist, sind die Halssuperhelices der D. melanogaster und
der N. crassa Kinesine (Kapitel 3), die duflerst aufféllige, untypische Wechselwirkungen
zeigen.

2.3.2 Gleichgewichtsbeschreibung der LZ10 und LZ18 Entfalun-
gen

Die LZ26-Superhelix wurde artifiziell durch aneinanderfiigen dreier LZS8- Untereinheiten
gewonnen (siche Abschnitt 2.1), wobei die Gleichgewichtsbeschreibung den zur gleichen
Klasse gehérenden Windungen, unabhéngig von deren Position, immer die gleiche Ener-
gie Egy(L,V,N,M,C) zuschreibt. Dies impliziert, dass sich Windungen an den Schnitt-
stellen der Untereinheiten energetisch nicht von Windungen gleicher Art an anderen Po-
sitionen unterscheiden. Lassen sich gekiirzte LZ-Untereinheiten mit den gleichen Wer-
ten Fgsy beschreiben, so zeigt dies, dass sich die LZ8-Untereinheiten homogen zur LZ26-
Superhelix zusammenfiigen lassen. Aus diesem Grund werden auch Messungen an den
kiirzeren Superhelixvarianten LZ10 und LZ18 durchgefiihrt, die in etwa aus einer einzel-
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nen und einer doppelten LZ8- Untereinheit bestehen (siche Abschnitt 2.1). Abbildung
2.8 b) zeigt schematisch die Struktur der LZ18-Superhelix; in Abbildung 2.8 a) ist die
Sequenz der einzelnen Windungen mit der in Tabelle 2.1 eingefiihrten Bezeichnung an-
gegeben. Unterhalb sind gemittelte Kraft-Abstandskurven des LZ18-Konstruktes gezeigt,
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Abbildung 2.8: a) Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungs-Kraft-Abstandskurven (blau) der
LZ18-Superhelix mit Ziehgeschwindigkeiten von 660 nm/s. b) Gleichgewichtsenergielandschaft
der LZ18-Superhelix. Dariiber ist die schematische Struktur gezeigt, darunter sind die Bezeich-
nungen der einzelnen Windungen angegeben. Die Energielandschaft ergibt sich aus der Zuord-
nung der Energiewerte aus Tabelle 2.1 zu den Windungen. c¢) Vorwiértskurve der LZ18-Superhelix
(schwarz), in dunkelrot iiberlagert ist die Vorwértskurve der LZ18N-V Superhelix gezeigt, bei der
das Asparagin (N) an Position (2) durch ein Valin (V) ersetzt wurde.

die bei einer Ziehgeschwindigkeit von 660 nm/s aufgenommen wurden. Die Vorwéarts-
(schwarz) und Riickwértskurven (blau) sind erneut, bis auf die in gelb markierte Hysterese
von 8kpT, deckungsgleich. Der Lingenzuwachs L) — L(;) entspricht dem fiir die Ent-
faltung von 18 Windungen erwarteten Wert. Auflerdem ist auf dem Entfaltungspfad ein
stabiler Zwischenzustand (2) zu erkennen, der an der Position des Asparagins der fiinften
Windung auftritt. Abbildung 2.8 b) zeigt die Energielandschaft, die sich ergibt, wenn
man den Windungen der LZ18-Superhelix die Werte aus Tabelle 2.1 zuordnet. Die sich
daraus mit Gleichung 1.12 ergebende Kraft-Abstandskurve ist in Abbildung 2.8 a) rot ge-
zeigt und beschreibt die experimentellen Daten sehr gut. Beachtenswert dabei ist, dass die
Energiewerte der Tabelle 2.1 mit Hilfe der LZ26-Superhelix bestimmt wurden, das heif3t,
dass die experimentellen Daten der LZ18-Sequenz ohne freie Parameter vorher berechnet
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werden konnten. Insbesondere bestétigt dies, dass sich die Windungen der LZ Untereinhei-
ten an den Schnittstellen homogen zusammenfiigen lassen. Die vorgestellte Beschreibung
liefert somit eine Methode, die Gleichgewichts-Energielandschaft aus der Anordnung der
verwendeten Windungen in der Superhelix vorherzusagen. Insbesondere zeigt sie, wie die
gesamten Gleichgewichtsenergien zu addieren sind, wenn einzelne Superhelices homogen
aneinander gefiigt werden. Dabei ist zu beachten, dass bei einer homogen zusammen-
gefiigten Superhelix jeweils nur ein Keimbildungsschritt notig ist. Addiert man also zwei
Superhelices mit Gleichgewichtsenergien AG;QS und AGzeS, so ist die Gleichgewichtsenergie
der sich ergebenden Superhelix AG,£? stets groBer als AG, + AG.

Auch bei der LZ18-Sequenz tritt ein stabiler Zwischenzustand (2) aufgrund des Aspa-
ragins (N) an einer a-Position der fiinften Windung auf. Dieser Zwischenzustand kann
wieder durch die Substitution dieses Asparagins durch ein Valin (V) eliminiert werden.
Gezeigt ist dies in Abbildung 2.8 ¢), wo eine Vorwértskurve der LZ18-Sequenz (schwarz)
mit der Vorwartskurve der LZ18-N/V Superhelix iiberlagert ist. Die gesamte Sequenz der
LZ18-N/V Superhelix ist in Abbildung B.2 zu finden. Der energetische Unterschied beider
Kurven ist durch die rote Flache gekennzeichnet und bestimmt sich aus den Daten zu 6 41
kgT. Anhand des Parameters Egy(C) lassen sich die theoretischen Kraft-Abstandskurven
auch an die Vorwirtskurven anpassen. Dies gibt eine untere Grenze fiir die Keimbildungs-
energie an und ist in Abbildung 2.8 c) zur besseren Vergleichbarkeit der Daten mit der
Theorie (rote Kurven) geschehen. Ersetzen des Asparagin-Wertes an der fiinften Windung
durch einen Valin-Wert (gepunktete rote Energielandschaft in Abbildung 2.8 b)) beschreibt
das LZ18-N/V Kraft-Verhalten sehr gut und bestéitigt so die schon in Abschnitt 2.3.1 ge-
troffenen Aussagen.

Als kiirzestes LZ-Konstrukt wurde schon in vorhergehenden Studien [56] die LZ10-
Sequenz kraftspektroskopisch untersucht. IThre Lange entspricht in etwa der Lénge der
GCN4-pl-Sequenz und auch in der Natur auftretende, motordimerisierende Halssuperhe-
lices haben vergleichbare Langen (siehe Kapitel 3). Abbildung 2.9 b) zeigt schematisch
die Struktur der LZ10-Superhelix, ihr Aufbau wird genauer in Abschnitt 2.1 erldutert.
Die Kraft-Abstandskurven der LZ10-Superhelix (Abbildung 2.9 a)) zeigen eine Entfaltung
vom geschlossen Zustand (WLC-Verlauf (1)) zum vollig entfalteten Zustand (WLC-Verlauf
(2)), deren Konturldngenzuwachs der erwarteten Entfaltung von 10 Windungen entspricht.
Auch hier lasst sich der Verlauf der Kraft-Abstandskurve mit Hilfe der Gleichgewichtstheo-
rie erkldren. Abbildung 2.9 b) zeigt die Energielandschaft, die sich ergibt, wenn fiir die
einzelnen Windungen der LZ10-Sequenz die Parameter aus Tabelle 2.1 eingesetzt werden.
Die daraus berechnete Kraft-Abstandskurve ist in Abbildung 2.9 a) rot eingezeichnet und
liegt zwischen den schwarzen Entfaltungs- und den blauen Riickfaltungsdaten, die eine nur
sehr kleine Hysterese von 4 kgT zeigen (gelbe Fliche). Die Messungen liefern also fiir die
gesamte, zum Auftrennen der LZ10-Superhelix bené&tigte Energie AGges = 20.3 4 kgT.
Dies steht in sehr guter Ubereinstimmung mit Ensemblestudien an einer vergleichbaren
Sequenz [47]. Die komplexe Energielandschaft in Abbildung 2.9 im Kontrast zum sehr
einfachen Verhalten der Kraft-Abstandskurve zeigt deutlich, dass die Energielandschaft
fiir die Beschreibung der LZ10-Superhelix iiberbestimmt ist. Durch die begrenzte 6rtliche
Auflésung kann der zu erwartende Zwischenzustand (E) nicht aufgelost werden. Allein aus
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Abbildung 2.9: a) Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungs-Kraft-Abstandskurven (blau) der
LZ10-Superhelix mit Ziehgeschwindigkeiten von 750 nm/s. b) Gleichgewichtsenergielandschaft
der LZ10-Superhelix. Dariiber ist die schematische Struktur gezeigt, darunter sind die Bezeich-
nungen der einzelnen Windungen angegeben. Die Energielandschaft ergibt sich aus der Zuordnung
der Energiewerte aus Tabelle 2.1 zu den Windungen.

Messungen an der LZ10-Sequenz héitte daher nicht auf die durch das Asparagin verursachte
negativen Energiebeitrige geschlossen werden konnen. Dennoch liegt die Annahme nahe,
dass dieser Zwischenzustand, auch wenn er hier durch die das Auflésungsvermogen limi-
tierende, entropische Kette nicht direkt gemessen werden kann, in der natiirlichen GCN4
Superhelix auftritt.

2.3.3 Serielle Entfaltung mit unterschiedlichen Kraftrichtungen

Die Richtung, in der Kraft auf ein Molekiil ausgeiibt wird, bestimmt die Héhe dessen
mittlerer Entfaltungskraft. Im thermodynamischen Nichtgleichgewicht ist dieser Zusam-
menhang stark von der Struktur des Molekiils abhéngig und sehr komplex [54][66][67],
wihrend der Zusammenhang im thermodynamischen Gleichgewicht nur noch auf einfache
Weise vom Konturlingenzuwachs der Entfaltung abhéngen sollte. Um diesen Zusammen-
hang kontrolliert an der LZ10-Superhelix zu testen, wurden Polyproteine erstellt, durch
welche mehrere Superhelices gleichzeitig und seriell, in verschiedenen Zugrichtungen be-
lastet werden konnen [68]. Die kleinste Untereinheit des Proteins ist in Abbildung 2.10
a) zu sehen. An das C-terminale sowie das N-terminale Ende von Herzmuskeltitin (Ig27)
wurde jeweils ein Strang der LZ10-Superhelix angefiigt. Die beiden LZ10-Sequenzen sind
identisch, in diesem Konstrukt werden sie aber unterscheidbar, da die LZ10-Sequenz A
iiber ihren C-Terminus mit der 127 Doméne verbunden ist, die Sequenz B iiber ihren
N-Terminus. Dimerisieren die LZ10-Sequenzen verschiedener Untereinheiten, so ergeben
sich drei verschiedene Bindungsmoglichkeiten, die in Abbildung 2.10 b) gezeigt sind. Die
Bindung I entsteht durch Dimerisation der Stringe A und B, die Bindung IT durch Dime-
risation zweier B-Stringe und die Bindung III durch Dimerisation zweier A-Stringe. In
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Abbildung 2.10: a) Schematischer Aufbau einer monomeren Proteinuntereinheit. An die Enden
einer Titindoméne wurde jeweils ein LZ10-Strang angefiigt. b) Dimerisation der einzelnen LZ10-
Strange fithrt zu dem schematisch gezeigten Polymer, mit drei méglichen Verbindungsgeometrien.
c¢) Kraft-Abstandskurve eines solchen Polymers. Zur Verbesserung der Auflésung wurden mehrere
Ent- und Riickfaltungs-Zyklen bei Absténden kleiner als 200 nm aufgenommen. d) Aus Vorwiérts-
und Riickwértskurven gemitteltes Kraft-Abstandsverhalten bei kleinen Kriften.

einem kraftspektroskopischen Experiment kénnen jetzt Spitze und Unterlage unspezifisch
an das Polyprotein binden, die ausgeiibte Kraft wird immer entlang der Polyproteinachse
ausgerichtet sein. Dadurch ergeben sich fiir die einzelnen Bindungsarten I, IT und III unter-
schiedliche Kraftrichtungen auf die Superhelices. Die Bindung I wird durch die anliegende
Kraft parallel zur Superhelixachse belastet (,, Uberstreckungsgeometrie*), withrend die Bin-
dungen II und III lateral zur Superhelixachse belastet werden (,,unzipping-Geometrie“).
Die Superhelices mit Bindung III werden sich dabei nicht auftrennen, da sich direkt am
Kraftangriffspunkt die kovalent verbundenen Cysteine befinden.

Abbildung 2.10 c) zeigt eine Kraft-Abstandskurve an einem typischen Polymer. In
rot sind 15, fiir Titin typische Einzelentfaltungen zu sehen [52], wihrend im vorderen
Teil der Kraftkurve (blau) die in Abschnitt 2.2.2 beschriebene Methode zur Erhohung
des Signal-Rauschverhéltnisses angewandt wurde. Zwischen den gemittelten Vorwérts-
und Riickwértskurven der in Abbildung 2.10 c¢) gezeigten Kurve, war innerhalb der
Auflosung keine Hysterese zu erkennen. Abbildung 2.10 d) zeigt daher das mittlere
Kraft-Abstandsverhalten im niedrigen Kraftbereich, in welches die Vorwiérts- sowie die
Riickwérts- Kraftkurven der Zyklen eingingen. Man erkennt drei Kraftanstiege mit kon-
stanter Konturldnge (durch die WLC-Verldufe (1), (2) und (3) gekennzeichnet), wobei der
Ubergang (1) = (2) bei Kriften um 10 pN und der Ubergang (2) = (3) bei Kréften von
25 pN stattfindet. Die Entfaltung einzelner LLZ10-Superhelices innerhalb der Geometrie 11,
bei der die Kréfte lateral zur Superhelixachse angreifen, wurde bereits in Abschnitt 2.3.2
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untersucht. Dort wurde gezeigt, dass diese Entfaltung bei 10 pN auftritt und mit einem
Konturlingenzuwachs von 25.6 nm verbunden ist. Der gemessene Konturlangenzuwachs
L2 —“L(l) von 77 nm entspricht exakt dem dreifachen Wert dieses Konturléngenzuwachses.
Der Ubergang (1) = (2) resultiert also im hier gemessenen Polymer aus der Entfaltung
von drei Superhelices, die in Geometrie II dimerisiert haben.

Der Ubergang (2) = (3) muss daher von der Uberstreckung der Superhelices in Geo-
metrie I herrithren. In dieser Geometrie erwartet man einen Konturlangenzuwachs von 7.3
nm je entfaltender Superhelix®[19]. Die Energie, die zum Uberstrecken der Superhelices
bendtigt wird, 1dsst sich durch die gelbe Fliache in Abbildung 2.10 d) abschétzen. Der Kon-
turlingenzuwachs bei der Uberstreckung einer einzelnen Superhelix ist aber kleiner, als ihr
Konturldngenzuwachs in der unzipping-Geometrie. Da die Gleichgewichtsenergie AG ges
pro entfaltender Superhelix nicht von der Richtung der entfaltenden Kraft abhingen darf,
muss die mittlere Kraft in der Uberstreckungsgeometrie grofer sein, als fiir die unzipping-
Geometrie. Durch den in Abbildung 2.10 gemessenen Konturldngenzuwachs L) — L(9) ldsst
sich auBerdem feststellen, dass sieben LZ10-Superhelices in der Uberstreckungsgeometrie
I entfaltet wurden. Aus der Anzahl der Titin-Entfaltungen kénnen wir schliefen, dass
insgesamt 15 Superhelices zwischen Oberfliche und Spitze angebunden waren, die verblei-
benden 5 Superhelices fanden sich also in der Geometrie III, die zu keiner beobachtbaren
Entfaltung fiihrt. Dieses Verhéltnis der Bindungsgeometrien L:IL:ITT spiegelt sehr gut das
zu Erwartende 50:25:25 Verhéltnis wieder.

In diesem Konstrukt sind die Kraftangriffspunkte an die Superhelices in den jewei-
ligen Geometrien genau definiert und die Gleichgewichtsenergien der einzelnen LZ10-
Superhelices sind bekannt (siehe Abschnitt 2.3.2). Die durch laterale Krafteinwirkung
entfaltenden Superhelices konnten bereits mit einem Gleichgewichtsmodell beschrieben
werden (Kapitel 1.2.3). Um die serielle Belastung mehrerer solcher Superhelices zu be-
schreiben, muss der Raum der méglichen Zustédnde erweitert werden. Gibt es zwei serielle
Superhelices, so muss in Gleichung 1.12 nicht mehr nur iiber die Abstédnde z und die An-
zahl der offenen Windungen j einer Superhelix, sondern auch zusétzlich iiber die Anzahl
der offen Windungen £ der anderen Superhelix summiert werden. Fiir den oben gezeigten
Fall von drei seriellen Superhelices wird Gleichung 1.12 zu:

Z Z Z F(], k, l, z, xo)e*Egcs(j,k,l,z,xo)/kBT
Ik 1z
J Z Z Z e_EgeS(jvk,l,z,:co)/kBT
ik lz

(F(x0)) = (2.3)

wobei 7,k und [ die Anzahl der offenen Windungen der einzelnen Superhelices angeben.

3Dies ist die Differenz aus der Konturlinge I, von 35 vollig entfalteten Aminoséuren der LZ10-Sequenz
(35*%0.365 nm [18]) und der Ausdehnung der LZ10-Superhelix vor der Entfaltung, die sich Anhand der
Rontgenstruktur zu Iy = 5.5 nm bestimmen lisst [62]. Der Wert l/l; = 2.3 entspricht dem bei der
mechanischen Uberstreckung von Myosin Superhelices gemessenen Wert [19)].
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Damit miissen zu der schon bekannten Energie Ey.s noch die Energien

k l
EG)(k) =) By’ ER(0) =) Egf (2.4)

v=1 v=1

addiert werden, die zum Offnen von k und I Windungen der Superhelices (K) und (L)
benotigt werden. Auflerdem héngt die Konturlange des gesamten Systems von der ge-
samten Anzahl offener Windungen j,k und [ ab, womit sich die Energie zum Dehnen des
Polypeptides als

Pt = / Fono(L(, k,1), #)d= (2.5)
0

ergibt. In unserem Fall sind die Energien Esy der einzelnen Windungen bekannt (siehe
Tabelle 2.1 in Abschnitt 2.3.1). Mit diesen Energien ergibt Formel 2.3 die in Abbildung
2.10 d) zwischen den WLC-Verldufen (1) und (2) in rot gezeigte Kraft-Abstandskurve. Sie
reproduziert die Daten sehr gut und zeigt drei Kraftschwankungen mit einer Amplitude von
ca. 0.7 pN, die durch die seriellen Entfaltungen der einzelnen LZ10-Sequenzen verursacht
werden. Da das Polymer natiirlicherweise schon im gefalteten Zustand eine vergleichbar
grofe Konturldnge L ;) aufweist, konnen diese Kraftfluktuationen experimentell nicht mehr
aufgelost werden (siehe Abschnitt 2.3.1).

Mit Hilfe der Zustandssumme 1.22 ldsst sich auch das Aufschmelzen der Superhelices
in der Uberstreckungsgeometrie berechnen. Die sich ergebende Kraft-Abstandskurve ist in
Abbildung 2.10 zwischen den WLC-Verldufen (2) und (3) in rot eingezeichnet. Mit dem Pa-
rameter AGy = 24kgT lisst sich der experimentelle Verlauf der Kraft-Abstandskurve sehr
gut reproduzieren. Dieser Wert entspricht innerhalb der Fehlergrenzen der zum unzippen
einer LZ10-Superhelix benotigten Energie. Das in Abschnitt 1.2.3 vorgestellte Gleichge-
wichtsmodell liefert also eine konsistente Beschreibung mehrerer serieller Superhelixentfal-
tungen fiir verschiedene Zugrichtungen.

Die von den einzelnen LZ10-Untereinheiten stammenden Kraftfluktuationen sind mit
der hier gezeigten experimentellen Methode nicht mehr aufzulésen und die Rechendauer
fiir eine Kraft-Abstandskurve mit Formel 2.3 ist proportional zu £V, wenn k die Anzahl
der Windungen einer Superhelix und N die Anzahl der seriellen Superhelices angibt. Ob-
wohl sich in Abbildung 2.10 ¢) nur eine sehr geringe Anzahl von LZ10-Untereinheiten
in serieller Schaltung befanden (N = 10), erscheint dennoch eine Beschreibung des Kraft-
Abstandsverhaltens mit einer Naherung fiir groffe N als sinnvoll. Mit einem solchen Modell
wurde bereits die mechanische Uberstreckung einzelner Myosin-Superhelices beschrieben
und sie wird in Kaptiel 1.2.4 néher erkléart [19]. Fiir die Polyproteinkette ldsst sich die
Ausdehnung des gesamten Peptides zges(F) = 21(F) + zi(F), durch die Summe der Aus-
dehnungen der Superhelices in der Verbindungsgeometrie I (iibersteckung) und der Ver-
bindungsgeometrie II (,,unzipping“) ausdriicken. Mit Formel 1.19 ergibt sich

L olten L zZu
21(F) = NiZgrac(F) ( Lot L )

1+ eAGiI(F) " 1 4 o—AGI(F) (2.6)
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und

LII,offen LII,zu ) (2 7)

21(F) = NuZpac(F) <1 T eAG(P) +1 o AGH(R)

Abbildung 2.10 d) zeigt in schwarz den sich ergebenden Verlauf der Umkehrkurve F'(zges)
fiir die Werte Ly ,, = 5.50m, Ljoffen = 12.8 nm, Lyj,, = 0.1nm, Ly offen = 25.6nm, AG) =
24kgT und AGy = 20kgT. Beide Beschreibungen liefern fast identische Ergebnisse, was
zeigt, dass sich bereits bei einer sehr kleinen Anzahl von seriell geschalteten Superhelices
der hier gezeigten Lénge die Nidherung lim N — oo verwenden lésst.

Die Kraft-Abstandskurven beider theoretischer Beschreibungen, sowie die Daten zei-
gen eine endliche Steigung bei den Entfaltungen in Geometrie I und II (Abbildung 2.10
d)). Diese Steigung wird von der Griéfie der kooperativen Untereinheiten Ly ,, und Ly,
bestimmt und geht gegen 0, wenn die kooperativen Untereinheiten sehr grof§ werden (Ab-
schnitt 1.2.4). In dem hier gezeigten Polyprotein lassen sich die Steigungen zwischen den
Ubergiingen (1) = (2) und (2) = (3) gut mit der Annahme reproduzieren, dass eine
LZ10-Superhelix die kleinste kooperative Einheit darstellt. Messungen an einer einzelnen
Superhelix des Myosins ergaben kooperative Einheiten mit 3 nm Lange, was durch energe-
tisch ungiinstige Sequenzen in kurzen Absténden innerhalb der Superhelix erklirt werden
kann [19]. Mit dem hier vorgestellten Konstrukt hat man aber die Moglichkeit, die koope-
rativen Untereinheiten selbst zu definieren. So wiére die Frage von Interesse, auf welche
maximale Gréfle sich die kooperativen Untereinheiten idealer Superhelices verschiedener
Léangen, wie beispielsweise der ,, EIEALKA“-Sequenz [69], bringen lassen.

2.4 Entfaltung der LZ-Superhelices im Nichtgleichge-
wicht

2.4.1 Nichtgleichgewichtsbeschreibung der LZ26 Entfaltung

Das im Abschnitt 1.2.3 beschriebene Gleichgewichtsmodell ist in der Lage fast alle bei der
Entfaltung der LZ-Superhelices auftretenden Effekte zu beschreiben. Allerdings findet sich
schon bei relativ langsamen Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s eine Hysterese zwischen
Vorwirts- und Riickwértskurven der LZ26-Superhelix (gelbe Fliche in Abbildung 2.6 a)).
Diese Hysterese zeigt, dass beim Keimbildungsschritt die Superhelixfaltung nicht vollig
reversibel ist, dort konnte das angewandte Gleichgewichtsmodell nur ndherungsweise die
Gleichgewichtsenergien des Keimbildungsschritts Esy(C) angeben. Um die Dynamik der
Keimbildung modellieren zu kénnen, soll hier die in Abschnitt 1.3.2 vorgestellte Monte-
Carlo Simulation auf die LZ26 Entfaltung angewandt werden. Die Monte-Carlo Simula-
tion beruht auf der Beschreibung von Ubergéingen zwischen diskreten Zusténden durch
kraftabhiéingige Ubergangsraten. Die in Abbildung 2.6 a) gezeigte Entfaltungskurve der
LZ26-Superhelix folgt zwischen dem vollig gefalteten Zustand (1) und dem véllig entfal-
tetem Zustand (4) den WLC-Verldufen (2) und (3), die man daher als stabile Zwischen-
zustdnde sehen kann. In diesem Bild kann die Superhelix kooperativ zwischen den vier
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Zusténden mit folgendem kinetischen Schema hin und her wechseln:

kS k2 k)
(1) (2) (3) (4) (2.8)
k) kS kS

Obwohl in der Gleichgewichtsbeschreibung partiell geoffnete Zusténde der Superhelix be-
liebiger Lénge besetzbar sind, kann sie dieses kooperative Bild bestéitigen. Das Gleichge-
wichtsmodell erlaubt es, die Wahrscheinlichkeit p(j, z¢) anzugeben, mit der man bei einer
festen Piezoposition xy die Superhelix mit j offenen Windungen vorfindet*. In Abbildung
2.11 werden diese Wahrscheinlichkeiten fiir die in Abschnitt 2.3.1 diskutierte LZ26-Sequenz
gezeigt. Sie wurden fiir verschiedene Piezopositionen xy berechnet, die linear von 70 auf
115 nm erhoht und farblich von rot iiber griin zu blau gekennzeichnet sind. Fiir Piezopo-

1.0+ x,=70nm 87 nm 96 nm 102 nm 109 nm

0.8+4(M (2) (3) (4)

Wahrscheinlichkeit p(j, x,)

T T
0 5 10 15 20 25
Windungen j

Abbildung 2.11: Wahrscheinlichkeit bei konstantem xg die Superhelix mit j getffneten Win-
dungen vorzufinden. Es sind mehrere Graphen mit verschiedenen Absténden xg zwischen 70
und 115 nm berechnet worden, wobei der Farbcode fiir wachsende xg von rot iiber hellrot, griin,
hellgriin, hellblau zu dunkelblau gewéhlt ist.

sitionen bis 70 nm erkennt man eine hohe Wahrscheinlichkeit, keine oder eine Windung in
offenem Zustand anzutreffen (gekennzeichnet durch den Zustand (1)), fiir hohere Piezopo-
sitionen wachsen die Wahrscheinlichkeiten fiir die Zustédnde (2) und (3) und fiir Piezopo-
sitionen grofer als 110 nm finden sich nur noch voéllig gedffnete Superhelices (4). Auffallig
ist dabei, dass die Wahrscheinlichkeit eine andere Zahl geoffneter Windungen j aufler die
der Zusténde (1), (2), (3) oder (4) zu finden, fiir keinen der Abstédnde zy signifikant von
Null abweicht. Das Gleichgewichtsmodell rechtfertigt also die Ndherung von vier diskreten
Zustianden, zwischen denen die Uberginge kooperativ stattfinden.

Abbildung 2.12 a) zeigt eine mit dem kinetischen Schema 2.8 bei 760 nm/s simulierte
Kraft-Abstandskurve in Vorwéarts- (schwarz) und Riickwiértsrichtung (blau). Die einzelnen
Ubergangsraten k:((fn) Joft in Gleichung 2.8 h&ngen dabei iiber Gleichung 1.24 von der zu Grun-
de liegenden Energielandschaft (Abbildung 2.12 b)) ab. In Abbildung 2.12 a) erkennt man,

Z e*(Eges(szlO)/kBT)
z
P . e~ (Bges(i,z,x0)/kpT)

wobei iiber alle

4Die Wahrscheinlichkeit errechnet sich durch p(j,z9) =

moglichen Ausdehnungen z summiert werden muss. Fiir die Abbﬁdung 2.11 wurden die in Tabelle 2.1
angegebenen Werte verwendet. Als Konturlinge des Trégerproteins wurde Ly = 125 nm gewéhlt
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Abbildung 2.12: a) Durch die Monte-Carlo Simulation berechnete, beispielhafte Kraft-
Abstandskurve bei 760 nm/s. In schwarz ist die Entfaltungs- in blau die Riickfaltungskurve
gezeigt. Die der Berechnung zu Grunde liegende Energielandschaft ist in b) gezeigt. Durch
Mittelung von 30 simulierten Kraft-Abstandskurven erhilt man das in c) gezeigte Ergebnis. d)
Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungskurven bei 150 nm/s (hellblau) und 1500 nm/s (dunkel-
blau), die mit der in b) gepunkteten Energielandschaft berechnet wurden.

dass die Kraft fiir steigende Absténde z, den WLC-Verldufen (1), (2), (3) und (4) sukzes-
sive folgt. Bei den Ubergiingen (1) = (2) und (2) = (3) sind sehr schnelle Kraftspriinge
zu sehen. Fiir die Vergleichbarkeit mit den experimentellen Daten, deren Zeitauflosung
unter anderem durch die Resonanzfrequenz der Blattfeder limitiert ist, wurden die in Ab-
bildung 2.12 a) gezeigten Kraftkurven mit einem Tiefpassfilter bei 2 kHz gefiltert. Die
Ubergénge (1) = (2) und (2) = (3) erscheinen also schon bei einer einzelnen simulierten
Kraft-Abstandskurve, fiir die in Abbildung 2.12 b) verwendete Energielandschaft im ther-
modynamischen Gleichgewicht. Dies bedeutet, dass auch innerhalb der Monte-Carlo Simu-

lation die on- und off-Raten zwischen den Zusténden (1), (2) und (3) nicht ermittelt werden
konnen. Da die Raten k2" aber nicht langsamer als die experimentell zugénglichen 2 kHz
sein konnen, ldsst sich als Obergrenze fiir AGE® =85 kpT angeben. Unabhéngig von
den absoluten Werten der Raten kann ihr Verhiltnis £%/k aber nicht veréindert werden,
ohne die mittleren Krifte bei den Ubergingen (1) = (3) zu beeinflussen. Daher lassen
sich, in Analogie zur Gleichgewichtsbeschreibung, die energetischen Minima der Zusténde
(2) und (3) sehr genau angeben. Sie stimmen mit den aus der Gleichgewichtsbeschrei-
bung gewonnenen Werten iiberein (vgl. Abbildung 2.6 b)). Die Monte-Carlo Simulation
beinhaltet also auch die Beschreibung der Gleichgewichtsiibergénge.

—\

Um die experimentell gemessene Hysterese des Ubergangs (3) = (4) zu reproduzieren,
miissen mehrere, wie die in Abbildung 2.12 a) gezeigte, simulierte Kraft-Abstandskurven
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gemittelt werden. Die Mittelungsmethode ist in Abschnitt 2.2.2 erkldrt. Durch eine Mit-
telung von 30 verschiedenen Kraft-Abstandskurven, die mit der Energielandschaft aus Ab-
bildung 2.12 simuliert wurden, ergeben sich die in Abbildung 2.12 ¢) gezeigten Vorwérts-
und Riickwartskurven. Um die experimentellen Daten mit der Monte-Carlo Simulation re-
produzieren zu kénnen, wurden die Parameter AGgi),Axgi), AGS&) und Amfg variiert und
die beste Ubereinstimmung der gemittelten, simulierten Kurven mit den experimentellen
Daten gesucht. Die Parameter sind nicht unabhéngig voneinander, was ihre Bestimmung
aus den mittleren Kraft-Abstandskurven bei nur einer Geschwindigkeit erschwert. Daher
wurde die LZ26-Superhelix bei vier verschiedenen Geschwindigkeiten von 150 nm/s bis
1500 nm/s untersucht. Die experimentellen Daten sind in Abbildung 2.13 a) zu sehen.
Man erkennt deutlich, dass die Hysterese (gelbe Fliache) mit wachsender Ziehgeschwindig-

a) 46+ b) 16 -
14 1
124
10 1
8-

Kraft [pN]
Kraft [pN]

L) Ll |l I 1 1 L ' Ll ' I 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Abstand - L,(8.5) [nm] Abstand - L(8.5) [nm]

Abbildung 2.13: a) Experimentelle Kraft-Abstandskurven der LZ26 Entfaltung mit Ziehge-
schwindigkeiten von 150, 300, 760 und 1500 nm/s. Mit steigender Ziehgeschwindigkeit wichst
die Hysterese zwischen Ent- und Riickfaltungskurven (gelb). Von den Absténden z wurde fiir
eine bessere Vergleichbarkeit der Kurven der Abstand der entropischen Kette bei 8.5 pN Lo(8.5)
abgezogen. b) Mit der Monte-Carlo Simulation berechnete Kraft-Abstandskurven, die die be-
ste Ubereinstimmung mit den Daten zeigen. Fiir die Simulation wurden folgende Parameter der
Energielandschaft gewahlt: AG(()%I) =4.5+0.8 kT, A:U((ﬁl) = 4+1 Windungen, AGST) =39.84+1.5

kpT und Amfﬁ? =9 4+ 1 Windungen.

keit zunimmt. In Abbildung 2.13 b) sind simulierte Kraft-Abstandskurven gezeigt, welche
die Daten sehr gut wiedergeben. Fiir ihre Simulation wurde die in Abbildung 2.12 ge-
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zeigte Energielandschaft mit den Parametern AGS) = 45 kgT, Azl =4 Windungen,
Aij’f) = 39.8 kgT und Ax(()?f’f) = 9 Windungen verwendet. Fiir die Faltung miissen also 4
Windungen kontrahieren und in superhelikaler Form vorliegen, um den Ubergangszustand
zu erreichen. Erst dann kann die weitere Faltung rapide stattfinden. Um die Sensibi-
litdt der gemittelten Kraft-Abstandskurven auf die verédnderlichen Parameter zu zeigen,
sind in Abbildung 2.12 d) simulierte Kraft-Abstandskurven gezeigt, bei welchen mit glei-
cher Gesamtenergie der Superhelix Az =1 Windung gewé&hlt wurde und AGY 7u 10
kT (gepunktete Linie in Abbildung 2.12 b)). Die Kurven wurden fiir Geschwindigkei-
ten von 150 nm/s und 1500 nm/s berechnet. Wahrend die simulierten Entfaltungskurven
(schwarz) sich noch mit den experimentellen Daten in Deckung bringen lieflen, ist dies
fiir die Riickfaltungskurven (hellblau bei 150 nm/s, dunkelblau 1500 nm/s) nicht mehr
moglich. Vor allem bei der schnelleren Riickfaltungskurve ist durch das kleinere Az die
Verteilung der Riickfaltungskrifte verbreitert, was zu einem , Ausschmieren“ der gemit-
telten Kurve fithrt. Die verdnderlichen Parameter lassen sich also sehr genau, mit den in
Abbildung 2.13 angegebenen Fehlern bestimmen.

Auch mit Hilfe der Ndherung von Bell kann aus der wahrscheinlichsten Entfaltungskraft
bei bestimmter Kraftladungsrate n auf die Barrierenbreite geschlossen werden (Formel
1.28). Mit der in Abschnitt 2.2.3 vorgestellten Methode ist es moglich, aus den gemittelten
Kraft-Abstandskurven die Wahrscheinlichkeitsdichte Peytfaye fiir die Entfaltung (3) — (4)
und Py fiir die Faltung (4) — (3) in Abhéngigkeit der anliegenden Kraft anzugeben®. Das
Ergebnis der Methode ist in Abbildung 2.14 b) fiir vier verschiedene Ziehgeschwindigkeiten
von 150 nm/s (griin) bis 1500 nm/s (schwarz) gezeigt. Aus den Daten kann die typische
Form dieser Verteilung nicht aufgelost werden [24][21], daher wurde zur Bestimmung der
Wahrscheinlichkeitsdichte eine Fermi-Funktion an die integrierte Wahrscheinlichkeitsdich-
te gefittet (Abbildung 2.14 ¢) und d)). Die Form dieser Verteilungen sollte nicht von
der Ziehgeschwindigkeit abhéngen, was die limitierte Auflosung mit diesem Verfahren wie-
derspiegelt’. Dennoch lisst sich eine erste Schitzung der Barrierenbreite AxOBI;{f’ T fir die
Faltung und die Entfaltung angeben. Die Krifte, bei denen 50 % der Entfaltungen oder
Riickfaltungen stattgefunden haben, lassen sich relativ genau bestimmen (in Abbildung
2.2.3 a) und b) durch schwarz bzw. blau gestrichelte Linie gekennzeichnet). Mit Formel
1.28 lisst sich Az, iiber

off kgT 111(771500/77150)

Az, = 2.9
Bell Fis00 — Fiso (29)

abschétzen. Da }7]500 — F150 fiir die Faltungs- und Entfaltungskraftverteilung in etwa die
gleichen Werte von 1.1+ 0.6 pN liefert, miissen Az, und Az, mit Formel 2.9 zwischen
5 und 16 nm liegen. Da bei den hier betrachteten Kréften von ~10 pN die entropische

°Da die Uberginge (1)...(3) alle im Gleichgewicht ablaufen bestimmt sich fiir die 1.Z26 Entfaltung
AFyax(2o) aus der Differenz zwischen dem in Abbildung 2.14 a) roten, mit (1)-(3) gekennzeichneten und
dem mit (4) gekennzeichneten Kraftverlauf.

6Zu hoheren Kriiften hat die gleiche Schwankung in Az eine hohere Schwankung in AF und AE zur
Folge, was ein Grund fiir die etwas breiteren Entfaltungskraftverteilungen trotz dhnlicher Barrierenbreite
sein konnte.
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Abbildung 2.14: a) Methode zur Bestimmung der Entfaltungs- und Faltungskraftverteilungen.
Die Kraft, bei der 50 % der Superhelices entfaltet vorliegen, ist fiir die Entfaltungen als schwarze,
fiir die Riickfaltungen als blau gestrichelte Linie gezeigt. b) Gewonnene Wahrscheinlichkeitsdichte
der Entfaltung P.,irae und Riickfaltung Pryi. Sie wird durch Ableiten der Wahrscheinlichkeit fiir
das Auffinden entfalteter Superhelices in Abhingigkeit der Kraft P und P gewonnen. Diese

vor riick

sind in ¢) fiir 1500 nm/s und in d) fiir 150 nm/s Ziehgeschwindigkeiten gezeigt.

Kette nur zu etwa ., = 60% gestreckt ist, miissen die Breiten Awfg und Amgi) zwischen
3 und 10 Windungen liegen. Diese Abschétzung beruht auf den Vereinfachungen, dass
die Kraftladungsrate F' = 1 konstant ist und sich die Energiebarrieren mit der Naherung
von Bell d&ndern. Dennoch liegen die mit Hilfe der Monte-Carlo Simulation bestimmten
Barrierenbreiten innerhalb dieser Schétzung. Allerdings ist eine exakte Bestimmung der
Barrierenhohen der zu Grunde liegenden Energielandschaft mit dieser Naherung nicht mehr
moglich (vgl. Abbildung 1.8).

2.4.2 Die Breite der Faltungsbarriere als kontrollierbarer Para-
meter

In kraftspektroskopischen Messungen kann die Ziehgeschwindigkeit, mit welcher man Pro-
teine entfaltet oder falten lasst, gezielt eingestellt und damit ihr Einfluss auf die mittleren
Ent- und Riickfaltungskrifte problemlos studiert werden. Als weiterer Parameter, der die
mittleren Krifte der Ent- und Riickfaltung bestimmt, ist die Barrierenbreite Ax zu nennen.
Dieser Parameter kann bei globuldren Proteinen nicht leicht variiert werden, da dort die
Faltung ein sehr komplexer Vorgang ist, der bis auf Ausnahmen durch ein Einfiigen oder
Loschen von Polypeptidstrangen in der Aminoséduresequenz die Struktur zerstéren wiirde.
[70][71]. Superhelices stellen in dieser Hinsicht durch ihre einfache Struktur eine Ausnahme
dar. Durch die kraftspektroskopischen Messungen an den LZ18- und LZ26-Konstrukten
konnte die mit der Keimbildung verbundene Struktur sehr gut aufgeklirt werden (Ab-
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schnitt 2.4.1). Es ergab sich, dass fiir das Uberwinden der Faltungsenergiebarriere die
entfalteten, C-terminalen vier Windungen kontrahieren und zu einer Superhelix formen
miissen. Der Parameter Az = 4 + 1 Windungen, ist also sehr genau bestimmt und kann
durch C-terminales Anfiigen unstrukturierter Aminosiuresequenzen experimentell beliebig
manipuliert werden. Dies wird in diesem Abschnitt vorgestellt.

Abbildung 2.15 a) zeigt die bereits untersuchte LZ10-Superhelix. In den Abbildungen
2.15 b) und c¢) wurden 10 beziehungsweise 20 unstrukturierte Aminosduren an den C-
Terminus der LZ10-Sequenz angefiigt, die sich ergebenden Konstrukte werden mit LZ10-
H3T und LZ10-H6T bezeichnet, ihre Sequenzen sind in Abbildung B.2 zu finden. Die
eingefiigten Aminoséuren sind aus der Hingeregion des D. melanogaster Kinesins entnom-
men, da diese sicher nicht als Superhelix vorliegen (vgl. Abschnitt 3.1.2). Dabei ist das,
die a-helikalen Stringe verbindende Cystein, immer am C-terminalen Ende des gesamten
Konstruktes zu finden. In den sich ergebenden Konstrukten muss also die LZ10-Superhelix
ein ldngeres entfaltetes Polypeptid kontrahieren, um die Faltungsbarriere zu {iberwinden.
In Langeneinheiten von Windungen muss das LZ10-H3T Konstrukt ein entfaltetes Poly-
peptid mit einer Lange von sieben Windungen kontrahieren, das LZ10-H6T Konstrukt eine
Léange von 10 Windungen. Die Abbildungen 2.15 a), b) und c) zeigen gemittelte Kraft-
Abstandskurven an diesen Konstrukten bei vergleichbaren Ziehgeschwindigkeiten. Man
erkennt direkt, dass die mittlere Entfaltungskraft nicht stark von der Anzahl eingefiigter
Aminosduren abhéngt, wihrend die mittlere Riickfaltungskraft mit zunehmendem Az ab-
nimmt. Fir die Monte-Carlo Simulation bedeutet dies, dass sich die Hohe der Entfal-
tungsbarriere durch das Anfiigen unstrukturierter Aminoséuren an die Superhelix, wenig
andert, wiahrend die Position der Faltungsbarriere stark beeinflusst wird. Abbildung 2.15
g) zeigt in rot die bereits bekannte Energielandschaft fiir die LZ10-Superhelix, die blau und
schwarz gezeigten Energielandschaften ergeben sich durch die Annahme, dass die Hohe der
Faltungsbarriere nicht stark von der Anzahl eingefiigter Aminosduren abhéangt. Dies ist
gerechtfertigt, da die gesamte Gleichgewichtsenergie der Faltung AGy nicht stark durch un-
strukturierte Aminoséduren beeinflusst sein wird. Die Monte-Carlo Simulation zusammen
mit dieser Energielandschaft beschreibt die experimentellen Daten sehr gut (rote Kurven
in Abbildung 2.15 a), b) und c)).

Um zu zeigen, dass sich die Breite der Faltungsbarriere Axy,; tatséchlich wie angenom-
men mit der Anzahl eingefiigter Aminoséauren verhélt, wurden zusétzliche Messungen an
den LZ10-H3T und LZ10-H6T Konstrukten mit Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s und
1500 nm/s durchgefiihrt. Die Abbildungen 2.15 f) und h) zeigen diese Messungen fiir das
LZ10-H6T Konstrukt, in rot iiberlagert sind die mit der Energielandschaft aus Abbildung
2.15 g) berechneten Kraft-Abstandskurven. Im Rahmen der Auflésung passen auch hier
die Daten gut zu den errechneten Kurven, allerdings betriagt der erwartete Unterschied der
mittleren Entfaltungskrifte, wenn die Ziehgeschwindigkeit von 150 nm/s auf 1500 nm/s
steigt lediglich 1.6 pN, der Unterschied der mittleren Riickfaltungskréfte sogar nur 1 pN,
was fiir die hier gezeigten Konstrukte an der Auflésungsgrenze der Messmethode liegt. Da
fiir immer groflere Az, die mittleren Faltungskréfte immer weniger stark von der Zieh-
geschwindigkeit abhédngen, kann aus den Daten nur eine Untergrenze fiir Axg,); gewonnen
werden. Die Annahme, dass sich der Einfluss der angefiigten Aminoséduren auf die Ener-
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Abbildung 2.15: Gemittelte Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungskurven (blau) der LZ10-
Superhelix mit a) 0, b) 10 und c¢) 20 zusétzlich eingefiigten, unstrukturierten Aminosduren. d) Ta-
belle mit den mittleren Faltungs- und Entfaltungskréiften der drei Superhelices. Dabei wurde iiber
alle Kraftkurven mit Geschwindigkeiten zwischen 150 und 1500 nm/s gemittelt. e) Abhéngigkeit
der mittleren Riickfaltungskraft von der Barrierenbreite Azgye. g) Energielandschaften der ge-
zeigten Superhelices. ) Entfaltungs-und Faltungskurven des LZ10-H6T Konstruktes bei Ziehge-
schwindigkeiten von 150 nm/s und h) 1500 nm/s.

gielandschaft also hauptséichlich durch eine Verbreiterung der Energiebarriere bemerkbar
macht, ist somit innerhalb der hier vorhandenen Auflésung zulassig.

Um die mittleren Ent- und Riickfaltungskrifte der LZ10-H3T und LZ10-H6T mit
groflerer Genauigkeit bestimmen zu konnen, wurden diese mit der in Abschnitt 2.2.3 vor-
gestellten Methode, fiir alle Ziehgeschwindigkeiten bestimmt. Da die Unterschiede in den
mittleren Kréaften in Abhéngigkeit von der Geschwindigkeit nicht auflosbar waren, wur-
de iiber alle Ziehgeschwindigkeiten gemittelt. Als mittlere Geschwindigkeit ergibt sich
so 716 nm/s, die sich ergebenden mittleren Ent- und Riickfaltungskrifte sind in Abbil-
dung 2.15 d) aufgefithrt. Dabei ergeben sich die Werte fiir Azg,y, = 4 aus den Messungen
an den LZ10-, LZ18- und LZ26-Konstrukten. Abbildung 2.15 e) zeigt die Abhingigkeit
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der Riickfaltungskrifte von der Barrierenbreite Awg,y. Eine Abschétzung der mittleren
Riickfaltungskrifte kann wieder unter der Niherung von Bell mit Gleichung 1.28 gegeben
werden. Einsetzen typischer Werte fiir die hier gezeigten Messdaten in Gleichung 1.28 er-
gibt die blau gestrichelte Linie in Abbildung 2.15 e). Allerdings muss bei der Abschétzung
beriicksichtigt werden, dass Ax%y, ~ 0.45 - Az, gilt, da im Bellmodell die Barrieren-
breite stark von der aktuell anliegenden Kraft F abhéngt und die entropische Kette im
vorliegenden Kraftbereich nur zu etwa 45% gedehnt ist. Es ist bemerkenswert, dass die
Néaherung die Abhéngigkeit der mittleren Riickfaltungskréfte von der Barrierenbreite sehr
gut wiederspiegelt [72][27].

2.4.3 Experimentelle Uberpriifung des Fluktuationstheorems
von Crooks

Die mechanische Entfaltung biologischer Makromolekiile findet oft weit entfernt vom ther-
modynamischen Gleichgewicht statt [73]. Diese Nichtgleichgewichtsmessungen sind theo-
retisch tiber die Fluktuationstheoreme (Abschnitt 1.4) mit der Gleichgewichtsenergie der
Molekiile verbunden. Fiir die mechanische Entfaltung von RNA in einer optischen Pinzette
konnte bereits die erfolgreiche Anwendung dieser F'Te zur Bestimmung der Gleichgewicht-
senergie AG gezeigt werden. Allerdings gab es bis jetzt keinen Beweis, dass diese FTe
auch auf AFM-Experimente, deren Kraftsensoren eine sehr viel grofiere Federhérte besit-
zen, anwendbar sind [41]. Dieser Abschnitt wird die prinzipielle Anwendbarkeit der FTe
auf AFM-Messungen zeigen.

Die mechanische Entfaltung der LZ26-Superhelix konnte bei langsamen Ziehgeschwin-
digkeiten von 150 nm/s mit einer Gleichgewichtstheorie erklart werden (Abschnitt 2.3.1).
Dazu mussten auf dem Weg vom gefalteten Zustand (1) zum entfalteten Zustand (4) zwei
Zwischenzustande (2) und (3) angenommen werden. Die Entfaltung des in Richtung C-
Terminus letzten Zwischenzustands (3) = (4) zeigte auch bei 150 nm /s Ziehgeschwindigkeit
eine Hysterese von 7 kgT'. Da die mittleren Kréfte im Gleichgewicht innerhalb der Hyste-
rese zum liegen kommen miissen, konnte eine erste Abschétzung der Gleichgewichtsenergie
des Ubergangs (3) = (4) gewonnen werden. Es ergab sich damit eine Gleichgewichtsener-
gie fiir die gesamte LZ26 Entfaltung von AGges = 79 £ 6kgT. Durch die in Abschnitt
2.4.1 beschriebene Monte-Carlo Simulation der Nichtgleichgewichtskurven bei verschiede-
nen Geschwindigkeiten konnten die Barrierenhohen der Entfaltung und Riickfaltung AG%?

—\

und AGS) des Ubergangs (3) = (4) sehr genau bestimmt werden. Kennt man die Hin-
und Riickfaltungsbarriere kann wegen Gleichung 1.25 auch die Gleichgewichtsenergie be-
stimmt werden. Es ergab sich fiir die gesamte, zum entfalten der LZ26-Sequenz nétige
Energie AGges = 79.2 £ 3kgT. Durch diese Experimente ist also die Gleichgewichtsenergie
AGyes bereits sehr genau bestimmt. Um zu zeigen, dass das FT von Crooks (Gleichung
1.34) giiltig ist, muss aus den Wahrscheinlichkeitsverteilungen P(F), die fiir Messungen
mit hohen Geschwindigkeiten, also weit vom Gleichgewicht entfernt bestimmt wurden, die
Gleichgewichtsenergie errechnet werden.

Eine direkte Bestimmung der Wahrscheinlichkeitsverteilungen Pog(E) und P,,(—FE)
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aus einzelnen FEntfaltungs- und Riickfaltungsereignissen ist wegen der limitierten
Kraftauflosung des AFM vor allem bei hoheren Ziehgeschwindigkeiten mit einem groflen
Fehler behaftet (siche Abschnitt 2.2.3). Daher wurden die Verteilungen Po(g)(E) und

Py (E) mit der in Abschnitt 2.2.3 erkldrten Methode fiir den Ubergang (3) = (4) er-
mittelt. Abbildung 2.16 d) zeigt die sich ergebenden Wahrscheinlichkeitsverteilungen die
fiir vier verschiedene Ziehgeschwindigkeiten ermittelt wurden. Bei niedrigen Ziehgeschwin-

1,0 (4)

d)

0.15 ~

70 75 20
Energie [keT)

Abbildung 2.16: a) Methode zur Bestimmung der Energieverteilungen. Fiir jedes z( lésst
sich die relative Anzahl dort entfaltet vorliegender Superhelices in Vorwértsrichtung P2 und in
Riickwértsrichtung P bestimmen. Diese Wahrscheinlichkeiten sind in b) und c) gezeigt. d)
Durch Ableiten einer an die Wahrscheinlichkeiten PE% und P, gefitteten sigmoidalen Funktion

erhalt man die Wahrscheinlichkeitsverteilungen des FTs von Crooks

digkeiten (griin) liegen die Maxima der Verteilungen nahe zusammen, die mittlere dissi-
pierte Energie betriagt etwa 7 kgT', was der mittleren Hysterese zwischen Vorwirts- und
Riickwirtskurven bei dieser Geschwindigkeit entspricht (gelbe Fliche in Abbildung 2.6 a)).
Mit hoheren Ziehgeschwindigkeiten entfernen sich die Maxima der Verteilungen voneinan-
der, die dissipierte Energie nimmt zu. Da am Schnittpunkt Pcf?f)(E) = Po(ﬁ)(—E) und somit
AG = F gilt, gibt dieser Ort die Gleichgewichtsenergie der L.Z26 Entfaltung an. Fiir alle
Ziehgeschwindigkeiten sind die Schnittpunkte der Verteilungen bei der selben Energie von
78.4 £4kgT. Dieser Wert stimmt exakt mit der durch die vorherigen Methoden gewon-
nenen Gleichgewichtsenergie von 79 kg7 iiberein. Obwohl also fiir Geschwindigkeiten von
1500 nm/s bereits im Mittel 16 kg1 Energie dissipiert, liefert das FT von Crooks noch die
richtige Gleichgewichtsenergie.

Der Fehler in der Bestimmung der Wahrscheinlichkeitsverteilungen konnte mit der ver-
wendeten Methode klein gehalten werden, da sich die Ungenauigkeiten der Kraftnullpunkts-
bestimmung im Mittel aufheben. Da schon die Verteilungen P(F) in etwa die zu erwar-
tende Form aufweisen (siehe Abbildung 2.14), sollten die Verteilungen P(E) keine grofien
Fehler beinhalten, was indirekt durch das richtige Ergebnis fiir AGges bestétigt wird. Fir
die Uberpriifung des Fluktuationstheorems von Jarzynski (Gleichung 1.36) darf allerdings
die vorgestellte Methode der Mittelung nicht mehr angewandt werden. Dort miisste der
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Erwartungswert (exp(—E/kgT)) gebildet werden, wofiir man die Energien E jeweils ein-
zelner Ereignisse sehr genau bestimmen miisste. Dennoch wurde das F'T von Jarzynski
bereits auf AFM basierte Daten angewandt.

Bei diesen Versuchen [74][75] ist die dissipierte Energie im Mittel grofer als 50 kT, weswe-
gen auch die mit dem Jarzynskioperator verbundenen systematischen Fehler von Bedeutung
sind [37], ein Experiment das die Genauigkeit des Jarzynskioperators fiir AFM-Versuche
ermittelt, steht noch aus.

Harris et al.[76] bestimmten mit Hilfe von Gleichung 1.36 direkt die Entfaltungsbarriere
AG,g der Doméne 127 von Herzmuskeltitin. Da nach der Entfaltung im Kraftmikroskop
durch die Relaxation der Blattfeder die aktuell am Molekiil anliegende Kraft nicht detek-
tiert werden kann, beschréinken sich die Autoren auf die Ermittlung der Energiebarriere des
Ubergangszustandes AGog. Dazu nehmen sie an, dass Gleichung 1.36 auch fiir Ubergéinge
(1) — (T'S) gilt, wenn nur der Zustand (1) im Gleichgewicht und der Zustand (TS) arbitrér
ist. Obwohl der gréfite Teil der Energie in die Verbiegung der Blattfeder und die Dehnung
der entropischen Kette fliefit, also die freie Energie G/(z) stark von z abhéngt, bestimmen
die Autoren die Energiebarriere indirekt, da sie nur die, mit der Potentialbreite Ax, = 0.6
nm verbundene Langendnderung beim mittleren Entfaltungsiibergang betrachten. Die
Gleichgewichtsenergie AGges bestimmen die Autoren dann mit Hilfe der Faltungsbarriere
aus Denaturierungsstudien. Diese Methode hétte gegeniiber bisherigen Studien, die aus
den gemessenen Entfaltungsraten nur iiber Gleichung 1.24 auf die Energiebarriere schlie-
Ben konnen, den Vorteil, unabhingig von dem unbekannten Vorfaktor kr zu sein. Mit
der Entfaltung von GFP in verschiedenen Zugrichtungen [54] konnte die Genauigkeit der
vorgestellten Methode iiberpriift werden, da sie unabhéngig von der Zugrichtung die selbe
Gleichgewichtsenergie liefern miisste”.

2.5 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurde eine Mittelungsmethode vorgestellt, die es erlaubt die Wider-
standskraft einzelner Superhelices gegen ein mechanisch induziertes, schrittweises Trennen
ihrer a-helikalen Stringe, mit Hilfe eines Kraftmikroskops zu messen. Dies wurde an
drei Superhelices verschiedener Lénge gezeigt, die alle auf der GCN4-pl-Sequenz basie-
ren. Die GCN4-pl-Superhelix wurde bereits in fritheren Ensemble-Experimenten detailiert
untersucht, wodurch Teile der hier gefundenen Ergebnisse iiberpriift werden kénnen. Die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Experimente zeigen, dass alle LZ-Superhelices
bei Kréften zwischen 10 und 16 pN entfalten, wobei die beiden ldngeren Superhelices
sequenzspezifische Kraftfluktuationen bei ihrer Entfaltung aufwiesen. Die Kraftfluktuatio-
nen rithren von hydrophilen Aminosiureresten des Asparagins her, die sich innerhalb des
hydrophoben Kerns der Superhelix befinden. Durch Ersetzen eines einzelnen Asparagins
durch ein hydrophobes Valin, konnte die damit assoziierte Kraftfluktuation geloscht wer-
den. Die damit verbundene Energiedifferenz konnte zu 6 kg7 bestimmt werden, was in

"In dieser Hinsicht ist bemerkenswert, dass fiir die verschiedenen Zugrichtungen des GFP in etwa
(F)y Az, = const gilt, mit (F) als mittlerer Entfaltungskraft und Az, als Potentialbreite.
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sehr guter Ubereinstimmung zu Ensemblestudien steht [58][59][62]. Insgesamt zeigt sich,
dass bei langsamen Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s die Entfaltung aller drei Superhe-
lices mit einer mittleren dissipierten Energie pro Entfaltungs- und Riickfaltungszyklus von
7 kT sehr nahe am Gleichgewicht stattfindet. Ein theoretisches Modell, das auf dem Vor-
liegen thermodynamischen Gleichgewichts beruht, konnte die Kraftfluktuationen mit Hilfe
sequenzspezifischer Energiewerte wiedergeben. Dieses Modell erlaubt es, die Kraftfluktua-
tionen einer beliebig aus den gemessenen Windungen zusammengesetzten Superhelix im
Gleichgewicht vorherzusagen. Dariiber hinaus ist das Gleichgewichtsmodell in der Lage,
ohne weitere freie Parameter das Entfaltungsverhalten der Superhelix bei einer mechani-
schen Uberstreckung zu berechnen.

Alle Superhelices zeigen bei der Entfaltung des C-terminalen Endes einen Krafteinbruch,
der im Gegensatz zu dem mit Asparagin assoziierten deutlicher ausgeprigt ist. Dieser
Krafteinbruch ist mit der Bildung des Faltungskeims und mit einem Energieaufwand von
—11 kgT verbunden. Die Bildung des Faltungskeims ist innerhalb der gemessenen Zeits-
kalen die einzige Ursache dafiir, dass die gesamte Superhelix Energie an die Umgebung
dissipiert, d.h. sie findet lediglich nahe des thermodynamischen Gleichgewichts statt. Dies
ermoglichte es mit einem kinetischen Ratenmodell die Hohe und Position des, fiir eine
Faltung zu iiberwindenden Ubergangszustandes zu bestimmen. Es ergab sich, dass der
Faltungskeim aus vier C-terminalen Windungen besteht, die in superhelikaler Form vor-
liegen miissen. Erst dann kann die weitere Faltung der Superhelix erfolgen. Auch dieses
Ergebnis steht in sehr guter Ubereinstimmung mit vorangegangenen ,,®-Value analysis“-
Studien[77][78][47].

Zusammen zeigt dies, dass die vorgestellte Methode in der Lage ist, die Ergebnisse
aus Ensemblestudien durch Einzelmolekiilexperimente zu reproduzieren. Zusétzlich dazu
ermoglicht sie aber die, mit der Entfaltung verbundenen Energien und Kréfte lokal und
an einzelnen Molekiilen aufzulésen. So ergeben die in diesem Kapitel vorgestellten Experi-
mente, dass sich die Windungen der LZ-Superhelices homogen zusammenfiigen lassen; an
den Schnittstellen entstehen somit keine energetisch ungiinstigen Beitrdge. Der Faltungs-
keim muss nur einmal am C-terminalen Ende gebildet werden, die Gleichgewichtsenergie
einer zusammengefiigten Superhelix AG1,» ist also in diesem Fall groler als die Gleichge-
wichtsenergie der einzelnen Superhelices AG; + AGS.

Da der Faltungskeim der untersuchten Superhelices sehr gut verstanden ist, lassen sich
allgemeine Fragen zur Proteinfaltung beantworten, wie etwa die Abhéngigkeit der Fal-
tungskraft von der Grofle des Faltungskeims. Dies kann experimentell durch C-terminales
Anfiigen unstrukturierter Aminosiduresequenzen an die Superhelix erreicht werden. Es
zeigt sich, dass mit der Grofle des Faltungskeims die mittlere Faltungskraft abnimmt. Ein
Modell, bei dem die Hohe der Faltungsbarriere unveridndert bleibt, die Potentialbreite
der Faltung aber durch die Anzahl eingefiigter Aminosduren bestimmt ist, konnte die ge-
messenen Daten reproduzieren. Besteht der Faltungskeim aus 70 Aminoséuren, so ergibt
sich eine mittlere Riickfaltungskraft von 3.8 pN, was innerhalb der Gréflenordnung von
Riickfaltungskriften globulédrer Proteine dhnlicher Grofe ist [27]. Dies zeigt, dass bei den
komplexen Vorgidngen der Proteinfaltung gegen eine anliegende Kraft, die Lénge des zu
kontrahierenden Polypeptides eine dominierende Rolle spielt.
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Durch Erhohen der Ziehgeschwindigkeit erhoht sich die von der Superhelix an die Umge-
bung dissipierte mittlere Energie (Wyiss). Die Superhelixentfaltung ldsst sich also nahe am
Gleichgewicht (v = 150 nm/s = (Waiss) = 7kpT') und entfernt vom Gleichgewicht (v = 1500
nm/s = (Waiss) = 16kpT) studieren, wodurch sich die Vorhersagen von Fluktuationstheo-
remen experimentell iiberpriifen lassen. So konnte die Giiltigkeit des Fluktuationstheorems
von Crooks auch fiir kraftspektroskopische Messungen mit den relativ steifen Blattfedern
eines AFM gezeigt werden.

Die hier vorgestellte, kraftspektroskopische Methode ergénzt die klassischen Methoden
der chemischen oder thermischen Denaturierung hervorragend, da diese zum einen fiir sehr
stabile Superhelices nur noch nédherungsweise angewandt werden konnen (Anhang A) und
zum anderen die lokale Auflésung der Faltungsvorgénge aufwendig ist. Auch bildet die hier
entwickelte Methode die Grundlage fiir weitere systematische Untersuchungen an Superhe-
lices. So wire es denkbar mit Hilfe einer homogen, aus gleichen Windungen aufgebauten
Superhelix, die lokalen Kraftantworten schwicherer Interaktionen, wie beispielsweise die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Aminosduren der e- und g-Positionen,
direkt zu testen. Einen Hinweis, dass auch solche Interaktionen auflésbar sind, liefert
Abbildung 2.17, die eine gemittelte Entfaltungskurve der LZ26-N/V-Superhelix zeigt, bei
welcher das mittlere Asparagin durch ein Valin ersetzt wurde (vgl. Abbildung 2.6 ¢)).
Wiren alle Windungen gleichwertig, wie fiir die theoretische Beschreibung angenommen,
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Abbildung 2.17: Vorwirtskurve der LZ26-N/V-Superhelix die schon in Abbildung 2.6 c) gezeigt
wurde. In rot ist die mit den Energiewerten der Tabelle 2.1 berechnete Gleichgewichtskurve zu
sehen. Die geringe Abweichung der Daten kann durch eine um 2 kgT verringerte Stabilitdt der
elften Windung beschrieben werden. Dies ist durch die blaue Kurve gezeigt.

so miisste sich ein Kraftplateau zwischen den Windungen 5 und 13 ergeben (rote Kurve in
Abbildung 2.17). Die geringe Abweichung von 2 kT (blaue Flache in Abbildung 2.17) der
Daten von der theoretischen Vorhersage impliziert, dass die Energieterme Egsy der Tabelle
2.1 weiter differenziert werden miissen. So lassen sich die experimentellen Daten durch die
Gleichgewichtsbeschreibung mit den Werten aus Tabelle 2.1 reproduzieren, wenn fiir die
elfte Windung ein Wert von Ei (V) = 2.5 kgT angenommen wird (blaue Kurve in Ab-
bildung 2.17). Da sich an dieser Position eine hydrophobe Aminosdure im Superhelixkern
befindet, muss die geringere Energie von anderen Wechselwirkungen herriihren. Beispiels-
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weise konnten die inhomogen verteilten elektrostatischen Wechselwirkungen der Superhelix
an den e- und g-Positionen dafiir verantwortlich sein (siche Abbildung 2.1). Dies kénnte
durch weitere Messungen an verldngerten LZ34 oder LZ42 Superhelices, bei denen alle
Asparagine durch Valine ersetzt wurden, {iberpriift werden. Die vorgestellten Messungen
zeigen auch, dass es moglich ist mittlere Energieschwankungen von 2 kg1 aufzulosen.

In dieser Arbeit wurden die Superhelices immer vom N-terminalen Ende her belastet.
Dadurch lésst sich die kooperative Léinge, die eine energetische Storung der Sequenz hat,
in N-terminaler Richtung vermessen. Durch mechanisches Belasten der Superhelix aus
C-terminaler Richtung liefle sich die Symmetrie dieser Storungen kléren.

Fiir die Messung solcher Effekte oder fiir die genauere Bestimmung der mittleren
Riickfaltungskréfte in Abhéngigkeit der Keimgrofle und Ziehgeschwindigkeit wire eine
hohere laterale Auflosung und eine hohere Kraftauflosung wiinschenswert. Da die late-
rale Auflésung vorwiegend durch die entropische Kette des Tragerproteins limitiert ist,
konnte diese durch das Verwenden sehr steifer Trigermolekiile (wie beispielsweise konstru-
ierter 3D Strukturen aus DNA [79]), erhoht werden. Eine Erhohung der Kraftauflosung
wére mit der Methode der Lock-in Messung denkbar [70][80], oder durch die Verwendung
optischer Pinzetten.






Kapitel 3

Mechanisches Entfalten der
Superhelices molekularer Motoren

3.1 Einleitung

3.1.1 Molekulare Motoren

Molekulare Motoren sind Enzyme, die chemische Energie in mechanische Arbeit umwan-
deln kénnen. Sie sind essentiell fiir eine Vielzahl biologischer Abldufe die mit Bewegung
assoziiert sind, wie z.B. die Mitose, der Transport von Vesikeln, die Muskelkontraktion
oder die Fortbewegung von Bakterien. Grob lassen sich Linearmotoren und Rotations-
motoren unterscheiden. Als ein Beispiel fiir letztere ist der bakterielle Flagellarmotor
erwahnenswert, der durch Ausniitzung eines Protonengradienten iiber der Bakterienmem-
bran eine Drehbewegung der an ihm hédngenden Geifleln erzeugt, die dem Bakterium die
Fortbewegung ermoglicht [81][82][83]. Im Gegensatz dazu bewegen sich Linearmotoren
geradlinig, entlang spezieller Filamente. Eine wichtige Untergruppe molekularer Linear-
motoren stellen die Myosine dar, die durch Hydrolyse von ATP unter anderem fiir die Kon-
traktion von Muskelzellen sorgen. Diese beruht auf einem gerichteten Gleiten von dicken,
myosinhaltigen Filamenten an diinneren, aktinhaltigen Filamenten. Der diesem Gleiten zu
Grunde liegende molekulare Mechanismus konnte seit Mitte der 50er Jahre durch die Ent-
deckung feiner Querbriicken zwischen den Filamenten [84][85] mehr und mehr aufgeklért
werden.

Myosin ist ein Vertreter der am besten untersuchten Gruppe von Linearmotoren, den
Zytoskelett assoziierten Motoren. Die beiden anderen bekannten Mitglieder dieser Gruppe
sind Dynein und Kinesin. Wéahrend sich Myosin an Aktin entlang bewegt, benutzen Dynein
und Kinesin Mikrotubuli als ,,Gleise* [86][87][88]. Seit dem ersten Nachweis von Dynein im
Fadenwurm Caenorhabditis elegans [89] im Jahre 1987 und Kinesin in Tintenfischaxonen
zwei Jahre zuvor [90][91], wurde eine Vielzahl von weiteren Motoren gefunden, die sich
den drei Gruppen zuordnen lassen. So sind heute 18 verschiedene Klassen von Myosinen,
10 Klassen der Kinesine und zwei Gruppen von Dyneinen bekannt, die jeweils wieder
aus bis zu mehreren Dutzend Mitgliedern bestehen. Die genaue Einteilung der Kinesin-,
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Myosin- und Dynein-Familie ist in [92][93][94] zu finden. Trotz der hohen Diversitit der
Myosin- und Kinesinmotoren zeigen jedoch Kristallstrukturen eine grofe Ahnlichkeit im
Bereich der ATP Bindungsstelle der verschiedenen Motoren: Das grundlegende Prinzip
der Krafterzeugung beruht bei allen Motoren der Kinesin und Myosin Familie auf einer
stufenweisen Verstarkung kleiner Stukturdnderungen, die durch die Hydrolyse von ATP
hervorgerufen werden [95].

Bei der Umsetzung von chemisch gespeicherter Energie in gerichtete Bewegung kann
man wieder zwei Arten von Motortypen unterscheiden: Prozessive und nichtprozessive
Motoren. Nichtprozessive Motoren wie das dimere Myosin II interagieren nur sehr kurz
(etwa ein Zehntel der Zeit eines ATPase Zykluses) mit Aktin und verlieren dann wieder den
Kontakt. Arbeiten allerdings mehrere Myosine, wie zum Beispiel im Muskel zusammen,
so fithrt das zu einer sehr schnellen Bewegung des Gesamtsystems. Im Gegensatz dazu
konnen sich einzelne, prozessive Motoren wie beispielsweise konventionelles Kinesin, iiber
sehr lange Strecken im Bereich von mehreren pym bewegen, ohne den Kontakt zum Fila-
ment zu verlieren. Lange dachte man, dass nur dimere Motoren prozessiv sein kénnten,
allerdings wurden 1999 auch erstmals prozessive, monomere Motoren gefunden [96][97],
deren Funktion sich aber deutlich von vorher genannten Motoren unterscheidet.

3.1.2 Die Kinesin-1 Untergruppe

Ein besonders gut untersuchtes Beispiel eines prozessiven, dimeren Motors ist das kon-
ventionelle Kinesin, oder, nach neuer Nomenklatur [98], Kinesin-1 . Es ist unter anderem
verantwortlich fiir den Transport verschiedener Organellen oder Vesikel, fiir den Transport
von mRNA und verschiedener Signal-Molekiile [99]. Es bewegt sich schrittweise, indem
es den hinteren Motorkopf vor den vorderen setzt [100] in Richtung des Plus-Endes ent-
lang von Mikrotubuli und kann dabei etwa 150 Schritte von 8 nm Lénge machen, ohne
vom Mikrotubulus zu dissoziieren [101]. Einzelne Kinesinmotoren kénnen dabei maximal
entgegen einer Kraft von 5 pN arbeiten [102]. Die Struktur der Motordoménen, sowie die
iiber die Necklinker anhiingende , Halssuperhelix“! konnte 1997 aufgeklirt werden [103]
und ist in Abbildung 3.1 a) gezeigt. Dies bestétigte fiir die N-terminale Halssequenz, dass
sie als Superhelix vorliegt und fiir die Dimerisation des Kinesins verantwortlich ist [106].
Bereits 1989 erkannte man, dass der auf die Halssequenz folgende Teil der Struktur, der
als ,,Stalk“ bezeichnet wird, als Superhelix vorliegt [105], was spéter durch Elektronen-
mikroskopie und Circular Dichroismus Messungen bestétigt werden konnte [107]. Vorher-
sageprogramme, die die Héufigkeit bestimmter Aminoséduren an den einzelnen Heptaden-
positionen analysieren, zeigten mehrere, wahrscheinlich nicht als Superhelix vorliegende
Unterabschnitte im Kinesin-,,Stalk“ [104][108] (Abbildung 3.1 c¢)). Dabei konnte der in
der Mitte des Stalks liegende, nicht superhelikale Teil fiir den Knick des ,,Stalkes®, der in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zu beobachten ist, verantwortlich sein. Der nicht
superhelikale Teil (,Hinge“-Region), der direkt auf die Halsregion des Motors folgt, konnte
in den Rontgenstrukturmessungen nicht aufgelost werden, was fiir eine hohe Flexibilitét

4im Englischen: neck coiled coil
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Abbildung 3.1: a) Rontgensturkturbild der dimeren, Rattus norwegicus Motordoméne des
Kinesins-1. Der PDB Eintrag ist unter ,3Kin“ zu finden [103]. b) Schematischer Aufbau des
gesamten Motormolekiils ¢) Superhelixstrukturvorhersage mit dem Algorithmus von Lupas [104]

dieses Sequenzabschnittes spricht. Durch NMR~Studien an einem 30 Aminoséduren langen
Abschnitt, der das Ende der Halssuperhelix und den Beginn der Hingeregion einschloss,
wurde diese Flexibilitdt durch das Auffinden vieler moglicher Konformationen, die diese
Region einnehmen kann, bestétigt. [109]

3.1.3 Superhelices als Motive zur Motordimerisation

Molekulare Motoren dimerisieren héufig mit Hilfe von Superhelices. Beispiele dafiir sind
Kinesin-1 und 14, sowie Myosin II, V-VIII, X und XI. Dabei ist die Hauptfunktion der
Superhelices, dass sie prozessiven Motoren durch die Dimerbildung erlaubt, immer min-
destens einen Motorkopf am Filament gebunden zu haben, wodurch der Motor iiber viele
ATP-Zyklen im dauerhaften Kontakt zum Filament bleiben kann. Dariiber hinaus kénnen
die Superhelices aber auch verschiedene Motoreigenschaften beeinflussen, bis hin zur Di-
rektionalitit des Motors. Der prozessive Kinesinmotor Ncd ist ein Dimer, wobei sich seine
Kopfgruppen am C-Terminus der dimerisierenden Superhelix befinden. Er ist mitverant-
wortlich fiir die Chromosomentrennung und bewegt sich eigentlich auf dem Mikrotubulus
in Richtung des Minusendes. Durch Mutation von 12 Aminoséuren der Superhelix, die mit
der Motorkopfdoméne wechselwirken, dndert der Motor seine Bewegungsrichtung [110].
Weniger drastische Mutationen der selben Region der Ned-Superhelix dndern zwar die Be-
wegungsrichtung nicht, verringern aber die Motorgeschwindigkeit [110]. Weitere Chiméren
aus konventionellem Kinesin und Ncd zeigten, dass die dimerisierende Superhelix, obwohl
sie auflerhalb der Motordoméne ist, die Bewegungsrichtung des jeweiligen Motorkopfes be-
stimmt [111]. Die Mutation nur einer Aminoséure in der Superhelix des Ned-Motors fiihrt
zur volligen Einbufle der Motordirektionalitdt. Er bewegt sich mit Wildtypgeschwindig-
keiten stochastisch mal zum Plus- mal zum Minusende des Mikrotubulus [112][113]. Auch
auf die Prozessivitat eines Motors kann die Superhelix Einfluss haben. So konnte durch
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Einfiigen von positiven Ladungen in der Halsregion des konventionellen Kinesins dessen
prozessive Lauflingen um das Vierfache verldngert werden, wohingegen negative Ladun-
gen die Lauflingen verkiirzten [114].

Wenn der Motor lauft, wirkt auf die Enden der dimerisierenden Superhelix eine laterale,
mechanische Kraft ein, die sofort folgende Frage aufwirft:

Ist das Entwinden der Superhelix notwendig fiir Motorenschritte? Durch die
Strukturauflosung der dimeren Kinesinmotordoméne der Ratte im Jahre 1997 [103] er-
kannte man, dass ohne ein Dehnen des Dimers nicht beide Motorkopfe gleichzeitig an den
Mikrotubulus binden konnten [115]. Es entwickelten sich zwei Vorschlige dafiir, welche
Strukturdnderung das gleichzeitige Binden beider Képfe an den Mikrotubulus erlauben
wiirde: Der erste Vorschlag basierte auf einem partiellen Entwinden der Halssuperhelix
[115][116][117], der zweite auf einem Abzichen des Necklinkers von der Motordoméne [118].
Messungen an humanem Kinesin, welches dem der Ratte sehr &hnlich ist, zeigten, dass
der Necklinker verschiedene Konformationen einnimmt. Ist das Kinesin am Mikrotubulus
gebunden und zusétzlich ATP in der Nukleotid-Tasche, so ist der Necklinker an die Motor-
doméne angedockt. Ist jedoch ADP oder kein Nukleotid in der Bindungstasche, so kann
sich der Necklinker von der Motordoméne 16sen [119][120]. In diesem Zustand wére auch ein
gleichzeitiges Binden beider Kopfe an den Mikrotubulus moglich. Um die Frage zu kléren,
ob ein Entwinden der Halssuperhelix, oder ein Abziehen des Necklinkers fiir die Prozes-
sivitdt und Funktion des Motors wichtig ist, wurden verschiedene Disulfid-Mutanten des
konventionellen Kinesins untersucht. Dabei wurde in einer Variante, durch eine kovalente
Bindung das Abziehen des Necklinkers unterbunden, in einer anderen Variante das Entwin-
den der Superhelix. Die Mutante mit fest angedockten Necklinker zeigte keine gerichtete
Bewegung mehr, wohingegen die Mutante mit N-terminal fest verbundenen Superhelices,
bis auf eine um 40% verringerte Lauflinge, nur geringe Unterschiede zum Wildtyp aufwies
[101]. Zusétzlich zeigte eine kryo-elektronenmikroskopische Untersuchung, dass die Hals-
superhelix vollig gefaltet ist, wenn beide Motorenképfe am Mikrotubulus gebunden sind
[121]. Auch ein Ersetzen der Halssuperhelix durch eine synthetische, sehr stabile Superhe-
lix fithrte zu keiner beobachtbaren EinbuBe der Prozessivitit [118]. Zusammen spielt also
bei humanem, konventionellen Kinesin ein Entwinden der Halssuperhelix hochstens eine
untergeordnete Rolle.

Da die Kinesin-1 Halssuperhelix des Pilzes Neurospora crassa (NKin) eine sehr geringe
Stabilitat zeigt, wurde vermutet, dass bei diesem Kinesin ein Entwinden der Halssuperhelix
innerhalb des ATPase-Zyklus’ fiir die hohe Geschwindigkeit des Motors verantwortlich sein
konnte [122][123]. Tauscht man die Wildtyp Superhelix gegen eine sehr stabile, syntheti-
sche Superhelix gleicher Lange aus, so ergeben sich in Einzelmolekiilmessungen unter Kraft
geringere Lauflingen und Geschwindigkeiten [124]. Allerdings hat eine Disulfidbriicke am
N-Terminus der Wildtyp Halssuperhelix wiederum keinen Einfluss auf Lauflainge oder Ge-
schwindigkeit des Motors unter Last [125]. Ein Modell, bei dem die axiale Flexibilitat der
Superhelix verantwortlich fiir die Prozessivitat und Geschwindigkeit des Motors unter Last
ist, wiirde diese Effekte erklaren.
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Auch bei anderen Motoren wie dem Kinesin-14 Motor Ned [126] oder Myosin VI [127]
wird vermutet, dass ein Entfalten der dimerisierenden Superhelix auftreten konnte; eine
direkte experimentelle Priifung der Vermutungen steht jedoch noch aus.

3.1.4 Die Drosophila melanogaster Halssuperhelix

Motiviert durch die Strukturdaten der dimeren Motordoméne des Kinesins und die Vermu-
tungen, dass sich die Halssuperhelix fiir die Motorschritte entwinden muss (vgl. Abschnitt
3.1.3), ergaben sich eine groBe Anzahl experimenteller Untersuchungen. Es stellte sich
heraus, dass die nur 31 Aminoséduren lange Struktur eine Vielzahl von komplexen und teil-
weise fiir Superhelices untypischen Interaktionen aufweist. Dieser Abschnitt versucht eine
Zusammenfassung der vorhandenen Erkenntnisse zu dieser Superhelix zu geben.

Abbildung 3.2 a) zeigt schematisch fiir die Halssuperhelix der Ratte die Anordnun-
gen der einzelnen Aminoséduren im gegebenen Heptadenschema. Der allgemeine Aufbau
von Superhelices ist in Abschnitt 1.1 zu finden. In Abbildung 3.2 b) ist die aufgeloste
Rontgenstruktur gezeigt [103]. Dabei sind nur die Restgruppen der Aminosduren, die
sich innerhalb des Heptadenschemas an a- oder d-Positionen befinden eingezeichnet. Die
Abbildungen sind an [128] angelehnt. Man erkennt, dass sich die Struktur grob in zwei
Segmente unterteilen ldsst. Segment 11 zeigt das fiir Superhelices typische Heptadensche-
ma, an den a- und d-Positionen finden sich hydrophobe Aminosiuren (griin dargestellt),
die die typische ,knob-into-holes* Anordnung aufzeigen (Abbildung 3.2 b)). Erstaunlich
ist allerdings die Anordnung der Aminoséduren im Segment I. Dort finden sich an den a-
und d-Positionen der Superhelix untypische, das heifit geladene, sehr grofie und polare
Aminoséduren. So zeigen die unpolaren Restgruppen des Tryptophans W342 und des Thy-
rosins Y346 vom hydrophoben Zentrum der Superhelix weg. Dies fithrt zusammen mit den
sie umgebenden Strukturen wie den langen und hydrophoben Seitenketten der Lysine (K)
zu einem , hydrophoben Mantel“ anstelle des fiir Superhelices bekannten , hydrophoben
Kerns“[128]. Ensemblestudien unterstiitzen die Aussage, dass diese spezielle Anordnung
eine thermodynamische Stabilitéit aufweist, da eine Ersetzung des Tryptophans durch Ala-
nin zu einer Destabilisierung der Superhelix fithrt. Diese ist vergleichbar mit dem Stabi-
litdtsverlust, der durch das vollige Loschen der ersten Heptade auftritt [129]. Das Segment
I lasst sich also grob weiter in die, den , hydrophoben Mantel“ bildende erste Heptade
und die folgende Heptade mit der sich wiederholenden ,EKEK“-Sequenz (rot dargestellt
in Abbildung 3.2 c)) unterteilen. Tripet et al. zeigten bereits, dass die Stabilitét der
,EKEK“-Sequenz erhoht werden konnte, indem die Aminoséduren an a- und d-Positionen
durch ideale, hydrophobe Aminoséuren ersetzt wurden [116], was auf einen destabilisie-
renden Effekt dieser Sequenz auf die Superhelix hinweist. Dennoch wird spekuliert, ob die
geladene Glutaminsdure E349 in ihrer fiir Superhelices untypisch geladenen Umgebung,
stabilisierende Effekte haben konnte [106][128].

Zusétzlich zu den Studien, die sich auf die Superhelix bezogen, konnte gezeigt werden,
dass die N-terminal folgenden, nicht mehr helikalen Aminoséduren des , Necklinkers® eine
weitere stabilisierende Wirkung auf das N-terminale Ende der Superhelix ausiiben. Dies
wird durch die Motive der ,,Capping-Box“ und eines hydrophoben Stapels erreicht, die
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Abbildung 3.2: a) Schematische Struktur der Kinesin Halssuperhelix der Ratte. Angelehnt
an [116][128]. Hydrophobe Aminosduren sind in griin gezeigt, positiv geladene in blau, negativ
geladene in rot. b) Rontgenstruktur der Halssuperhelix [103][128]. Gezeigt ist nur das Riickgrat
beider a-Helices und die Restgruppen der Aminoséuren, die sich an den a- und d-Positionen
innerhalb des Heptadenschemas befinden. c¢) Aminosiurensequenz der gezeigten Superhelix aus
dem Kinesin der Ratte. Darunter ist die entsprechende Sequenz der Drosophila melanogaster
Superhelix gegeben.

allerdings zu einer Terminierung der a-Helix fithren [129]. Eine genauere Diskussion wird
in Abschnitt 3.2.4 gefiihrt.

Die genannten Eigenschaften der Halssuperhelix werfen sofort Fragen nach den loka-
len Stabilitdten einzelner Abschnitte innerhalb der nativen Superhelix auf. So ist ein
interessanter Aspekt die lokale Stabilitdt der ersten Heptade, die sich strukturell stark
von normalen Superhelixheptaden unterscheidet. Auch ldsst sich die Frage stellen, wel-
chen lokalen Einfluss die ,EKEK“-Sequenz hat. Auflerdem ist von Interesse, wie stark
die helixbrechende Sequenz am N-Terminus der Halssuperhelix eine weiter folgende Su-
perhelix destabilisieren kann und wie weit sich diese Destabilisierung N-terminal fortsetzt.
Wahrend Ensemblestudien wie die CD-Spektroskopie nur Zugriff auf die Gesamtstabilitét
der Proteine haben, stellt die Kraftspektroskopie den idealen experimentellen Aufbau zur
Verfiigung, um diese Fragen zu beantworten. Ferner kann durch die Kraftspektroskopie
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direkt die Frage nach den Kréften gekldart werden, die zu einer Entfaltung der Superhelix
fithren. Da mit grofler Wahrscheinlichkeit ein solches Entfalten fiir die einzelnen Schritte
des Motors nicht notig ist (sieche Abschnitt 3.1.3), gibt diese Zahl eine Grenze fiir die im
Motor moglichen, lokal wirkenden Kréfte an. Die nachstehenden Abschnitte werden sich
daher mit der mechanischen Untersuchung der Halssuperhelix des Kinesins aus der Droso-
phila melanogaster Fruchtfliege beschéftigen. Die Sequenz ist unter DmKHC in Abbildung
3.2 ¢) zu finden und ist vor allem im Segment I duflerst homolog zur Kinesinsequenz der
Ratte. Die einzigen Unterschiede finden sich in der sehr konservativen Ersetzung zweier
Lysine (K) durch Arginin (R), die beide etwa die gleiche Gréfle haben und positiv gela-
den sind (blau eingerahmt). Die Aminosduren im Segment IT sind hingegen nicht so gut
konserviert, nur die a- und d-Positionen zeigen groBe Ubereinstimmung.

3.2 Mechanisches Entwinden der Drosophila melano-
gaster Halssuperhelix

In Kapitel 2 wurde gezeigt, dass es mit dem Kraftmikroskop moglich ist, die Kraft, die zum
Entwinden einer Superhelix benétigt wird aufzulésen. Daher ist der vorgestellte experi-
mentelle Aufbau ideal dazu geeignet, die mechanischen Stabilitdten Motor-dimerisierender
Halssuperhelices zu bestimmen, die in ihrer natiirlichen Funktion lateralen Kraften ausge-
setzt sind. Im folgenden Abschnitt wird die mechanische Stabilitdt der Halssequenz des
Drosophila melanogaster Kinesins (DmKHC) ermittelt. Auflerdem werden die Stabilitaten
einzelner Heptaden, die fiir Superhelices untypische Sequenzen aufweisen, durch verschie-
dene Chimérkonstrukte bestimmt.

3.2.1 Direkte Messungen an der DmKHC-Halssequenz

In einem ersten Set von Experimenten wurde mit dem bereits beschriebenen Aufbau
(Abschnitt 2.2) die DmKHC-Halssequenz mechanisch aufgetrennt. Die untersuchte Ami-
nosauresequenz ist bis auf eine Mutation des sich an der d-Position der fiinften Heptade
befindenden Tryptophans (W370) zu einem Cystein (C) unverédndert und in Abbildung 3.3
b) aufgefiihrt. Die aufgeloste Kristallstruktur der Halssuperhelix aus der Ratte ist in 3.3 a)
gezeigt, die Pfeile geben die, durch den experimentellen Aufbau wirkende Kraft F' auf die
Struktur an. Die gemittelten Kraft-Abstandskurven, die sich bei der Entfaltung (schwarz)
und bei der Riickfaltung (blau) an dem gezeigten Konstrukt ergeben, sind in Abbildung 3.3
c) fiir Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s und in Abbildung 3.3 d) fir 500 nm/s gezeigt.
Beide Kurven zeigen einen Ubergang vom Kraftverlauf des gefalteten Zustands (WLC-
Kraft-Abstandskurve (1)) zum entfalteten Zustand (WLC-Kraft-Abstandskurve (2)). Da-
bei entspricht der gemessene Konturlingenzuwachs L) — L(1)=23.0 nm, den durch die
Entfaltung einer korrekt gefalteten Halssuperhelix zu erwartenden 9 Windungen.

Das gemessene, mittlere Kraftverhalten zeigt bei einer Ziehgeschwindigkeit von 150
nm/s eine mittlere Entfaltungskraft von 12.5 + 1.5 pN (grau gestrichelte Linie in Abbildung
3.3 ¢)). Bei einer Ziehgeschwindigkeit von 500 nm/s steigt die mittlere Entfaltungskraft
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Abbildung 3.3: a) Rontgensturkturbild der Halssuperhelix des Rattus norwegicus Kinesins
[103], das eine hohe Sequenzanalogie zur verwendeten Drosophila melanogaster Kinesin Halssu-
perhelix aufweist. b) Aminosduresequenz der D. melanogaster Halssuperhelix. Darunter sind die
a- und d-Positionen der Aminosiduren im Heptadenschema angegeben. An der letzten d-Position
wurde ein Cystein eingefiigt. ¢) Gemittelte Kraft-Abstandskurven mit 150 nm/s Ziehgeschwin-
digkeit. Schwarz gezeigt sind Entfaltungskurven, blau Riickfaltungskurven. Rot gepunktet ist die
zu erwartende Kraftkurve im Gleichgewicht angegeben. d) Gemittelte Kraft-Abstandskurven mit
500 nm/s Ziehgeschwindigkeit. e) Fiir die Monte Carlo Simulation verwendete Energielandschaft.

Die Parameter sind: A:Bgf) = 34+ 2 Windungen, AG%) =21.5+4 kT und AGges = 15.5+4kpT

auf 13.5 + 1.5 pN (grau gestrichelte Linie in Abbildung 3.3 d)). Selbst bei langsamen
Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s, treten keine Entfaltungen der Superhelix fiir Kréfte
< 11 pN auf.

Die Hysterese zwischen den Vorwiérts- und Riickwértskurven der DmKHC-Superhelix
ist, im Vergleich mit dem gleich langen LZ10-Konstrukt (Abschnitt 2.3.2) bei vergleich-
baren Ziehgeschwindigkeiten deutlicher ausgepréigt, die DmKHC-Superhelixentfaltung ist
also weiter vom thermodynamischen Gleichgewicht entfernt, wodurch die Anwendung der
Gleichgewichtstheorie aus Abschnitt 1.2 nicht mehr gerechtfertigt ist. Dennoch lasst sich
die fiir ein mechanisches Aufschmelzen notige Gleichgewichtsenergie AG,es, eingrenzen.
Die Fldche, die von der gemessenen, schwarzen Kraft-Abstandskurve und dem WLC-
Verlauf (2) eingeschlossen wird (gelb in Abbildung 3.3 d)), entspricht grob der Energie,
die im Mittel fiir eine Entfaltung der DmKHC-Superhelix aufgebracht werden muss. Diese
ergibt sich fiir 150 nm/s zu ~ 24 kg7 und fiir 500 nm/s zu ~ 27 kgT'. Auf die gleiche Weise
lasst sich die bei der Riickfaltung wieder frei werdende Energie ermitteln (gelb markierte
Fliéche in Abbildung 3.3 ¢)). Sie ergibt sich bei beiden Geschwindigkeiten zu ~ 10 kgT.
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Da sich mit abnehmender Ziehgeschwindigkeit die mittlere, zur Entfaltung aufgebrachte
Energie senken und die mittlere, bei der Riickfaltung gewonnene Energie erhéhen wird,
muss sich die Gleichgewichtsenergie AGyes zwischen den angegebenen Grenzen befinden.

Um AGges genau zu bestimmen, wurden die Entfaltungs- und Riickfaltungsraten der
DmKHC-Superhelix unter Kraft mit der in Abschnitt 1.3.2) vorgestellten Monte-Carlo Si-
mulation ermittelt. Begrenzt durch das Auflésungsvermogen des experimentellen Aufbaus,
ist analog zur gleich langen Superhelix LZ10-beim Ubergang zwischen vollig gefalteten Zu-
stand (1) zum vollig entfalteten Zustand (2) kein stabiler Zwischenzustand zu erkennen.
Fiir die Monte-Carlo Simulation wurde daher die in Abbildung 3.3 e) gezeigte Energie-
landschaft mit nur zwei méglichen Zustdnden verwendet, die durch das folgende kinetische
Schema beschrieben werden kann:

(1) == () (3.1)

Dabei ist der vollig gefaltete Zustand (1) vom vollig entfalteten Zustand (2) durch ei-
ne Barriere getrennt, wobei die Raten kog/on tiber Gleichung 1.24 mit den Energiebarrie-
ren AGoy /o verbunden sind (Abschnitt 1.3.1). Da das System im Vergleich zur LZ10-
Superhelix weiter vom thermodynamischen Gleichgewicht entfernt ist, ist bei einzelnen
simulierten Kraftkurven kein héiuﬁ%es hin und herspringen zwischen den Zustdnden zu
beobachten. Die Barrierenhéhe AGOE) und die Breite Axog sind daher hauptséchlich ver-
antwortlich fiir die Form der gemittelten Entfaltungskurve, wiahrend die Barrierenhohe
AGY) und Breite Azl verantwortlich fiir das Verhalten der gemittelten Riickfaltungskurve
sind. Durch Testen dieser vier Parameter zeigt sich, dass sich die gemittelten Ent- und
Riickfaltungskurven mit der in Abbildung 3.3 e) gezeigten Energielandschaft reproduzie-
ren lassen. Die sich aus der Simulation ergebenden Kraft-Abstandskurven sind in den
Abbildungen 3.3 ¢) und d) rot dargestellt.

Aus der Energielandschaft ldsst sich als Gleichgewichtsenergie fiir eine vollige Entfaltung
AGges = 15.5 kT bestimmen. Dies liegt zwischen den vorher bestimmten Grenzen und
ist in sehr guter Ubereinstimmung mit Ensemblestudien an der selben, jedoch nicht iiber
Cysteinbriicken verbundenen, Superhelix [129]. Das sich mit dieser Energielandschaft er-
gebende Kraft-Abstandsverhalten im thermodynamischen Gleichgewicht ist in Abbildung
3.3 ¢) als rot gepunktete Linie gezeigt.

Das hier verwendete DmKHC-Konstrukt hat bei der Bestimmung der Parameter in der
Energielandschaft den Nachteil, dass man auf die exakte Messung absoluter Kraftwerte
angewiesen ist. Dies ist immer mit einem grofleren Fehler behaftet als relative Messungen.
Daher wurde an die DmKHC-Superhelix die bekannte LZ10-Superhelix fusioniert, deren
Faltungsverhalten bekannt ist und somit als Bezugswert dienen kann. Die Messungen an
diesem Konstrukt werden im néchsten Abschnitt vorgestellt.

3.2.2 Messungen an der DmKHC-LZ10-Chimére

An den C-Terminus der oben diskutierten DmKHC-Superhelix wurden die letzten 10 Win-
dungen der LZ26-Sequenz angefiigt. Um das Heptadenschema nicht zu unterbrechen und
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damit eine homogen zusammengefiigte Superhelix zu erhalten, wurde direkt nach der C-
terminalen e-Position der DmKHC-Superhelix mit einer f-position der LZ26-Sequenz fort-
gefahren. Die sich ergebende Aminosiuresequenz ist in Abbildung 3.4 a), die sich erge-
bende, schematische Superhelix-Struktur in Abbildung 3.4 ¢) gezeigt. Dieses Konstrukt

a) 1 —2—y 3
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Abbildung 3.4: a) Aminosduresequenz der DmKHC-LZ10-Superhelix, die Zahl 2 markiert
die Position des Zwischenzustands. b) Gemittelte Kraft-Abstandskurven des DmKHC-LZ10-
Konstruktes bei 150 nm/s Ziehgeschwindigkeit mit theoretischer Gleichgewichts-Kurve (rot). c)
Schematische Darstellung der DmKHC-LZ10-Struktur. d) Energielandschaft des DmKHC-LZ10-
Konstruktes. Gemittelte Kraft-Abstandskurven mit einer Geschwindigkeit von e) 150 nm/s f)
700 nm/s und g) 1500 nm/s, in rot sind jeweils die mit der in d) angegebenen Energielandschaft
berechneten Nichtgleichgewichtskurven gezeigt.

bringt zwei Vorteile mit sich: Zum einen ist die Energielandschaft und damit das dynami-
sche Verhalten der angefiigten LZ10-Sequenz bekannt. Man weifl bei welchen Kréften die
Riickfaltung am C-terminalen Ende der angefiigten LZ10-Superhelix stattfindet und kann
dies als Eichung in den Kraft-Abstandskurven verwenden. Zum anderen ist der Keimbil-
dungsschritt der LZ10-Superhelix ndher am Gleichgewicht als der der DmKHC-Superhelix.
Dies verringert die Hysterese zwischen Vorwirts- und Riickwértskurven und erleichtert
so die Bestimmung der Gleichgewichtsenergie AGges. Abbildung 3.4 b) zeigt gemittelte
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Ent- und Riickfaltungskurven am DmKHC-LZ10-Konstrukt bei einer Geschwindigkeit von
150 nm/s. Der gemessene, bei der gesamten Entfaltung der Superhelix auftretende Kon-
turlangenzuwachs L3y — L1y = 49 nm entspricht dem fiir 19 Windungen zu erwartenden
Wert. Dies zeigt, zusammen mit den fiir Superhelices typischen CD-Spektren (Anhang A),
dass die konstruierte DmKHC-LZ10-Superhelix in ihrer korrekt gefalteten Form vorliegt.

Bei der Entfaltung der Superhelix vom vollig gefalteten Zustand (WLC-Kurve (1))
zum vollig entfalteten Zustand (WLC-Kurve (3)) zeigen die Kraft-Abstandskurven ein
zuséitzliches Entfaltungsereignis, das von einem stabilen Zwischenzustand herrithrt (WLC-
Kurve (2)). Durch Anpassen der Konturldnge L) an den Kraftanstieg des stabilen Zwi-
schenzustands erhédlt man L) — L) = 6 &= 1 Windungen, im stabilen Zwischenzustand
sind also 6 Windungen der DmKHC-Superhelix bis zu der in Abbildung 3.4 a) mit 2 ge-
kennzeichneten Stelle geoffnet. Dies liegt an der Grenze zwischen den in Abschnitt 3.1.4
beschriebenen Segmenten I und IT und zeigt, dass sich das Segment IT durch Anfiigen der
LZ10-Superhelix stabilisieren lésst.

Die Vorwiérts- und Riickwértskurven zeigen nur eine geringe Hysterese (gelb gekenn-
zeichnet in Abbildung 3.4 b)), wodurch die in Abschnitt 1.2.3 vorgestellte Gleichgewichts-
beschreibung anwendbar wird. Die in 3.4 b) rot dargestellte Kraft-Abstandskurve ergibt
sich aus der Gleichgewichtstheorie fiir die in Abbildung 3.4 d) gezeigte Energielandschaft
und beschreibt den gemessenen Kraft-Abstandsverlauf sehr gut. Allerdings haben nur die
Minima der Energielandschaft (griine Punkte in Abbildung 3.4 d)) Einfluss auf die Form
der theoretischen Kraft-Abstandskurve, wihrend eine Anderung der Barrierenpositionen
(grine Quadrate in 3.4 d)) die theoretische Kraft-Abstandskurve annéhernd unverdndert
ldasst. Mit der Gleichgewichtsbeschreibung lasst sich somit die Energie, die zum Entfalten
der ersten 6 Windungen bendtigt wird, mit 14kgT angeben (griiner Punkt an Position 6
in Abbildung 3.4 d)). Zum vollsténdigen Entfalten der DmKHC-LZ10-Superhelix benotigt
man im Gleichgewicht AGges = 45kpT (griiner Punkt bei Position 19 in Abbildung 3.4
d)).

Um auch die Hohe und Position der Barrieren zwischen den Zusténden (1), (2) und
(3) bestimmen zu kénnen, wurde die Nichtgleichgewichtssimulation (Abschnitt 1.3.2 mit
folgenden kinetischem Schema verwendet.

S
1) == @) == () (32)

kS kS

Die Abbildungen 3.4 ¢e), f) und g) zeigen gemittelte Kraft-Abstandskurven am DmKHC-
LZ10-Konstrukt bei steigenden Ziehgeschwindigkeiten. Man erkennt direkt, dass mit
steigender Ziehgeschwindigkeit die mittlere Entfaltungskraft bei immer hoheren Wer-
ten vom WLC-Verlauf (1) der vollig gefalteten Struktur abweicht. So weicht die Kraft
bei 150 nm/s bei 11 pN vom WLC-Verlauf (1) ab, bei 1500 nm/s allerdings erst bei
Kréften von 13 pN. Zusétzlich wichst die in gelb markierte Hysterese zwischen Vorwiérts-
und Riickwértskurven mit wachsender Geschwindigkeit. Dabei ist bei den Geschwin-
digkeiten 150 nm/s und 700 nm/s erkennbar, dass sich die gemittelten, blau gezeigten
Riickfaltungskurven und damit die gesamte Hysterese aus zwei Ereignissen zusammen
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setzt: Ein Teil der Hysterese entsteht bei der Faltung von Zustand (3) zum Zwischen-
zustand (2), der zweite Teil der Hysterese kommt bei der Faltung vom Zwischenzustand
(2) zum gefalteten Zustand (1) zustande. Dies bedeutet, dass nicht nur der kinetische
Ubergang (2) = (3) sondern auch der Ubergang (1) = (2) im thermodynamischen Nicht-
gleichgewicht stattfindet. Deshalb kann durch die Monte-Carlo Simulation die Position
der Energiebarriere zwischen den Zustidnden (1) und (2), sowie die der Energiebarriere
zwischen (2) und (3) bestimmt werden. Die roten in Vorwérts- und Riickwértsrichtung
berechneten Kraft-Abstandskurven in den Abbildung 3.4 e), f) und g) ergeben sich aus der
Simulation mit der in d) gezeigten Energielandschaft und beschreiben das Verhalten der
Hysterese fiir alle gezeigten Geschwindigkeiten sehr gut. Fiir die Faltungsrate des Keims
ergeben sich die Parameter k) 7a S5k mit Azl = 4 Windungen, was in sehr guter
Ubereinstimmung mit der KeimgréBe der LZ-Konstrukte steht (Kapitel 2). Damit ist aber
die mittlere Riickfaltungskraft beim Ubergang (3) — (2) festgelegt, alle anderen mittleren
Kréfte konnen relativ zu dieser bestimmt werden.

Dadurch kénnen auch die Raten fiir den Ubergang (1) = (2) genauer bestimmt werden.
Die Faltungsbarriere fiir den Ubergang vom Zwischenzustand (2) zum gefalteten Zustand
(1) ergibt sich zu 4 £+ 1kgT mit Az =441 Windungen, die Entfaltungsbarriere vom
geschlossenen Zustand (1) zum Zwischenzustand (2) ergibt sich zu k(%) = 18 £+ 2kpT mit

Axféf) = 2 £ 1 Windungen.

Zusammenfassend ergeben sich aus der Energielandschaft des DmKHC-LZ10-Konstruktes
folgende Ergebnisse:

e An das C-terminale Ende der DmKHC-Sequenz lésst sich die LZ10-Sequenz homogen
anfiigen, d.h die entstehende gesamte Superhelix zeigt keine energetisch ungiinstige
Unterbrechung am Schnittpunkt der beiden Superhelices. Dies ergibt sich aus der
energetischen Stabilisierung des Zwischenzustands (2), also aus der hohen Entfal-
tungsbarriere AG(()?. Die angefiigte LZ10-Sequenz stabilisiert also das Segment II
der DmKHC-Superhelix. Die Windungen des Segmentes II verhalten sich also so,
wie es von ihrem fiir Superhelices typischen Heptadenschema zu erwarten ist.

e Die DmKHC-Sequenz selbst ist nicht homogen, sondern zeigt ein energetisches Mini-
mum, das in diesem Konstrukt zu einem stabilen, kraftspektroskopisch auflésbaren
Zwischenzustand (2) fithrt. Da sich das Segment II vorhersagbar verhélt, muss diese
Inhomogenitédt von der fiir Superhelices untypischen Sequenz innerhalb des 1. Seg-
mentes herriihren.

e Das DmKHC-LZ10-Konstrukt zeigt als mittlere Entfaltungskraft des N-terminalen
Endes 12 4 0.7 pN bei einer Ziehgeschwindigkeit von 150 nm/s, was die Messungen an
der allein stehenden DmKHC-Superhelix bestétigt. Aulerdem steigen die mittleren
Entfaltungskréfte mit steigender Geschwindigkeit iiber 14 + 0.7 pN bei 700 nm/s auf
14.6 £ 0.7 pN bei 1500 nm/s.

e Fast die gesamte Energie, die zum Auftrennen der DmKHC-Superhelix nétig ist,
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muss zum Auftrennen der ersten beiden Windungen aufgebracht werden. Dies ergibt
sich aus der Position der Energiebarriere zwischen den Zustédnden (1) und (2), die
nur zwei Windungen vom N-Terminus entfernt liegt.

Dadurch ergeben sich direkt zwei weitere Fragen zur Sequenz der DmKHC-Superhelix:
Welcher Teil der Sequenz wirkt destabilisierend auf den N-terminalen Bereich der Super-
helix und fithrt so zum beobachteten Zwischenzustand? Und welcher Teil der Struktur ist
fiir die hohe, N-terminale Entfaltungsbarriere verantwortlich? Um diese Fragen zu beant-
worten, wurden einzelne Sequenzabschnitte der DmKHC-Sequenz in die bereits untersuch-
te LZ26-Sequenz eingefiigt und kraftspektroskopisch untersucht. Dies wird im néchsten
Abschnitt néher erldutert.

3.2.3 Lokale Stabilititen einzelner Heptaden

Wie im letzten Abschnitt gezeigt wurde, ldsst sich die DmKHC-Sequenz in die Segmente
I und IT aufteilen. Das C-terminale Segment II beinhaltet das fiir Superhelices typische
Heptadenschema mit hydrophoben Aminoséduren an den a- und d-Positionen, wéihrend das
N-terminale Segment I von diesem Schema stark abweicht. Dadurch tritt bei der mechani-
schen Entfaltung etwa am Schnittpunkt der Segmente I und II ein Zwischenzustand auf, der
sich durch Anfiigen weiterer superhelikaler Windungen kraftspektroskopisch auflésen lésst.
Dieser Zwischenzustand muss durch energetisch ungiinstige Sequenzabschnitte im Segment
I hervorgerufen werden. Die aus den direkten Messungen an der DmKHC-Superhelix und
den Messungen an der DmKHC-LZ10-Chimére gewonnenen Energielandschaften zeigen ei-
ne Entfaltungsbarriere, die nur zwei Windungen vom N-Terminus der DmKHC-Superhelix
entfernt liegt. Es ist daher nahe liegend anzunehmen, dass die N-terminale Heptade die Su-
perhelix stabilisiert, wihrend die darauf folgende Heptade (rot gekennzeichnete , EKEK*-
Sequenz in Abbildung 3.4 a)) destabilisierend auf die Halssuperhelix wirkt. Dabei ist nicht
nur die Anderung der Gleichgewichtsenergie, die durch die unkonventionellen Aminoséuren
der , EKEK“-Sequenz hervorgerufen werden von Bedeutung [116], sondern auch iiber wel-
che Ausdehnungen eine solche Sequenz lokal die Stabilitdt der Superhelix beeinflusst.

Lokale Stabilitidt der ,, EKEK“-Sequenz

Um die Stabilitdt und das Faltungsverhalten der , EKEK“-Sequenz zu iiberpriifen, wurde
diese in die Mitte des bereits kraftspektroskopisch untersuchten LZ26-Konstruktes ein-
gefiigt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Heptadenpositionen der ,, EKEK“-Sequenz
im LZ26-Konstrukt die gleichen sind, wie im urspriinglichen DmKHC-Konstrukt. Die sich
ergebende EKEK-LZ26-Superhelix ist schematisch in Abbildung 3.5 b) gezeigt, die gesamte
Aminosduresequenz ist in Abbildung B.2 zu finden. Das kraftspektroskopische Verhalten
der unverdnderten LZ26-Sequenz wurde bereits in Kapitel 2 untersucht. Mit der Annahme
von zwei stabilen Zwischenzustianden (2) und (3) auf dem Weg vom vollig geschlossenen
Zustand (1) zum vollig entfalteten Zustand (4) konnte das mechanische Aufwinden der
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Abbildung 3.5: a) Vergleich von in Vorwirtsrichtung gemessener Kraft-Abstandskurven
des LZ26-Konstruktes (rot) mit der EKEK-LZ26-Superhelix. b) Schematische Struktur des
EKEK-LZ26-Konstruktes. Am Ort an dem die EKEK-Sequenz eingefiigt wurde ist die Ami-
nosduresequenz angegeben. c¢) Energielandschaft der EKEK-LZ26-Superhelix. d) Mittlere
Vorwirts- (schwarz) und Riickwértskurven (blau). Die Hysterese zwischen den Zustinden
(1) = (2) und (3) = (4) ist gelb markiert. e)-f) Mittlere Kraft-Abstandskurven bei verschie-
denen Ziehgeschwindigkeiten. In rot sind die sich aus der Monte-Carlo Simulation mit der in ¢)
gezeigten Energielandschaft ergebenden Kurven gezeigt.

LZ26-Sequenz sehr gut mit den folgendem Ratenschema beschrieben werden.
» e e

H== === (33)

Abbildung 3.5 a) zeigt in rot eine typische, gemittelte Entfaltungskurve des LZ26-
Konstrukts. Es konnte gezeigt werden, dass der stabile Zwischenzustand (2) mit dem
Asparagin (N) an einer a-Position der 5ten Windung zusammenhéngt, wihrend der Zwi-
schenzustand (3) durch ein solches Asparagin in der 13ten Windung hervorgerufen wird.
Im EKEK-LZ26-Konstrukt wurde die ,, EKEK“-Sequenz direkt vor dem Asparagin des Zu-
standes (3) eingefiigt. In schwarz {iberlagert ist in Abbildung 3.5 a) eine gemittelte Entfal-
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tungskurve des EKEK-LZ26-Konstruktes zu sehen. Der Konturlingenzuwachs L) — L)
ist dabei genau so grofl wie der des unverdnderten LZ26-Konstruktes, was zeigt, dass die
EKEK-LZ26-Superhelix vollig gefaltet ist. Bei den Ubergingen (1) = (2) und (3) = (4)
weicht der Kraftverlauf der EKEK-LZ26-Sequenz nicht von dem der unverdnderten LZ26-
Sequenz ab. Beim Ubergang (2) = (3) ist allerdings ein deutlicher Unterschied in beiden
Kraftkurven zu sehen. Wihrend dieser bei der LZ26-Sequenz bei etwa 15 pN stattfin-
det, ereignet er sich bei der EKEK-LZ26-Sequenz schon bei 12 pN. Der Zwischenzustand
(2) ist also durch das Einfiigen der ,EKEK“-Sequenz deutlich destabilisiert, eine erste
Abschétzung des Unterschiedes in der Gesamtenergie AGy.s, die zum Entfalten beider Su-
perhelices aufgebracht werden muss, liefert 12+2kgT (braune Fliache in Abbildung 3.5 a)).
Dies zeigt direkt, dass in der neuen Umgebung der LZ26-Superhelix die ,, EKEK“-Sequenz
destabilisierend wirkt.

Neben dem Entfaltungsverhalten dndert sich durch das Einfiigen der ,EKEK“-Sequenz
auch das Faltungsverhalten der EKEK-LZ26-Superhelix. Abbildung 3.5 d) zeigt eine ge-
mittelte Entfaltungs- und Riickfaltungskurve der EKEK-LZ26-Sequenz, die mit 150 nm/s
Ziehgeschwindigkeit aufgenommen wurde. Man erkennt die bereits bekannte, zwischen den
Zustanden (3) = (4) auftretende Hysterese, die durch die Keimbildung der LZ26-Sequenz
verursacht wird. (vgl. Abbildung 2.6). Zusétzlich erkennt man aber eine zweite Hysterese,
die jetzt zwischen den Zustéanden (1) = (3) auftritt und durch das Einfiigen der ,EKEK*-
Sequenz verursacht wurde. Die Superhelix ist also auch bei dem Ubergang (3) — (2) nicht
im thermodynamischen Gleichgewicht, weshalb mit Hilfe der Monte-Carlo Simulation die
Position der diese Zustidnde trennenden Energiebarriere (rotes Quadrat in Abbildung 3.5
¢)) bestimmt werden kann. Dazu wurden Ent- und Riickfaltungskurven des EKEK-LZ26-
Konstruktes bei verschiedenen Geschwindigkeiten aufgenommen. Abbildung 3.5 e), f) und
g) zeigen die gemittelten Kraft-Abstandskurven bei Geschwindigkeiten von 150, 750 und
1500 nm/s. Bemerkenswert ist dabei, wie die Hysterese zwischen den Zustanden (1) = (3)
mit steigender Geschwindigkeit zunimmt. In allen Abbildungen sind in rot die mit der
Monte-Carlo Simulation errechneten, Ent- und Riickfaltungskurven gezeigt. Die beste
Ubereinstimmung zwischen experimentellen und simulierten Daten ergeben sich fiir die in
Abbildung 3.5 c) gezeigte Energielandschaft. Wie schon an den in Abbildung 3.5 a) vergli-
chenen Kraft-Abstandskurven deutlich wurde, éndern sich die Ent-und Riickfaltungsraten
Konjot zwischen den Zustdnden (1) und (2) sowie zwischen den Zusténden (3) und (4)
durch ein Einfiigen der ,EKEK“-Sequenz in die LZ26-Superhelix nicht. So ergeben sich
mit AGS&) = 39.8kgT und AG(()%I) = —4.5kgT die gleichen Werte und Positionen wie fiir
das unverdnderte LZ26-Konstrukt (vgl. Abbildung 2.12). Die Ubergangsraten zwischen
den Zusténden (2) und (3) weichen allerdings stark von denen der unveréinderten LZ26-
Superhelix ab. Wihrend dort dieser Ubergang im thermodynamlschen Glelchgewmht statt—
findet, ergeben sich jetzt als Hohe der Entfaltungsbarrlere AGOff = 23kpT mit Axoﬁ =4
Windungen und als Hohe der Riickfaltungsbarriere AGon = 4kgT mit Awon = 4 Win-
dungen. Erstaunlicherweise stimmt diese Riickfaltungsbarriere exakt mit der im DmKHC-
LZ26-Konstrukt fiir den Ubergang von Zustand (2) — (1) gefundenen iiberein. Zwischen
diesen Ubergéngen befindet sich auch in der nativen DmKHC-Superhelix die ,EKEK-
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Sequenz. Es ist daher nahe liegend anzunehmen, dass auch im DmKHC-LZ10-Konstrukt
diese Hysterese von der , EKEK“Sequenz herriihrt.

Energetisch reduziert ein Einfiigen der ,EKEK®“-Sequenz die Stabilitit der LZ26-
Superhelix um 10.6 £ 1.5kgT". Dies ldsst sich aus der reduzierten Gesamtstabilitit AG ges
der EKEK-LZ26-Sequenz im Vergleich zur LZ26-Sequenz ablesen. (griine Punkte an Po-
sition (4) in Abbildung 3.5 ¢) und Abbildung 2.12). Dieser Stabilitdtseinbruch tritt lokal
zwischen den Zusténden (2) und (3) auf, also genau dort wo die ,, EKEK“-Sequenz eingefiigt
wurde.

In der nativen DmKHC-Superhelix ist die destabilisierend wirkende ,, EKEK“-Sequenz
nur eine Heptade vom N-terminalen Ende der Superhelix entfernt. Dies fithrt zu folgender
Frage: Wie erreicht es die native N-terminale Heptade im gefalteten Zustand vorzuliegen?
Die untersuchten LZ-Superhelices gehoren zu den stabilsten bisher gefundenen, da fast al-
le Interaktionen der a-Helices untereinander ideal sind (Abschnitt 2.1). Dabei zeigt eine
Heptade der LZ-Sequenz in etwa eine Gleichgewichtsenergie von 9kgT" (Tabelle 2.1). Fiigt
man diese vor die ,,EKEK“-Sequenz, so wiirde man im Gleichgewicht und ohne Kraftein-
wirkung eine bis zu dieser Sequenz in 50% der Fille entfaltete Superhelix erwarten. Um
dies zu testen, wurden alle N-terminalen Heptaden des EKEK-LZ26-Konstrukt, bis auf
die letzte, die sich direkt vor der ,EKEK“-Sequenz befindet, geloscht. Die sich ergebende,
schematische EKEK-LZ17 -Struktur ist in Abbildung 3.6 c) gezeigt, die sich ergebende
Aminoséauresequenz ist in Abbildung B.2 zu finden. Messungen an diesem Konstrukt er-
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Abbildung 3.6: Gemittelte Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungskurven (blau) des EKEK-
LZ17 Konstruktes mit Ziehgeschwindigkeiten von a) 150 nm/s und b) 500 nm/s ¢) Schematische
Darstellung der EKEK-LZ17 Struktur. d) Energielandschaft des EKEK-LZ17 Konstruktes.

geben bei Geschwindigkeiten von 150 nm/s die in Abbildung 3.6 a) gezeigten, gemittelten
Vorwirts- (schwarz) und Riickwértskurven (blau). Der Konturldngenzuwachs Ly — L1
ergibt eine Linge von 33 nm, was einer Entfaltung von nur 13 Windungen entspricht. In
diesen Messungen kann also keine Entfaltung der ganzen Struktur aufgelost werden (der
dafiir erwartete Konturlingenzuwachs ist als WLC-Verlauf (E) in Abbildung 3.6 a) darge-
stellt), die erste Heptade und die , EKEK“-Sequenz sind also zumindest ab Kriften > 5 pN
entfaltet. Auch energetisch verhilt sich die Superhelix v6llig dquivalent zur Entfaltung der
letzten 13 Windungen der LZ26-Sequenz. Abbildung 3.6 d) zeigt ab Position (1) die fiir die
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LZ26-Sequenz ab der dquivalenten Position (3) ermittelte Energielandschaft (vgl. Abbil-
dung 2.12). Die daraus mit Hilfe der Gleichgewichtstheorie folgende Kraft-Abstandskurve
ist in Abbildung 3.6 a) rot gezeigt und beschreibt die Daten sehr gut.

Die gemittelten Kraft-Abstandskurven bei 500 nm/s (Abbildung 3.6 b)) bestétigen die-
ses Bild und zeigen keine vollstindig gefaltete Superhelix bei Kréaften > 5 pN. Innerhalb
des vorhandenen Auflésungsverméogens fiithrt also die ,, EKEK“-Sequenz in Verbindung mit
einer N-terminal folgenden GCN4 Heptade nicht zu einer beobachtbaren Entfaltung des
N-terminalen Endes.

Lokale Stabilitit der N-terminalen DmKHC-Heptade

An das N-terminale Ende der LZ26-Superhelix wurde unter Beibehaltung des Heptaden-
schemas die erste Heptade der DmKHC-Halssequenz angefiigt. Ein schematisches Bild
der sich ergebenden NT-LZ25 Superhelixstruktur ist in Abbildung 3.7 b) zu sehen, die
Aminosduresequenz der N-terminalen Region ist dariiber angegeben. Die unverinderte
LZ26-Sequenz ist zum besseren Vergleich darunter zu finden, die gesamte NT-LZ25 Se-
quenz findet sich in Abbildung B.2. Die mittleren Kraft-Abstandskurven des NT-LZ25
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Abbildung 3.7: a) Kraft-Abstandskurven des NT-LZ25 Konstruktes in Vorwérts- (schwarz)
und Riickwértsrichtung (blau) bei einer Ziehgeschwindigkeit von 700 nm/s. In rot ist die theo-
retische Gleichgewichtskurve gezeigt, die mit den Werten aus Tabelle 2.1 und Egg(W,Y) = 5
kT berechnet wurde. Dunkelrot ist zum Vergleich die theoretische Kraft-Abstandskurve des
LZ26-Konstruktes gezeigt. Der energetische Unterschied von 8 kpT ist als rote Fléche markiert.
b) Schematische Struktur des NT-LZ25 Konstruktes, die Aminoséuresequenz des N-terminalen
Abschnittes ist dariiber angegeben.

Konstruktes sind in Vorwértsrichtung (schwarz) und Riickwértsrichtung (blau) in Abbil-
dung 3.7 a) gezeigt. Der Konturlingenzuwachs Ly — L1y entspricht einer Entfaltung
von 27 Windungen, beide N-terminale Windungen liegen also im NT-LZ25 Konstrukt
gefaltet vor. Zwischen beiden Zugrichtungen ist nur die bereits in Kapitel 2 diskutier-
te Hysterese zwischen den Zustinden (3) = (4) zu sehen, fiir die Ubergiinge (2) = (4)
verhéilt sich die Kraftkurve exakt so, wie es von der LZ26-Superhelix zu erwarten ist.
(dunkelrote Kurve in Abbildung 3.7 a) vgl. auch Abbildung 2.6). Durch das Anfiigen
der beiden N-terminalen DmKHC-Windungen erhoht sich die Gleichgewichtsenergie der
Superhelix um 8 kg7 (rote Fliche in Abbildung 3.7 a)). Es ist bemerkenswert, dass zwi-

—\

schen Vorwirts- und Riickwirtskurven des Ubergangs (1) = (2) keine Hysterese auflosbar
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ist. Trotz der untypischen Struktur des , hydrophoben Mantels‘* der N-terminalen Hep-
tade findet ihre Faltung im Gleichgewicht statt. Die Daten lassen sich daher mit dem
Gleichgewichtsmodell (Abschnitt 1.2.3) beschreiben. Dazu koénnen die C-terminalen 25
Windungen mit den bereits bekannten Werten aus Tabelle 2.1 modelliert werden, um die
N-terminale Kraftantwort zu reproduzieren, miissen die ersten beiden Windungen je eine
Energie von FEsy(W) = Esu(Y) = 5 £ 0.5kgT besitzen. Die Gleichgewichtsenergie ei-
ner N-terminalen Windung der DmKHC-Halssequenz ist nur unbedeutend grofler als die
einer (L,V)-Windung der LZ26-Superhelix. Allein die den zwei N-terminalen DmKHC-
Windungen intrinsische Energie kann also nicht erkléren, warum diese Windungen mit
der darauf folgenden ,, EKEK“-Sequenz in der DmKHC-Superhelix gefaltet vorliegen. Eine
Erkléarung fiir die hohen Entfaltungskréfte des zusammengefiigten Segmentes I sind die
iiber das gesamte Segment verteilten Ladungen, dies wiirde auch die sehr ausgeprégte Se-
quenzhomologie verschiedener Kinesine innerhalb des Segments I erkldaren. Messungen in
Abhéngigkeit des pH-Wertes oder der Salzkonzentration konnten diese Hypothese stiitzen.
Es ist noch anzumerken, dass die Energien FEgy(W,Y") hoher sind, als die durch Substitu-
tionen gewonnenen Energien der gleichen Aminosduren innerhalb einer Modellsuperhelix
[58][59]. Dies zeigt, dass die Stabilitdt einer Superhelix nicht auf triviale Weise aus der
Sequenz und den Energiewerten einzelner Aminoséduren vorhersagbar ist, da komplexe In-
teraktionen mit der Umgebung, wie die des ,hydrophoben Mantels“ dabei vernachléssigt
wiirden.

3.2.4 Die helixbrechenden Eigenschaften der N-terminalen Hep-
tade

Das N-terminale Segment I ldsst sich nicht in Mitten einer Superhelix einfiigen, ohne
die gesamte Struktur zu zerstoren. Kraftspektroskopische Messungen eines solchen Ver-
suches (Sequenz LZ12-NT-LZ13 in Abbildung B.2) zeigen nur in 5% der Entfaltungen
Konturldngenzuwéchse, die auf eine gefaltete Superhelix der gewiinschten Lénge schlieffen
lassen. Dies liegt unter anderem an den helixbrechenden Motiven die am N-terminalen
Ende der Sequenz I zu finden sind. Diese sollen im folgenden Abschnitt ndher untersucht
werden.

Um das N-terminale Fortschreiten einer a-Helix zu beenden, nutzt die Natur mehrere
Moglichkeiten. Durch Hiufigkeitsanalyse des Auftretens bestimmter Aminosiuren an He-
lixenden konnten einige dieser Moglichkeiten identifiziert werden, beispielsweise fand man,
dass Prolin (P) sehr oft am Ende einer a-Helix zu finden ist [130]. Die gleiche Studie
konnte zeigen, dass die erste N-terminale Helixwindung héaufig negativ geladen vorliegt
und dass die vierte Aminosédure innerhalb der Helix oft eine hydrophobe ist. Diese au-
Berhalb der Helix liegende Aminosdure kann dann durch Ausbildung eines ,,hydrophoben
Stapels“ eine um fiinf Positionen weiter liegende, hydrophobe Aminosédure aus ihrer He-
lixorientierung 16sen [131]. Eine weitere Moglichkeit der Helixterminierung ist durch das
Motiv der ,,Capping-Box* gegeben [132]. Es beruht auf Wasserstoftbriicken zwischen der
Seitenkette der ersten, N-terminalen Aminosdure der Helix an Position i mit dem Riickgrat
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der i+3 Positionen weiter in der Helix folgenden Aminoséure, sowie vice versa der Ausbil-
dung einer Wasserstoftbriicke zwischen der Seitenkette der i4+3-ten Aminosédure mit dem
Riickgrat an der ersten Position. Diese Wasserstoftbriicken zerstéren die normale, fiir a-
Helices bekannte Anordnung der Wasserstoffbriicken [3] und verhindern so eine Fortsetzung
der Helixstruktur.

Die Kristallstruktur des konventionellen Kinesins der Ratte zeigte, dass das N-terminale
Ende der Halssuperhelix die typischen Eigenschaften des , hydrophoben Stapels® sowie der
»Capping-Box* aufweist [103][129] (siche Abbildung 3.8 b)). Auferdem konnte mit En-
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Abbildung 3.8: a) Sequenzausschnitt des Ortes an dem LZ10-Superhelix und DmKHC- Su-
perhelix zusammengefiigt wurden. Darunter ist die unveréinderte DmKHC-Sequenz angegeben,
die Nummerierung erfolgt nach [103]. b) Darstellung der atomistischen Interaktionen am N-
terminalen Ende der unveréinderten DmKHC-Halssuperhelix. Die Abbildung ist an [129] ange-
lehnt, die Aminoséuren sind nach [103] (PDB: 3KIN) nummeriert.

semblestudien an der Halssuperhelix aus humanem Kinesin gezeigt werden, dass die weiter
in N-terminaler Richtung folgenden, nicht mehr helikalen Aminoséduren des , Necklinkers®,
den N-Terminus der Superhelix stabilisieren [129]. Zudem fand die Studie das Lys-Trp-
Leu-Sandwich als eine weitere atomistische Erklarung fiir den stabilen N-Terminus der
Superhelix (Abbildung 3.8 b)).

Messungen am LZ11-DmKHC-Konstrukt. Um die ,helixbrechenden“ Eigenschaf-
ten der Drosophila melanogaster Superhelix zu studieren, wurde diese N-terminal durch 11
Windungen der bereits untersuchten LZ-Superhelix fortgesetzt. Will jetzt der N-Terminus
der DmKHC-Superhelix ein weiteres Fortschreiten der helikalen Struktur verhindern, so
muss er der Faltung der LZ11-Struktur entgegenwirken und daher diese destabilisieren. Die
gesamte sich ergebende Sequenz ist in Abbildung B.2 unter dem Namen LZ11-DmKHC zu
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finden, der Sequenzabschnitt an der Schnittstelle der beiden Helices ist in Abbildung 3.8
a) gezeigt. Durch das Anfiigen an die LZ11-Sequenz #ndern sich die nach dem DmKHC-
Terminus folgenden Aminoséuren, was zur Folge hat, dass in der gewonnenen Superhelix
manche helixbrechenden Motive nicht mehr auftreten. So ist das sich urspriinglich an Po-
sition 337 befindende, hydrophobe Leucin (L) durch ein polares Glutamin (Q) ersetzt, der
hydrophobe Stapel sollte daher im LZ11-DmKHC-Konstrukt nicht auftreten. Auflerdem
besteht dadurch im LZ11-DmKHC-Konstrukt das Lys-Trp-Leu-Sandwich nur noch teilwei-
se. In der ,Capping-Box“ hingegen sollte die Wasserstoffbriicke der Glutaminsiure (Glu
341) nach wie vor moglich sein. Auch das Lysin das an der Position 338 das Threonin
ersetzt, sollte noch in der Lage sein eine Wasserstoffbriicke auszubilden. Es ist daher nahe
liegend anzunehmen, dass die ,,Capping-Box“ im LZ11-DmKHC-Konstrukt erhalten ist,
wéahrend der hydrophobe Stapel nicht mehr gebildet werden kann.

Die Ergebnisse der kraftspektroskopischen Messungen am LZ11-DmKHC-Konstrukt
sind in Abbildung 3.9 a) - d) gezeigt. Die N-terminale Superhelix LZ11, die in diesem
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Abbildung 3.9: Mittlere Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungskurven (blau) des LZ11-
DmKHC-Konstruktes. Es wurde mit den Geschwindigkeiten a) 150 nm/s b) 300 nm/s ¢) 600
nm/s und d) 1500 nm/s gemessen. e) Energielandschaft zur Reproduktion der gemessenen
Kraft-Abstandskurven. Dariiber ist die schematische Struktur des gemessenen LZ11-DmKHC-
Konstruktes gezeigt.

Konstrukt als erste der lateralen Kraft ausgesetzt wird, ist in Kapitel 2 bereits in mehreren
Varianten kraftspektroskopisch untersucht worden. Daher ist bekannt, dass sie bei etwa 12
pN entfaltet. Aulerdem zeigten die Messungen an den LZ18-und LZ26-Konstrukten (Ab-
schnitt 2.3.1), dass sich durch eine homogen an das C-terminale Ende des LZ11-Konstruktes
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angefiigte Superhelix der Zwischenzustand (2), der durch das Asparagin in der fiinften Win-
dung hervorgerufen wird, stabilisieren lésst. In den LZ18-und LZ26-Konstrukten duflert
sich dies durch eine Erhchung der Entfaltungskraft des Zwischenzustands (2) auf etwa 16
pN. (vgl. Abbildung 2.6).

In den in Abbildung 3.9 a) - d) gezeigten Kraft-Abstandskurven, die mit Geschwin-
digkeiten zwischen 150 und 1500 nm/s aufgenommen wurden, zeigt sich immer ein Kon-
turlaingenzuwachs L4y — L(1) den man fiir 20 gefaltete Windungen erwartet. Auch weicht
die gemittelte Kraft bei ca. 12 pN vom WLC-Verlauf (1) der vollig gefalteten LZ11-
DmKHC-Struktur ab. Die angefiigte LZ11-Superhelix ist also nicht drastisch durch den N-
Terminus der DmKHC-Superhelix destabilisiert. Eingezeichnet ist auch der WLC-Verlauf
des erwarteten Zwischenzustands (2). Allerdings erkennt man, dass bei keiner der ge-
messenen Geschwindigkeiten die gemittelte Kraft-Abstandskurve dem WLC-Verlauf (2) zu
groferen Kriften als 12 pN folgt. Dies kann zwei Griinde haben: Entweder ist die angefiigte
DmKHC-Superhelix nicht thermodynamisch stabil, wodurch sie auch keine stabilisieren-
de Wirkung auf die N-terminale LZ11-Superhelix haben konnte (vgl. Abschnitt 2.4.2),
oder die Superhelices lassen sich nicht homogen zusammenfiigen. Erstere Moglichkeit kann
aber ausgeschlossen werden, da die direkten Messungen an den DmKHC-Konstrukten (Ab-
schnitt 3.2.1 und 3.2.2) eine thermodynamische Stabilitdat der DmKHC-Superhelix zeigten.
Ein Zusammenfiigen der beiden Helices ist also energetisch ungiinstig, d.h., dass an der
Schnittstelle der beiden Helices ein energetisches Minimum und damit ein weiterer Zwi-
schenzustand (3) eingefithrt werden muss.

Dadurch lésst sich ein zusétzlicher Schluss ziehen: Ein weiteres Entwinden der Super-
helix, wenn sie sich im Zustand (3) befindet, also wenn die LZ11-Superhelix vollig geoffnet
vorliegt, muss das gleiche Kraft-Abstands-Verhalten zeigen, das auch bei einem direkten
Angreifen an den N-Terminus der DmKHC-Superhelix auftritt. Die Messungen an dem
DmKHC-LZ10-Konstrukt (Abschnitt 3.2.2) und an der unverénderten DmKHC-Superhelix
(Abschnitt 3.2.1) haben gezeigt, dass bei einer Ziehgeschwindigkeit von 150 nm /s die mitt-
leren Entfaltungskrafte bei 11 pN vom WLC-Verlauf der vollig gefalteten Superhelix ab-
weichen, bei einer Geschwindigkeit von 1500 nm/s erst bei 13 pN (siche Abbildung 3.4 e)
- f) und Abbildung 3.3 ¢) - d)). Dieses Verhalten ist auch in den Kraft-Abstandskurven
3.9 a) - d) zu erkennen. Bei hohen Ziehgeschwindigkeiten (Abbildung 3.9 d)) erkennt
man, dass die mittlere Entfaltungskraft dem WLC-Verlauf (3) folgt und bei etwa 13 pN
von ihr abweicht. Bei langsameren Ziehgeschwindigkeiten (Abbildung 3.9 a)) schneidet die
mittlere Kraft den WLC-Verlauf (3) bei etwa 11 pN. Bei langsamen Ziehgeschwindigkeiten
verdeckt also die hohe Entfaltungskraft der LZ11-Superhelix das Entfaltungsereignis der
DmKHC-Superhelix. Mit der in Abbildung 3.9 d) gezeigten Energielandschaft lassen sich
die in Abbildung 3.9 a) - d) gezeigten Kraft-Abstandskurven mit Hilfe der in Abschnitt
1.3.2 vorgestellten Monte-Carlo Simulation reproduzieren.

Allerdings ist die Bestimmung der Barrierenhohen und Positionen schwierig. Die zu
erwartenden energetischen Minima (Abbildung 3.9 d)) befinden sich in der ersten Halfte
der LZ11-DmKHC-Superhelix nur fiinf bzw. sechs Windungen auseinander, was sehr nahe
an der lateralen Auflosungsgrenze von vier Windungen liegt (Abschnitt 2.3.1). Dadurch
iitberlagern sich die einzelnen Entfaltungsereignisse in der gemittelten Kurve. Besonders



86 3. Mechanisches Entfalten der Superhelices molekularer Motoren

drastisch erkennt man dies in Abbildung 3.9 ¢) bei Ziehgeschwindigkeiten von 600 nm/s, wo
sich ein glattes Kraftplateau bei 12 pN fiir die gemittelte Vorwértskurve ergibt. Eine direk-
te Zuordnung von Entfaltungskriften zu bestimmten Zustédnden ist daher nur beschréinkt
moglich. Der Ubergang (3) — (4) ist beispielsweise nur bei 1500 nm/s Ziehgeschwindig-
keit (Abbildung 3.9 d) eindeutig einer mittleren Entfaltungskraft zuzuordnen. Dennoch
ist anzumerken, dass obwohl die Barrierenpositionen nicht eindeutig zu bestimmen sind,
keine Energielandschaft ohne lokales Minima an Position (3) in der Lage ist, die Kraft-
Abstandskurven zu reproduzieren. Als Beispiel hierfiir ist in grau in Abbildung 3.9 ¢)
eine simulierte Kraft-Abstandskurve bei 600 nm/s gezeigt, die an der Position (3) keinen
Zwischenzustand aufweist (Abbildung 3.3 ¢) und e) graue Linie). Mit solch einer Ener-
gielandschaft kann das Kraftplateau ab dem WLC-Verlauf (2) nicht mehr reproduziert
werden.

Dieses Konstrukt zeigt also, dass sich das N-terminale Ende der DmKHC-Superhelix
nicht homogen mit einer weiteren Superhelix fortsetzen lésst, sondern am Ort des Schnitt-
punktes destabilisierend auf die N-terminal folgenden Windungen wirkt. Die exakte Be-
stimmung der destabilisierenden Energie kann allerdings mit Hilfe der Monte-Carlo Simu-
lation nur eingegrenzt werden. Das liegt auch daran, dass sich die Kraft-Abstandskurven
der Riickfaltung bereits durch die Barriere AGY) vollsténdig beschreiben lassen. Dadurch
konnen die nachfolgenden Faltungsbarrieren AGS) und AGY jeweils nur durch die Werte
0 und 8 kT eingegrenzt werden. Es lésst sich also auch die gesamte, zum Entfalten des
LZ11-DmKHC-Konstruktes benétigte Gleichgewichtsenergie mit der Monte-Carlo Simula-
tion nicht exakt angeben.

Messungen am LZ11-DmKHC-LZ10-Konstrukt. Mit dem im vorherigen Abschnitt
vorgestellten Konstrukt war es moglich zu zeigen, dass das N-terminale Ende der D. mela-
nogaster Kinesin Superhelix nicht homogen mit einer weiteren Superhelix fortgesetzt wer-
den kann. Vielmehr wirkt der Ort des Schnittpunktes destabilisierend auf die angefiigte
Superhelix. Die interessante Frage, wie weit und wie stark diese Destabilisierung innerhalb
der angefiigten LZ11-Superhelix wirkt, konnte allerdings nicht beantwortet werden, unter
anderem deshalb, weil die Entfaltung des LZ11-DmKHC-Konstrukts sehr weit vom Gleich-
gewicht entfernt stattfindet. Eine Moglichkeit, die Faltung der DmKCH-Superhelix néher
an das thermodynamische Gleichgewicht zu fiihren, ist, sie C-terminal durch die LZ10-
Sequenz fortzusetzen (Abschnitt 3.2.2). Abbildung 3.10 b) zeigt schematisch die bereits
untersuchten LZ11-DmKHC und DmKHC-LZ10-Superhelices. In einem neuen Konstrukt
wurden diese so zusammengefiigt, dass sich die DmKHC-Sequenz zwischen den beiden LZ
Sequenzen befindet. Die ersten 2/3 der neuen Struktur sind also identisch mit dem LZ11-
DmKHC Konstrukt, wihrend die letzen 2/3 identisch mit dem DmKHC-LZ10-Konstrukt
sind. Die vollstandige Sequenz ist in Abbildung B.2 unter dem Namen LZ11-DmKHC-LZ10
zu finden. Abbildung 3.10 a) zeigt gemessene Vorwirts- und Riickwértskurven dieses Kon-
struktes. Man erkennt direkt, dass die Hysterese zwischen Vorwérts- und Riickwartskurven
von ~ 10kgT kleiner ist als die des LZ11-DmKHC-Konstruktes mit 25 kgT (vgl. gelbe
Flachen in Abbildungen 3.10 a) und 3.9 a)). Daher kann die in Abschnitt 2.3.1 vorgestellte
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Abbildung 3.10: a) Mittlere Entfaltungs- (schwarz) und Riickfaltungskurven (blau) des LZ11-
DmKHC-LZ10-Konstruktes bei einer Ziehgeschwindigkeit von 150 nm/s b) Schematische Struk-
turen der bereits untersuchten DmKHC-LZ10-und LZ11-DmKHC-Sequenzen Darunter ist die
schematische Struktur der aus beiden zusammengefiigten LZ11-DmKHC-LZ10-Superhelix zu se-
hen. Die Energielandschaft der LZ11-DmKHC-LZ10-Sequenz (blau und rot) lésst sich aus den
schon bekannten Energielandschaften der LZ11-DmKHC-Sequenz (blau) und der DmKHC-LZ10-
Sequenz (rot) reproduzieren, die aus anschaulichen Griinden um 60 kpT nach oben verschoben
gezeigt sind.

Gleichgewichtstheorie zur Beschreibung der Daten herangezogen werden.

Die Energielandschaft des DmKHC-LZ10-Konstruktes konnte bereits sehr exakt ver-
messen werden (Abschnitt 3.2.2 und ist nochmal in Abbildung 3.10 b) rot gezeigt. Die
Energielandschaft des LZ11-DmKHC-Konstruktes konnte in Abschnitt 3.8 jedoch nur teil-
weise ermittelt werden. Sie ist in Abbildung 3.10 blau gezeigt. Es ergab sich ein Energie-
minimum an der Schnittstelle zwischen der LZ11- und der DmKHC-Sequenz (roter Punkt
in Abbildung 3.10 b)), dessen absolute Hohe aber nicht exakt ermittelt werden konnte.
Die nachfolgende Barriere konnte allerdings bestimmt werden und sie war identisch mit
der im DmKHC-LZ10-Konstrukt an der selben relativen Position gefundenen Barriere (vio-
lett hervorgehoben). Fiigt man nun die beiden kiirzeren Konstrukte in der vorgestellten
Art zusammen, ist es nahe liegend anzunehmen, dass sich die Energielandschaften an der
violett hervorgehobenen Stelle homogen fortsetzen lassen. Innerhalb der Gleichgewichts-
theorie haben die relativen Positionen der Energieminima (Punkte in Abbildung 3.10 b))
sehr groflen Einfluss auf die sich ergebende Kraft-Abstandskurve, wiahrend die Barrie-
renhohen nur geringen Einfluss haben. Alle durch griine Punkte in Abbildung 3.10 b)
markierten Energieminima konnten durch die vorherigen Messungen exakt bestimmt wer-
den, nur das Minimum an der Position der helixbrechenden Sequenz (roter Punkt) konnte
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nicht exakt bestimmt werden. In Abbildung 3.10 a) ist in rot die sich fiir die gezeigte
Energielandschaft ergebende Kraft-Abstandskurve eingezeichnet. Als einziger freier Para-
meter wurde die Hohe des Minimums, das durch die helixbrechende Position gegeben ist
(roter Punkt in Abbildung 3.10 b) gewé#hlt. Mit dem Wert von 33.5 + 2kgT kommt die
rote theoretische Kurve zwischen den Vorwérts- und Riickwértskurven zu liegen. Der zu
erwartende Wert an dieser Position fiir die LZ11-Superhelix ist 40.2 kgT'. (Tabelle 2.1).
Es ergibt sich also eine energetische Destabilisierung durch das helixbrechende N-terminale
Ende der DmKHC-Sequenz von 6.8k5T. Zum Vergleich ist in Abbildung 3.10 a) in grau
noch die Kraft-Abstandskurve angegeben, die sich fiir eine Energielandschaft errechnet,
die keinen Zwischenzustand an der helixbrechenden Position aufweist (grau gestrichelte
Energielandschaft in Abbildung 3.10 b)). Eine solche Energielandschaft wiirde, wie bereits
in Abschnitt 3.8 diskutiert, zu einer Stabilisierung des Zwischenzustands (2) bis auf ca. 16
pN fiihren, was deutlich iiber den gemessenen Vorwéartskurven liegt.

Fiir die Auswertung der dargestellten, gemittelten Kraft-Abstandskurven ist anzumer-
ken, dass nur 45% der gemessenen Vorwérts- und Riickwirtskurven in die Auswertung
eingingen. Die restlichen Kraft-Abstandskurven zeigten nicht reproduzierbare Muster,
mit Konturlingenzuwéchsen L) — L(;) die auf nicht vollstindig gefaltete Strukturen
hinweisen. Bei langsamen Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s lassen sich die einzelnen
Kraft-Abstandskurven nach dem in Abbildung 3.10 gezeigten Muster auswéhlen, bei
hoheren Geschwindigkeiten wird dies zunehmend schwieriger. Daher ist das vorgestellte
Konstrukt fiir eine weitere Untersuchung bei hoheren Geschwindigkeiten nicht geeignet.

Die vorgestellten Messungen konnten zeigen, dass sich das N-terminale Ende der
DmKHC-Superhelix nicht homogen durch eine weitere Superhelix fortsetzen ldsst. Die
Strukturdaten einer homologen Superhelix aus dem Kinesin der Ratte ergaben, dass sich
an ihrem N-Terminus helixbrechende Motive befinden, die sehr wahrscheinlich in der hier
untersuchten Superhelix zumindest teilweise erhalten sind. Es konnte gezeigt werden, dass
dies eine lokale Destabilisierung der Superhelix um 6.8 + 2kgT zur Folge hat. Allerdings
zeigen die hier gewahlten Superhelices mehrere Nachteile auf. So kann nur eine Obergrenze
von fiinf Windungen dafiir ermittelt werden, wie weit sich die destabilisierende Wirkung der
helixbrechenden Windung in N-terminaler Richtung fortsetzt. Auflerdem ergaben sich bei
der LZ11-DmKHC-LZ10-Superhelix in 55% der Fille Fehlfaltungen, die eine Auswertung
erschweren. Daher wire eine systematische Untersuchung der helixbrechenden Motive, in
einer geeigneteren ,, Tragersuperhelix“ wiinschenswert. Diese Tragersuperhelix sollte nicht
repetitiv sein, um Fehlfaltungen zu vermeiden. Auflerdem sollte sie geniigend lang sein
und moglichst schnell falten, um eine Unterscheidung der Zwischenzustinde und damit
auch ein Auflésen der mit den helixbrechenden Motiven verbundenen Barrierenbreiten zu
erleichtern.

3.2.5 Diskussion und Zusammenfassung

Die in diesem Kapitel vorgestellten Messungen ergeben, dass die mittleren Entfaltungs-
kréifte der Halssuperhelix des D. melanogaster Kinesins bei 12 pN liegen, wenn diese an
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ihrem N-terminalen Ende mit Ziehgeschwindigkeiten von 150 nm/s mechanisch belastet
wird (Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2). Sind beide Motorkopfe des Kinesins gleichzeitig an
den Mikrotubulus gebunden, berechneten Hyeon et al. aus Strukturdaten eine lateral
auf die Halssuperhelix wirkende Kraft von 12-15 pN [133]. Dies ist auf den ersten Blick
iitberraschend, da eine Vielzahl von Experimenten die Notwendigkeit fiir ein Aufwinden
der Halssuperhelix bei den einzelnen Motorschritten ausschlieft (siehe Abschnitt 3.1.3).
Allerdings zeigen die Messungen dieses Kapitels, dass die Entfaltung der Halssuperhelix
entfernt vom thermischen Gleichgewicht stattfindet. Fiir kurze Belastungszeiten, wie man
sie fiir einen Motor erwartet, der sich ohne Last und unter séttigenden ATP Konzentra-
tionen fortbewegt [134][135], kann die D. melanogaster Halssuperhelix hoheren Kriften
standhalten. Auflerdem muss fiir eine Vergleichbarkeit der hier ermittelten Kréifte mit den
im Motor auftretenden die Konturldange der entropischen Kette beriicksichtigt werden, die
N-terminal auf die Halssuperhelix folgt. Im Motor ist sie hauptsachlich durch den Neck-
linker gegeben und wird von Hyeon et al. auf 5.7 nm geschétzt. Der bis auf eine Kraft
von 12 pN gedehnte Necklinker besitzt daher nur eine Energie von etwa 4 kpT. Da fiir
ein Auftrennen der Halssuperhelix aber eine Energie von 15 kgT benétigt wird, erscheint
dies unwahrscheinlich. Allerdings kann mit obigen Abschétzungen ein Entwinden der Hals-
superhelix nicht mehr ausgeschlossen werden, wenn sich der Motor langsam bewegt und
eine Last transportiert, die eine zusétzliche, parallel zur Superhelixachse wirkende Kraft
ausiibt. Dies kdnnte auch die geringere Prozessivitdat von Kinesinmutanten erkléaren, deren
Halssuperhelix nicht aufschmelzen kann [101].

Die Messungen an der DmKHC-Superhelix (Abschnitt 3.2.1) ergaben als Gleich-
gewichtsenergie, die zum Auftrennen der Struktur aufgewendet werden muss, 15.5+4kgT.
Dies steht in sehr guter Ubereinstimmung mit Ensemblestudien an vergleichbaren Sequen-
zen (beispielsweise der Sequenz K2 in [129]). Daher ist die mittlere Entfaltungskraft,
die vergleichbar mit der der stabileren LZ10-Superhelix ist, {iberraschend. Dies ist dar-
auf zuriickzufiihren, dass die Entfaltung der DmKHC-Superhelix bei den hier gemessenen,
physiologisch relevanten Zeitskalen, nicht im Gleichgewicht stattfindet. Eine Abschétzung
der Entfaltungskrifte nur mit Hilfe von Gleichgewichtsenergien ist fiir diese Struktur also
problematisch.

Eine genaue Analyse der Superhelixstruktur zeigt, dass sich diese in zwei Hélften un-
terteilen ldsst [128]. Dabei weist die N-terminale Hélfte (Segment I) fiir Superhelices
untypische Faltungsmotive auf (Abschnitt 3.1.4), wiahrend die C-terminale Hilfte (Seg-
ment II) ein fiir Superhelices typisches Heptadenmuster zeigt. Die kraftspektroskopischen
Messungen am DmKHC-LZ10-Konstrukt konnten diese Einteilung bestétigen (Abschnitt
3.2.2). Es zeigt sich, dass durch C-terminales Anfiigen der konservativen LZ10-Superhelix
das Segment II stabilisiert wurde und sich so ein beobachtbarer Zwischenzustand an der
Grenze zwischen Segment I und II auflésen ldsst. Dieser Zwischenzustand kann aller-
dings in der kiirzeren, unveranderten DmKHC-Sequenz nicht direkt aufgelost werden [116].
Zuséatzlich zeigt das DmKHC-LZ10-Konstrukt, dass bei der Entfaltung des Segments I die
zu iiberwindende Barriere nur etwa eine Heptade vom N-terminalen Ende entfernt liegt.
Das bedeutet, dass durch ein Entfalten der untypischen, N-terminalen Heptade, die das
Motiv eines hydrophoben Mantels aufzeigt, das gesamte Segment I kooperativ aufbricht.
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Wihrend also die erste Heptade die Struktur stabilisiert, hat die folgende ,, EKEK“-Sequenz
der zweiten Heptade eine destabilisierende Wirkung auf die Superhelix.

In Abschnitt 3.2.3 konnten die Stabilitdten einzelner, aus der DmKHC-Sequenz ent-
nommener Heptaden in der Umgebung der LZ26-Superhelix aufgeldst werden. Fiigt man
die , EKEK*“-Sequenz in die L.Z26-Superhelix ein, so ergibt sich eine lokale Destabilisierung
um -11 kg7, wihrend ein N-terminales Anfiigen des hydrophoben Mantels an die LZ25-
Sequenz zu einer Stabilisierung von 10 kg7’ fithrt. Durch eine einfache Summation der
fiir die beiden Abschnitte ermittelten Gleichgewichtsenergien kann aber die Energie von
14 kgT, die zum Entfalten des nativen Segments I bendétigt wird, nicht erkldrt werden.
Ein Grund ist in den komplexen Wechselwirkungen innerhalb des Segments I zu sehen,
was auch erklart warum dieses Segment in allen Kinesinen aus Tieren kaum Mutationen
aufweist.

Auch zeigen die Messungen an den EKEK-LZ26-und dem DmKHC-LZ10-Konstrukt,
dass im Faltungspfad der Superhelix an der Position der ,EKEK“-Sequenz eine Barriere
auftritt. Diese Barriere ist in beiden Konstrukten gleich, es ist daher nahe liegend anzuneh-
men, dass sich auch im unverinderten DmKHC-Konstrukt an dieser Position eine solche
Barriere befindet. Diese Sequenz wirkt nicht nur destabilisierend auf die Superhelix, sie
fithrt auch zu einer langsameren, zum Nichtgleichgewicht verschobenen Faltung an dieser
Position.

Der N-Terminus der D. melanogaster Halssuperhelix weist zusétzlich helixbrechende
Motive auf, die ein Fortschreiten der Superhelix verhindern. Messungen an dem LZ11-
DmKHC-Konstrukt, bei welchem dieses helixbrechende Motiv N-terminal, durch die LZ11-
Superhelix fortgesetzt wurde ergeben, dass dies nicht homogen moglich ist. Diese Messun-
gen zeigen, dass die Kraftspektroskopie ein geeignetes Werkzeug darstellt, um die Eigen-
schaften helixbrechender Motive lokal zu untersuchen. Es ergibt sich eine lokale Destabi-
lisierung der nachfolgenden LZ11-Superhelix um 6.8 kg7'. Helixbrechende Motive werden
auch am C-terminalen Ende der DmKHC-Halssequenz erwartet [128]. Allerdings zeigen
die Messungen an der DmKHC-LZ10-Sequenz, dass sich die D. melanogaster Superhelix
C-terminal durch eine LZ10-Superhelix homogen fortsetzen lasst. Das Tryptophan W370
allein zeigt also in dieser Umgebung keine auflésbaren, helixbrechenden Eigenschaften [128].
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3.3 Mechanisches Entwinden der Neurospora crassa
Halssuperhelix

3.3.1 Einleitung

Die konventionellen Kinesine verschiedener Organismen zeigen Ahnlichkeiten in ihrer Ami-
nosauresequenz. So haben Kinesine aus Pilzen eine Sequenzhomologie zu Kinesinen aus
Saugetieren von 30%, wihrend die Sequenzhomologie innerhalb der einzelnen Gruppen
hoher liegt [136]. Es ist daher nicht erstaunlich, dass auch die gefalteten Proteinstruktu-
ren dhnlich aufgebaut sind [137]. Dennoch gibt es deutliche Unterschiede zwischen diesen
Kinesinen, so wurde bisher bei Kinesin aus Pilzen noch keine ,leichten Ketten“ gefunden.
Auch unterscheiden sie sich in ihrer in vitro gemessenen Geschwindigkeit. Dabei sind die
Kinesine aus Pilzen mit Geschwindigkeiten von etwa 2 ym/s um das 3-fache schneller und
zudem mit Lauflingen von ca. 2um etwa doppelt so prozessiv wie humanes Kinesin [138].
Diese Eigenschaften kénnen dabei auch durch Mutationen im Hinge-Bereich beeinflusst
werden [139]. Uberraschenderweise fand man, dass im Gegensatz zu D. melanogaster Ki-
nesin [106][103] die Halssuperhelix des N. crassa Kinesins allein nicht ausreicht, um den
Motor zu dimerisieren [122]. Erst durch Anfiigen von 16 weiteren Aminosiduren aus der
Hingeregion, erhélt man dimere Motoren. Kallipolitou et al. zeigten zusétzlich, dass die
Halssuperhelix allein, nur bei pH-Werten unter 4.5 die fiir Superhelices typischen CD-
Spektren aufweist. Durch das Einfiigen einer Cystein-Briicke kann das fiir Superhelices
typische CD-Spektrum auch bei pH 7 beobachtet werden [123]. Die mit der Entfaltung der
Halssuperhelix verbundenen Gleichgewichtsenergien miissen daher sehr klein sein. Diese
Erkenntnis fiihrte zu mehreren Modellen, in denen die Halsregion eine steuernde Funktion
iitbernimmt. So wurde fiir die Motorenschritte ein Entwinden der Helix angenommen, was
durch Cystein-Mutanten aber in Frage gestellt wird (siche Abschnitt 3.1.3). Auch wurde
ein Modell vorgeschlagen, das die Inaktivierung eines Motors, der keine Last tréigt, durch
ein Entfalten der Halssuperhelix erklart [140]. Das Entfalten der Halssuperhelix wird in
diesem Modell durch Interaktion mit dem lastenbindenden ,, Tail“ hervorgerufen.

Im folgenden Abschnitt werden Messungen vorgestellt, die die mechanische Stabilitat
der Halssuperhelix des Neurospora crassa Kinesins und die Stabilisierung der Superhelix
durch die Hingeregion untersuchen.

3.3.2 Messungen an der Neurospora crassa Halssuperhelix

Die Sequenzen der Halssuperhelices aus N. crassa und D. melanogaster zeigen deutliche
Unterschiede. Wéhrend bei der D. melanogaster Superhelix die a- und d-Positionen der
ersten zwei Heptaden von untypischen Aminoséduren belegt sind, befinden sich an diesen
Positionen in der N. crassa Sequenz nur hydrophobe Aminoséduren. Die Sequenz ist in
Abbildung 3.11 a) in griin gezeigt. Um die mechanische Stabilitat der N. crassa Super-
helix ohne und mit angefiigtem Hingebereich zu untersuchen, wurden diese an die bereits
untersuchte LZ11-Superhelix, unter Beriicksichtigung des Heptadenschemas, angefiigt. Die
C-terminalen Teile der sich ergebenden Sequenzen sind in Abbildung 3.11 a) gezeigt, die
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Abbildung 3.11: a) Sequenzausschnitt der gemessenen LZ11-Nkin und LZ11-NKIN-H Kon-
strukte. Der letzte Teil der LZ11-Sequenz ist in blau, die NKin-Sequenz ist in griin gezeigt.
Vorwiérts- und Riickwértskurven bei Ziehgeschwindigkeiten von 100 nm/s am b) LZ11-NKin und
¢) LZ11-NKin-H Konstrukt. d) Energielandschaft zur Simulation der in b) und ¢) in rot gezeigten
Kraft-Abstands-Kurven.

gesamten Sequenzen finden sich in Abbildung B.2. Im Gegensatz zur D. melanogaster
Superhelix findet sich in der N. crassa Sequenz ein Prolin (P) als Helix terminierende
Aminosdure an einer a-Position ihres N-terminalen Endes. Im LZ11-NKin-Konstrukt wur-
de daher die N. crassa Sequenz direkt ab der auf das Prolin folgenden b-Position an die
LZ11-Sequenz angefiigt (Abbildung 3.11 a)). Die kraftspektroskopischen Untersuchungen
an dem Konstrukt ohne nachfolgender Hingeregion sind in Abbildung 3.11 b) und mit
nachfolgender Hingeregion in Abbildung 3.11 ¢) gezeigt. Die Kraft-Abstandskurven wur-
den fiir bessere Vergleichbarkeit bei Ziehgeschwindigkeiten von 100 nm/s ermittelt. Fiir
den gesamten Konturlingenzuwachs L3y — L1y beider Konstrukte ergibt sich der fiir 20
gefaltete Windungen zu erwartende Wert. Dies zeigt, zusammen mit den CD-Spektren
(Anhang A), dass die Konstrukte in der korrekt gefalteten Form vorliegen. Die in schwarz
eingeférbten Vorwirtskurven beider Konstrukte zeigen einen stabilen Zwischenzustand (2),
der sich wieder auf das bekannte, destabilisierend wirkende Asparagin (N) in der fiinften
Windung der LZ11-Superhelix zuriickfithren lasst (Abbildung 3.11 b) und c)). Analog zu
den LZ18-und LZ26-Konstrukten (Kapitel 2) stabilisiert die angefiigte N. crassa Sequenz
den Zwischenzustand (2), was an den erst bei 13 pN vom Verlauf der WLC-Kurve (2)
abweichenden Kréften deutlich wird. Beide Konstrukte sollten sich also durch folgendes
kinetisches Schema mit nur einem Zwischenzustand (2) zwischen vollig gefalteten Zustand
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(1) und véllig entfaltetem Zustand (3) beschreiben lassen?.

5% kL)
(1) (2) (3) (3.4)
kS kS

Die zu diesem Schema passende Energielandschaft ist in Abbildung 3.11 d) gezeigt. Der
Ubergang (1) = (2) fithrt in den Kraft-Abstandskurven beider Konstrukte zu einem Kraft-
plateau bei 12 pN, wie es auch bei den LZ18-und LZ26-Konstrukten auftritt. Daher er-
geben sich fiir die ersten fiinf Windungen der Energielandschaft dieselben Parameter mit
denen auch die LZ-Konstrukte simuliert wurden (vgl Abbildung 2.6). Bei der Simulati-
on der Kraft-Abstandskurven zwischen den Zustédnden (2) und (3) ergibt sich die beste
Ubereinstimmung mit den Daten fiir die in Abbildung 3.11 d) gezeigten Barrieren. Dabei
beschreibt die Faltungsbarriere AGY = 8kpT die blauen Riickfaltungskurven in Abbil-
dung 3.11 b) und c) vollstédndig. Die Simulation der Konstrukte mit und ohne angefiigte
Hingeregion, wurde mit derselben in Abbildung 3.11 d) gezeigten Energielandschaft durch-
gefithrt. Das bedeutet, dass ein Anfiigen der Hingeregion zu keiner messbaren Anderung
der Entfaltungsbarriere AG%) oder der Riickfaltungsbarriere AGY) fiihrt und daher auch
keine Erh6hung der Gleichgewichtsenergie aufzulésen ist [122].

3.3.3 Diskussion und Zusammenfassung

Aus der gezeigten Energielandschaft lassen sich die Gleichgewichtsenergien der N. crassa
Superhelix ohne angefiigte LZ-Sequenzen abschétzen: Der energetische Beitrag der ersten
11 Windungen der LZ11-Superhelix ist bereits aus fritheren Messungen bekannt und be-
tragt etwa 40 kg7 (siehe roter Kreis in Abbildung 3.11 d) und Tabelle 2.1). Denkt man
sich nun die N. crassa Superhelix alleine, so sollte sie mit der Energielandschaft ab der
11ten Windung beschrieben werden konnen. Sie wére also durch ein Zweizustandssystem
mit einer ca. 12 kgT hohen Entfaltungsbarriere zu beschreiben und wiirde eine nur sehr
geringe Gleichgewichtsenergie von ca. 4 kgT aufweisen. Diese ist gegeben durch die Ener-
giedifferenz zwischen dem griinen Punkt des Zustands (3) in Abbildung 3.11 d) und dem
in rot gezeigtem Kreis. Diese Abschétzung deckt sich sehr gut mit der Beobachtung, dass
bei physiologischen pH die N. crassa Sequenz alleine nicht als Superhelix vorliegt [122].
Die mit dieser Schétzung fiir die allein stehende N. crassa Superhelix im Gleichgewicht
zu erwartenden, mittleren Entfaltungskréafte ladgen bei sehr niedrigen 4 pN. Da aber die
Entfaltung der LZ11-NKin-Konstrukte bei physiologisch relevanten Zeitskalen sehr weit
vom Gleichgewicht entfernt ist, ist diese Abschédtzung problematisch. So kann der Ort
der Energiebarriere, der in Abbildung 3.11 d) an Position 13 zu finden ist, nur mit einem
Fehler von + 2 Windungen angegeben werden. Es ist also theoretisch mdoglich, dass in
der N. crassa Superhelix die Entfaltungsbarriere sehr nahe am N-Terminus liegt und so
im Nichtgleichgewicht zu hohen Entfaltungskréiften fiihrt. Um dies zu iiberpriifen, wur-
den direkte Messungen an der Halssuperhelix des N. crassa Kinesins mit einem Teil der

’Die Daten konnen auch mit komplexeren, weitere Zwischenzustéinde beinhaltenden kinetischen Mo-
dellen beschrieben werden [80].
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Hingeregion durchgefiihrt. Die Aminosduresequenz ist in Abbildung 3.12 a) zu sehen, die
schematische Struktur in Abbildung 3.12 b). Abbildung 3.12 c¢) zeigt eine Messung an
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Abbildung 3.12: a) Sequenz der Halssuperhelix des N. crassa Kinesins. In der 9ten Win-
dung wurde ein Cystein eingefiigt. b) Schematische Struktur der NKin-H-Superhelix. c¢) Kraft-
Abstandskurve eines einzelnen Molekiils, in griin sind zwei ddFLN4 Entfaltungen gezeigt. d)
Gemittelte Vorwérts- (schwarz) und Riickwértskurve (blau) des Molekiils.

einem Molekiil. Die beiden in griin gezeigten Entfaltungsereignisse der ddFLN4 Doméne
zeigen, dass im gemessenen Molekiil eine laterale Kraft auf die Superhelix wirkt. Den-
noch zeigen die gemittelten Vorwérts- und Riickwértskurven (Abbildung 3.12 d)) keine
auflosbaren, mittleren Entfaltungskrifte, die gréfler als 4 pN sind. Eine Ursache konnte
sein, dass die mittlere Entfaltung bei Kréften, die kleiner als 4 pN sind stattfindet und des
Weiteren, dass die Riickfaltung der Superhelix nicht gegen Kréfte von 4 pN stattfinden
kann. Durch Mittelung einzelner, ausgewéhlter Zyklen, die ein Entfaltungsereignis zeigen,
kann eine Obergrenze fiir die mittlere Kraft der Superhelixentfaltung angegeben werden.
Dies ist im Inset in Abbildung 3.12 c) gezeigt, maximal auftretende Krifte der Entfaltung
liegen danach bei ca. 7 pN. Diese Superhelix ist also thermodynamisch sehr unstabil. Dies
unterstiitzt Motormodelle, die eine flexible Halssuperhelix voraussetzten. Diese Modelle
konnen die gemessene Verringerung der Kinesingeschwindigkeit unter Last erkldren, die in
Motoren auftritt, deren Halsregion durch eine sehr stabile Superhelix ersetzt wurde [124].

Die LZ11-NKin-Konstrukte zeigen dariiber hinaus, dass sich die N.crassa-Sequenz ho-
mogen an die LZ11-Superhelix anfiigen lasst, d.h am Ort des Schnittpunktes beider Se-
quenzen bildet sich kein energetisches Minimum. Bis auf das Prolin, das in dem zusam-
mengefiigten Konstrukt weggelassen wurde, weist der N-Terminus der N. crassa Superhelix
also keine weiteren Helix-terminierenden Figenschaften auf.
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3.4 Ausblick

Im Gegensatz zur Superhelix des D. melanogaster Kinesins kann die Schrittweite dime-
rer Myosin VI Motoren nur durch eine flexible Halsregion erkliart werden [127]. Dieser
,proximal Tail“ zeigt in Vorhersageprogrammen nur geringe Wahrscheinlichkeiten fiir ei-
ne superhelikale Struktur. Mit der hier gezeigten Methode ist man in der Lage, dies zu
tiberpriifen. Abbildung 3.13 b) zeigt die Sequenz des LZ11-MyosinVI Konstruktes, in dem
an die bereits untersuchte LZ11-Sequenz der N-terminale , proximal Tail“ des Myosins
VI aus Sus scrofa angefiigt wurde. Darunter ist die Wahrscheinlichkeit angegeben, die
a) * b)

Yrovs, ASRMKOLEQKVEELLOKNYHLEQEVARLEKQLVGELEQKY NEWV v
*W ad ad ad ad ad ad ad ad ad ad

Lz11 myosin vI |

° 2 4 L] L] 19 12 14 1% 18 20
Windungen

Abbildung 3.13: a) Mittlere Kraft-Abstandskurven des LZ11-MyosinVI Konstruktes, in rot ist
die Gleichgewichtskurve gezeigt, die sich ergibt, wenn fiir alle MyosinVI Windungen Fgy = 0
kpT angenommen wird. b) Sequenz des LZ11-MyosinVI Konstruktes. Die Myosin VI Sequenz
ist aus Sus scrofa ab Aminosidure 844 entnommen. c) Superhelixvorhersage mit dem Algorithmus
von Lupas [104], die Myosin VI Sequenz liegt wahrscheinlich nicht als Superhelix vor.

Sequenz als Superhelix vorzufinden [104]. Kraftspektroskopische Messungen an diesem
Konstrukt (Abbildung 3.13 a)) zeigen keine deutliche Stabilisierung der LZ11-Sequenz, die
Kraftkurven verhalten sich analog zu Konstrukten, bei denen unstrukturierte Aminoséduren
an die LZ11-Sequenz addiert wurden (vgl. LZ11-H6T Sequenz in Abbildung 2.15). Die
Messungen unterstiitzen also die Aussage, dass der ,proximal Tail* nicht als Superhelix
vorliegt. Eine direkte kraftspektroskopische Uberpriifung mit der besseren Kraftauflosung
der optischen Pinzette an nativen Konstrukten ohne die LZ Sequenzen wire aber fiir solche
Fragestellungen von Vorteil.






Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Auflosungsvermogen der Kraftmikroskopie
ausreichend ist, um die lokalen, mechanischen Stabilitdten von Superhelices zu studieren.
Dies legt die Grundlage fiir die Beantwortung weiterer Fragen der Proteinfaltung. So
konnte die lokale Anderung der mechanischen Stabilitit einer Superhelix gemessen werden,
die sich durch Austauschen einer hydrophilen durch eine hydrophobe Aminoséure ergibt.
Durch gezielte Mutation der Restgruppe einer Aminosaure konnte diese Methode verfeinert
werden. Auf diese Weise konnte die mechanische Stabilitéit einzelner Wasserstoff- oder
Salzbriicken gemessen werden.

Die direkte Auflosbarkeit der lokalen Reichweite einzelner Defekte in einer Superhelix
stellt einen Vorteil der Kraftspektroskopie gegeniiber den klassischen Ensemblestudien dar.
Somit ermoglicht es die Kraftspektroskopie, systematisch die Reichweite helixterminieren-
der Wechselwirkungen in C- und N-terminaler Richtung zu studieren. Auch lésst sich die
GroBle von Faltungskeimen direkt vermessen, in diesem Zusammenhang wére ihre minimal
mogliche Grofle, oder die mechanischen Eigenschaften so genannter , Triggersequenzen®
[141] von Interesse.

Von physikalischem Interesse ist die Temperaturabhéngigkeit der, den einzelnen Win-
dungen zugeordneten Gleichgewichtsenergien Fsy. Diese Energien setzen sich aus einer
Vielzahl enthalpischer und entropischer Beitrdge zusammen, die unterschiedlich von der
Temperatur abhingen sollten. So konnten durch temperaturabhéngige Messungen die
Energien Esy weiter differenziert werden.

Neben anderen zukiinftigen Messungen, die in den einzelnen Abschnitten vorgeschlagen
wurden, konnen durch die Kraftspektroskopie auch eine Vielzahl weiterer superhelikaler
Strukturen untersucht werden. Interessant sind in diesem Zusammenhang Proteine, die
bei der Fusion von Membranen beteiligt sind, wie die SNARE-Komplexe [142] oder der
HIV-gp41 Komplex [143]. Auch Messungen an Intermedidrfilamenten, die mechanischen
Kréften ausgesetzt sind, konnen Aussagen iiber deren Stabilitat liefern [144].

Fiir Superhelices, die sehr unstabil sind, wie beispielsweise die Halssuperhelix des N.
crassa Kinesins, ist aber die vorgestellte Messmethode bereits an ihrer Auflosungsgrenze.
Hier waren Kraftmikroskope mit Blattfedern héherer Kraftauflosung wiinschenswert. Auch
wird die Verwendung optischer Pinzetten zum mechanischen Auftrennen von Superhelices
hier tiefergehende Erkenntnisse liefern.






Anhang A

CD-Spektroskopie an Superhelices

In dieser Arbeit wurden verschiedene, artifizelle Superhelices erzeugt und kraftspektrosko-
pisch untersucht. Da die Konturlangenzuwéchse und die spezifischen Kraftfluktuationen,
die mit dem mechanischen Auftrennen der Superhelices verbunden sind, sehr gut durch
die jeweiligen Aminosduresequenzen erkliart werden konnten, lédsst sich allein durch die
Kraftspektroskopie schon auf die korrekte Faltung der Superhelices schliefen. Eine weitere
komplementidre Methode, mit der eine Aussage iiber die Struktur von Proteinen getrof-
fen werden kann ist die CD-Spektroskopie. Superhelices zeigen ein typisches Spektrum,
das bereits sehr gut untersucht ist [129]. Abbildung A.1 zeigt die CD-Spektren der LZ26,
LZ11-DmKHC und der DmKHC-LZ10-Superhelices, die in dieser Arbeit kraftspektrosko-
pisch untersucht wurden. Die Spektren wurden an Losungen mit verschiedenen Superhe-
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Abbildung A.1: CD-Spektren der a) LZ26, b) LZ11-DmKHC und ¢) DmKHC-LZ10-Konstrukte
bei verschiedenen Konzentrationen. Die Elliptizitit des Minima bei 222 nm ist fiir die jeweiligen
Konstrukte im Inset in Abhingigkeit von der Konzentration gezeigt.

lixkonzentrationen gemessen, die absoluten Werte der Elliptizitdt ©, hingen dabei linear
von der Konzentration ab (Anhang B.2.2). Erkennbar ist dies an den jeweiligen Insets,
die die Elliptizitdt bei einer Wellenlénge von A = 222 nm in Abhéngigkeit der Superhe-
lixkonzentration zeigen. Um die Spektren der verschiedenen Superhelices vergleichbar zu
halten, konnen sie mit Formel B.6 auf die mittlere Molmasse der einzelnen Aminoséduren
(MRW) und die Konzentration der Superhelices in der gemessenen Losung geeicht werden.



100 A. CD-Spektroskopie an Superhelices

Fithrt man dies fiir alle in Abbildung A.1 a) gezeigten Spektren durch und bildet bei jeder
Wellenlénge den Mittelwert aus den sechs Spektren, so erhélt man das in Abbildung A.2
schwarz gezeigte Spektrum der LZ26-Superhelix. Analog erhélt man aus Abbildung A.1 b)
und ¢) die in Abbildung A.2 griin und rot gezeigten Spektren. Alle Spektren zeigen zwei
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= DmKHC-LZ10
— LZ26

< -10000
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Abbildung A.2: Mittlere molare Elliptizitét [f5] pro Aminoséure von drei verschiedenen Su-
perhelices. In griin ist das Spektrum der LZ11-DmKHC, in rot das der DmKHC-LZ10 und in
schwarz das der LZ26-Superhelix gezeigt. Die Spektren zeigen die fiir Superhelices typische Form.

Minima bei A = 222 und A = 208 nm, die charakteristisch fiir dimere Superhelices sind.
Das Verhéltnis dieser Werte wird oft als Indikator der Superhelixbildung verwendet, wobei
Werte von [6a22]/[020s] = 1.05 fiir eine korrekt gefaltete Superhelix sprechen und Werte un-
ter [fa92]/[020s] =~ 0.96 fiir nicht superhelikal vorliegende a-Helices [129][122]. Bildet man
fiir die hier gezeigten Superhelices die Verhéltnisse der Minima, so ergeben sich die Wer-
te 1.09 (LZ26), 1.1 (DmKHC-LZ11) und 1.06 (LZ10-DmKHC), die fiir korrekt gefaltete
Superhelices zu erwarten sind.
Auflerdem lassen sich die absoluten [f595]-Werte fiir a-Helices beliebiger Lénge iiber

[0222] = [0555](1 — k/Naa) (A1)

theoretisch vorhersagen, wobei [055,] = 40000 [grad cm?dmol '] die molare Elliptizitit einer
unendlich langen a-Helix angibt, & = 4.6 eine von der Wellenldnge abhéngige Konstante
ist und Na4 die Anzahl der Aminosduren des Peptides darstellt [145][129]. Die dadurch
zu erwartenden Werte fiir die drei verschiedenen Superhelices liegen bei [fa92] & 38000.
Gemessen werden 44000 (LZ26), 37000 (DmKHC-LZ11) und 31000 (LZ10-DmKHC), nur
die DmKHC-LZ11-Superhelix zeigt also den zu erwartenden Wert. Die Messwerte hingen
dabei direkt von der Konzentration des gemessenen Peptides ab, die in dieser Arbeit iiber
die Absorbtion von Licht der Wellenléinge A = 280 nm ermittelt wurde. Die Abschitzung
der dafiir notwendigen Extinktionskoeffizienten ist insbesondere fiir die LZ26-Sequenz feh-
lerbehaftet, da diese kein Tryptophan (W) beinhaltet [146]. Fiir eine genaue Bestimmung
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des a-helikalen Anteils, wére eine exakte Messung der Konzentration nétig. Vor allem fiir
das LZ11-DmKHC-Konstrukt kéonnten damit Aussagen iiber die Struktur der N-terminal
nach den helixbrechenden Motiven folgenden LZ11-Superhelix gegeben werden [129].

Mit Zerstorung der Sekundéarstruktur durch thermische oder chemische Denaturation
verschwindet auch das CD-Signal. Somit kann durch Detektion der Elliptizitit bei 222 nm
in Abhéngigkeit der Temperatur oder eines GAnHCL-Gradienten die Gleichgewichtsener-
gie des Proteins bestimmt werden. Abbildung A.3 a) zeigt das CD-Signal bei 222 nm in
Abhéngigkeit der Temperatur fiir das LZ26-Konstrukt. Ohne zusétzliches chemisches De-
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Abbildung A.3: Thermische Denaturierungskurven der a) LZ26 und c¢) LZ11-DmKHC-
Superhelix. Die Messungen wurden in PBS-Lésung mit verschiedenen Konzentrationen von Gd-
nHCL durchgefiihrt. Fiir Konzentrationen kleiner als 4M lassen sich die Superhelices nicht mehr
mit Temperaturen unter 100° aufschmelzen. b) Durch Extrapolation der Gleichgewichtsenergien
AGaos50 und d) der Schmelztemperaturen T, lassen sich diese bei OM Denaturant abschétzen.

naturant lésst sich die LZ26-Superhelix nicht mit Temperaturen, die kleiner als 100°C' sind
aufschmelzen. Selbst bei Zugabe von 7TM GdnHCL lasst sich die L.Z26-Superhelix nur mit
einer Temperatur von 7,, = 61°C denaturieren, wodurch die Gleichgewichtsenergie und
die mittlere Schmelztemperatur ohne Detergent nur noch durch Extrapolation bestimmt
werden kann. Die LZ11-DmKHC-Superhelix zeigt ein dhnliches Verhalten (Abbildung A.3
¢)). Durch Anpassen einer Schmelzkurve an die Daten [147][148] lassen sich die Werte fiir
T,, und AG9s5- bestimmen. Dabei ist anzumerken, dass als weiterer Parameter die Differenz
der Warmekapazititen zwischen gefalteten und entfaltetem Protein Ac, benétigt wird. Da
die verwendeten Superhelices einen hohen Schmelzpunkt haben, ist die Bestimmung dieses



102 A. CD-Spektroskopie an Superhelices

Wertes beispielsweise durch die , Differential Scanning Calorimetrie* (DSC) schwierig. Ei-
ne empirische Abschétzung, wie sie hier verwendet wurde [149], ist mit einem groBen Fehler
behaftet, die exakte Bestimmung der Gleichgewichtsenergien AGsse ist also nicht moglich.
Die sich bei verschiedenen Konzentrationen von GdnHCL ergebenden Schmelzpunkte 75,
sind in Abbildung A.3 d), die abgeschétzten Gleichgewichtsenergien AGos. in Abbildung
A.3 Db) gezeigt. Durch Extrapolation der Schmelztemperaturen auf eine Konzentration von
OM GdnHCI erhélt man fiir die LZ26 und die LZ11-DmKHC-Superhelix T}, &~ 140°. Dies
entspricht dem zu erwartenden Wert fiir stabile Superhelices mit einer Lange von mehr als
10 Windungen [69].

Durch Extrapolation lassen sich auch die Gleichgewichtsenergien AGase bei OM Gd-
nHCL abschétzen. Die Werte von 60 kg1 (LZ26) und 50 kgT (LZ11-DmKHC) liegen
in der richtigen Gréflenordnung. Zusétzlich erkennt man, dass die LZ26-Sequenz eine
hohere Gleichgewichtsenergie als die LZ11-DmKHC-Sequenz aufweist. Die CD-Messungen
an diesen sehr stabilen Superhelices zeigen, dass sich die Methoden der Kraftspektroskopie
und der CD-Spektroskopie fiir die Bestimmung von Gleichgewichtsenergien hervorragend
ergidnzen. Fiir stabile bzw. sehr lange Superhelices ist die Kraftspektroskopie das geeigne-
tere Verfahren, wihrend fiir unstabile oder sehr kurze Superhelices die CD-Spektroskopie
von Vorteil ist.



Anhang B

Methoden und Materialien

B.1 Molekularbiologische Methoden

Samtliche Proteinkonstrukte fiir die Messungen zum Faltungsverhalten superhelikaler
Strukturen wurden im lehrstuhleigenen S1 Labor hergestellt. Im Folgenden wird ein
Uberblick iiber die verwendeten gentechnischen Methoden zum Design des Expressions-
vektors und das Vorgehen zur Expression und Aufreinigung der verschiedenen Proteinkon-
strukte gegeben. Auflerdem werden die Aminosduresequenzen der verwendeten Superheli-
ces zusammengefasst.

B.1.1 Gentechnische Methoden

Ziel war es, an die N-terminalen Enden einer Superhelix globuldre Doménen als
,» Triagerprotein® zu fusionieren. Als besonders geeignetes Trigerprotein erwiesen sich die
Doménen eins bis fiinf des kraftspektroskopisch sehr gut untersuchten aktinbindenden Pro-
teins Dictyostelium discoideum Filamin (ddFLN 1-5). Die DNA-Sequenz dieses Prote-
ins wurde freundlicherweise von Prof. Michael Schleicher (Adolf-Butenandt-Institut) zur
Verfiigung gestellt. Sie lag im Expressionsvektor pET28a(+) (Fa. Novagene) zwischen den
Schnittstellen Ncol und Xhol der ,Multiple Cloning Site* vor. Mit Hilfe des ,,Quickchange
Mutagenesis Kits“ (Fa. Stratagene) und speziell entworfenen Primern (Fa. Metabion)
wurde vor der Xhol Schnittstelle eine Nhel Schnittstelle eingefiigt. Alle in dieser Arbeit
kraftspektroskopisch in der ,, Unzippinggeometrie* untersuchten Superhelices (eine Zusam-
menfassung aller Sequenzen findet sich in Abbildung B.2) wurden zwischen diesen Nhel und
Xhol Schnittstellen eingebettet. Die Vektorkarte in Abbildung B.1 zeigt dies am Beispiel
der LZ26-Sequenz. Im einzelnen wurden zuerst die Sequenzen der Superhelices LZ10-und
LZ18 unter Vermeidung von repetetiven und GC- oder AT-reichen Sequenzabschnitten
und mit einer fiir den E.coli-Stamm optimierten Codon-Tabelle hergestellt (Fa. GeneArt)
und zwischen Nhel und Xhol Schnittstellen des pPCR-Script Amp Vektors geliefert. Der
pET28a(+)ddFLN1-5 Vektor sowie die pPCR-Script Vektoren wurden parallel durch Nhel
und Xhol Restriktionsenzyme geschnitten (Fa. NewEngland BioLabs) und die Endpro-
dukte durch Gelelektrophorese getrennt. Mit Hilfe des ,,Gel Extraction Kits* (Fa. Qiagen)
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Abbildung B.1: Vektorkarte des zur Expression benutzten pet28a(+) Vektors mit eingefiigtem
ddFLN1-5 und LZ26-Sequenzen

konnten der geschnittene pET28a(+)-ddFLN1-5 Vektor und die geschnittenen LZ10- und
LZ18-Sequenzen gewonnen werden. Unter Verwendung einer T4 Ligase (Fa. Roche) wurde
die LZ10- bzw. die LZ18-Sequenz in den pet28a(+)-ddFLN Vektor eingefiigt.

Zur Herstellung des LZ26-Konstruktes wurde mit dem ,,Quickchange Mutagenesis Kit*
jeweils eine Sacl Schnittstelle am Ende der LZ10-Sequenz und zu Beginn der LZ18-Sequenz
eingefiigt. Es wurde speziell diese Schnittstelle gew#hlt, da sie innerhalb des verwende-
ten Leserahmens die Aminoséduren Glutaminsdure (E) und Leucin (L) codiert, die sich
storungsfrei in die Superhelixheptade integrieren lassen. Die gewéhlte Position (343)
gewihrleistet auflerdem, dass in der codierten Aminosiuresequenz das Heptadenschema
nicht unterbrochen wird. Durch Ausschneiden der LZ18-Sequenz zwischen den Sacl und
Xhol Positionen und anschlieBendes Einfiigen in den pet28a(+)-ddFLN1-5-LZ10 Vektor
wurde das gewiinschte LZ26-Konstrukt gewonnen.

Die Mutationen, die das an einer a-Position codierte Asparagin (N) in der dritten Hep-
tade der LZ18-Sequenz und der siebten Heptade der LZ26-Sequenz in ein Valin (V) um-
codieren (rot markiert in den Sequenzen LZ18-N/V und LZ26-N/V in Abbildung B.2),
wurden mit dem ,,Quickchange Mutagenesis Kit*“ (Fa. Stratagene) durchgefiihrt.

Um weitere superhelikale Sequenzen zwischen zwei LZ10-Sequenzen einfiigen zu kénnen,
wurde im hinteren Drittel des LZ26-Abschnittes (an Position 267) mit dem ,,Quickchange
Mutagenesis Kit“ eine Mfel Schnittstelle eingebracht.(siehe Abbildung B.1) Diese Muta-
tion verdndert die codierte Aminosduresequenz nicht, da die Schnittstelle innerhalb des
verwendeten Leserahmens die Aminosduren Glutamin (Q) und Leucin (L) erzeugt, die so
in der Templatsequenz bereits vorkommen. Die einzufiigenden Sequenzen aus der Hals-
region des Drosophila melanogaster Kinesins (DmKHC), des Neurospora crassa Kinesins
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(NKin) und die synthetische, besonders stabile .. EIEALKA.. Sequenz (Stable) wurden zwi-
schen Sacl und Mfel Schnittstellen geliefert (Fa. GeneArt) und mit obigen Methoden in
den vorhandenen pET28a-ddFLN1-5-LZ26 Vektor eingefiigt. Die sich ergebenden Sequen-
zen (LZ-DmKHC-LZ, LZ-NKin-LZ und LZ-Stable-LZ) sind in Abbildung B.2 aufgefiihrt,
wobei die eingefiigten Sequenzen rot hervorgehoben sind.

Aus den LZ-DmKHC-LZ und LZ-NKin-LZ Konstrukten wurden durch das Einmutieren
eines Cysteins (C) mit direkt anschliefendem Stop-codon die Sequenzen LZ-DmKHC und
LZ-NKin gewonnen. Da dadurch der C-terminale His-Tag nicht mehr exprimiert wird,
wurde dieser am N-terminus vor der ddFLN1 Doméne angebracht. In Abbildung B.2 ist
dies durch ein N in der Spalte , Tag® gekennzeichnet. Ein C in dieser Spalte bedeutet, dass
direkt am Ende der Sequenz nach der Xhol Schnittstelle (die die Aminoséduren Leucin (L)
und Glutaminsdure (E) codiert) sechs Histidine (H) angefiigt sind.

Der von GeneArt gelieferte Vektor enthielt auflerdem Sequenzen, die die ersten 20 Ami-
nosduren der Drosophila melanogaster Kinesin-,Hinge“-region und der ,proximal tail“-
region des Myosins VI (Sus scrofa) codieren. Diese wurden mit Primern (Fa. Metabion),
die als Uberhang jeweils eine Sacl Schnittstelle und eine Xhol Schnittstelle aufweisen,
durch PCR (Taq DNA-Polymerase Fa. New England Biolabs) ampflifiziert und mit die-
sen Schnittstellen in den pET28 ddFLN1-5 LZ26 Vektor eingebracht. Die sich ergebenden
Sequenzen sind in Abbildung B.2 unter LZ10-H6T und LZ10-M6 aufgefiihrt. Um die ,,Hin-
geregion“ des LZ10-H6T Konstruktes zu verkiirzen, wurde mit Hilfe des ,,Quick Change
Mutagenesis Kits“ ein Cystein (C) mit direkt folgendem Stop-Codon in diese eingebracht
(Sequenz LZ10-H3T in Abbildung B.2).

Mit Hilfe des ,Phusion Site Directed Mutagenesis Kits* (Fa. Finnzymes) kann eine
Deletion beliebig langer Sequenzabschnitte durch PCR erreicht werden. Wahlt man am 5’
Ende phosphorylierte PCR-Primer, kann der Vektor sofort nach der PCR durch eine Ligase
wieder cyclisiert und transformiert werden. Mit dieser Prozedur wurden die ersten fiinf
Heptaden des LZ-DmKHC-LZ Konstruktes geloscht, was zu dem DmKHC-LZ10-Konstrukt
fithrt. Die selbe Methode kann auch verwendet werden, um Insertionen kiirzerer Sequen-
zen vorzunehmen. Dazu miissen die am 5’-Ende phosphorylierten Primer Uberhéinge mit
der gewiinschten Insertion aufweisen. Auf diese Weise wurde eine Heptade der DmKHC-
Sequenz in die die LZ26-Sequenz (EKEK-LZ26) eingefiigt. Durch darauf folgendes Loschen
der ersten 5 Heptaden der EKEK-LZ26-Sequenz konnte die EKEK-LZ18-Sequenz gewon-
nen werden. Anhand des ,,Phusion Site Directed Mutagenesis Kits“ wurde auch die erste
Heptade der DmKHC-Sequenz in die LZ26-Sequenz eingefiigt (NT-LZ26).

Fiir die Arbeiten auf DNA-Ebene wurden die E.coli Zelllinien DH5« und XL10 (Fa.
Stratagene) verwendet, transformiert wurde mit Hilfe des Hitzeschockverfahrens basierend
auf der Methode von D. Hanahan [150], die Plasmidisolation wurde mit dem ,QiaPrep
Spin Miniprep“ (Fa. Qiagen) durchgefiihrt. Alle Vektoren wurden nach Fertigstellung
sequenziert (Fa. GATC-Biotech) und auf Korrektheit iiberpriift.
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B.1.2 Expression und Aufreinigung

Die mit obigen gentechnischen Methoden gewonnenen Vektoren wurden in E.coli Bak-
terien des Stamms ,,BL21Codon+*“ (Stratagene) transformiert und bei 37° bis zu ei-
ner gewissen Populationsstirke (OD=0.7) kultiviert. Durch Zugabe von IPTG wurde
die Expression des gewiinschten Proteins gestartet und nach zwei Stunden wurden die
Zellmembranen durch Ultraschall aufgebrochen. In einem ersten Reinigungsschritt wur-
den die gewiinschten Proteine durch Ni-NTA Affinitdtschromatografie von den restlichen
Zellriickstanden getrennt (HisTrap GE Healthcare). In einem zweiten Reinigungsschritt
wurde durch Grofienausschlusschromatographie (Superdex 200 GE Healtcare) die restlichen
Proteine fraktioniert und das gewiinschte Protein ausgewihlt. Mit SDS-Gelelektrophorese
wurden diese auf ihr korrektes Molekulargewicht hin iiberpriift.

B.1.3 Sequenzen

In Abbildung B.2 sind alle, im Rahmen dieser Arbeit erstellten, Superhelixsequenzen zu-
sammengefasst. Die Spalte Tag gibt an, ob der HisTag bestehend aus sechs Histidinen
(H) vor den ddFLN1-5 Doménen (N-terminal) oder nach der jeweiligen Superhelixsequenz
(C-terminal) angebracht wurde. Im hier verwendeten Leserahmen codiert die Schnitt-
stelle Nhel die Aminoséduren AS (schwarz unterstrichen), Sacl codiert EL (blau unter-
strichen), Mfel codiert QL (rot unterstrichen) und durch Xhol wird LE codiert (griin
unterstrichen). Verdnderte oder hinzugefiigte Sequenzabschnitte sind rot hervorgehoben.
Die LZ-Nkin-LZ-, LZ-Stable-LZ-, LZ-DmKHC-LZ- und die LZ12-NT-LZ13 zeigten bei
der kraftspektroskopischen Untersuchung nicht bei allen Entfaltungen die zu erwartenden
Konturldngenzuwéchse. Von diesen Konstrukten wurde daher nur die LZ-DmKHC-LZ-
Superhelix ausgewertet. Alle Sequenzen wurden in den pET28a ddFLN Vektor zwischen
den Nhel und Xhol Schnittstellen eingefiigt.
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B.2 Experimentelle Methoden

B.2.1 Kraftspektroskopie

Das Messprinzip eines Atom-Kraftmikroskopes (AFM) beruht auf einer sehr kleinen Blatt-
feder, die eine scharfe Spitze mit einem Spitzenradius von ca. 40 nm aufweist (siehe Abbil-
dung B.3 a)). Auf das vordere Ende der Blattfeder wird ein Lichtstrahl fokussiert, der nach
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Abbildung B.3: a) Nicht mafistabsgetreuer Aufbau eines Atom-Kraftmikroskopes. Eingefiigt
ist eine Abbildung der verwendeten Blattfeder (Biolever Typ B Fa. Olympus). b) Beispielhafte
Kurve in der die Deflektion gegen die Piezoposition aufgetragen ist. Bis 0 nm ist die AFM-Spitze
in direktem Kontakt mit der Oberfléche fiir gréflere Entfernungen ist die Blattfeder frei in Losung.
¢) Thermisches Rauschspektrum der verwendeten Blattfeder in Losung.

der Reflexion von einer aus den Segmenten A und B bestehenden Photodiode detektiert
wird. Fiir Messungen an biologischen Proben wird die Blattfeder in eine Probenltsung
eingebracht. Unter der Blattfeder ist ein in z-Richtung héhenverstellbarer Piezotisch an-
gebracht. Der Piezotisch verfiigt iiber kapazitive Abstandssensoren mit Feedbacksystem,
so dass der Abstand der nicht ausgelenkten Spitze von der Tischoberfliche (zy) mit na-
nometer Genauigkeit eingestellt werden kann. Beriihrt die Oberfliche die AFM-Spitze, so
fithrt das zu einer Verbiegung der Blattfeder und somit zu einer Positionsdnderung des
Lichtzeigers auf den Photodioden. Diese Positiondnderung kann durch Messen der Inten-
sitdten I4 und I bestimmt werden, indem man die Deflektion D = (14 — Ip)/(Ia + IB)
berechnet. Die Deflektion ist jedoch nur proportional zur tatséchlichen Auslenkung der
Blattfederspitze, weshalb noch die Proportionalitdtskonstante p bestimmt werden muss.
Man erhilt diese durch Bestimmung des Verhiltnisses aus Anderung der Deflektion AD,
relativ zur Anderung der Position der Oberfliche Az, wenn diese in direktem Kontakt mit
der Blattfederspitze ist (Steigung in Abbildung B.3 b)). Kennt man die Kraftkonstante k¢
der Blattfeder, kann man aus der absoluten Auslenkung der Blattfeder die Kraft die auf
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die Federspitze zu jeder Zeit ¢ wirkt berechnen:

F(t) = %D(t) (B.1)

AuBlerdem kann man den Abstand zwischen Blattfederspitze und Oberlédche z(t) angeben:

£(t) = au(t) = DO (B2)
Triagt man das Kraftsignal gegen das Abstandssignal auf, so erhalt man Kraft-
Abstandskurven, wie sie in dieser Arbeit gezeigt werden.

Die fir alle Messungen in dieser Arbeit verwendeten Blattfedern (Biolever Typ B Fa.
Olympus) haben eine vom Hersteller angegebene Federkonstante von ko ~ 6pN/nm. Fir
jede Messung wurde die Federkonstante mit der Methode des thermischen Rauschens be-
stimmt [151][152][153][154]. Dazu wurde die spektrale Dichte der Blattfeder aufgenommen
und eine Lorentzkurve bei der ersten Resonanzfrequenz (wy ~ 1.5kHz) angefittet (Abbil-
dung B.3 ¢)). Mit Hilfe des Gleichverteilungssatzes kann durch Integration der Fitkurve
die Federkonstante durch T

B
ke = 0.82 (27 (B.3)
bestimmt werden. Typischerweise liegt der Fehler der so bestimmten Federhérte bei 10%.
Fiir die Messungen wurden etwa 10ul der Proteinlosung (ca. 1 mg/ml Protein in PBS-
Losung) auf einen unbehandelten Glastrager gegeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde der Glastrager unter die, sich bereits in 30ul PBS-Losung befin-
dende, Blattfeder gebracht. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

B.2.2 CD-Spektroskopie

Linear polarisiertes Licht kann man sich als Uberlagerung zweier gleicher Teile von links-
und rechts-zirkular polarisiertem Licht denken. Tritt linear polarisiertes Licht durch ei-
ne optisch aktive Probe, so besitzen nach Fresnel die verschieden polarisierten Anteile
verschiedene Brechungsindizes (n, # n;) und damit verbundene unterschiedlichen Propa-
gationsgeschwindigkeiten, was nach Austreten aus der Probe zu linear polarisiertem Licht
mit einer um den Winkel @ gedrehten Polarisationsebene fiihrt (optische Rotation).
Zusétzlich besitzen die verschieden zirkular polarisierten Anteile unterschiedliche Extink-
tionskoeffizienten (e, # ¢;), wodurch ihre Vektoren nach Austritt aus dem Medium ver-
schiedene Lingen aufweisen (siehe Abbildung B.4 a)). Das heifit, das austretende Licht ist
zusétzlich zur gedrehten Polaristationsebene elliptisch polarisiert (Circular Dichroismus).
Die Elliptizitdat © definiert sich als:

0= arctané (B.4)
a

wobei a die Lange der grofien und b die Lange der kleinen Halbachse der Ellipse bezeichnet.
Ersetzt man a und b durch die Extinktionen Fr und Ey, die iiber das Lambert-Beer’sche
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Gesetz mit den Feldstiarkevektoren verbunden sind und beachtet man, dass in der Praxis
O sehr klein ist (=~ mgrad), so erhilt man fiir die gemessene Elliptizitét, die dem Circular
Dichroismus proportional ist:

©, =32.98(EL — ER) [grad] (B.5)

Um die Elliptizitédt verschiedener Proteine vergleichen zu koénnen, bezieht man noch die
durchleuchtete Schichtdicke d in [cm], die Konzentration ¢ in [mg/ml] und die mittlere
Molmasse MRW in [g/mol] der einzelnen Aminoséuren ein. Mit der gemessenen Elliptizitét
O, in [mgrad] wird die resultierende Elliptizitdt in dieser Arbeit als

O]\ = (B.6)

dezimol

MRWO, [grad - cm?
10c-d

angegeben.

Fiir die Circular Dichroismus Messungen wurde ein kommerzielles Gerét (J-815 CD-
Spektrometer Fa. Jasco) verwendet, der prinzipielle Aufbau ist schematisch in Abbildung
B.4 b) gezeigt. Das Licht einer Xenonlampe wird durch einen Doppelmonochromator, be-
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Abbildung B.4: a) Schematische Darstellung elliptisch polarisierten Lichtes (Ubernommen
aus [155]). b) Schematischer Aufbau des kommerziellen CD-Spektrometers (Fa. Jasco). Die
Abkiirzungen stehen fiir: S: Spiegel, B: Blende, P: Prisma, Lq: Lichtquelle, M: Modulator, Pr:
Probe, PM: Photomultiplier

stehend aus den drehbaren Kristallprismen P, und P, und den drei Blenden (B) geschickt,
durch welche monochromatisches Licht einer bestimmten Wellenldnge ausgewéhlt werden
kann. Zusétzlich dazu sind die Prismen doppelbrechend, d.h an den Blenden koénnen
zusitzlich die extraordindren, vertikal polarisierten Strahlen (e-Strahl) ausgefiltert wer-
den, die horizontal polarisierten ordinéren Strahlen (o-Strahl) werden durchgelassen. Man
erhélt also monochromatisches, linear polarisiertes Licht mit stark reduziertem Streulicht-
anteil. Dieses Licht tritt durch einen Modulator (M), der es zeitabhéingig (Frequenz f)
in rechts- oder links-zirkular polarisiertes Licht umwandeln kann. Dies wird durch einen
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Quartzkristall erreicht, der durch Piezoelemente mechanisch gedehnt oder gestaucht wer-
den kann, wodurch er entweder als +\/4 oder —\/4 Pliattchen wirkt. Wird nun beim
Durchtreten des Lichtes durch eine optisch aktive Probe (Pr) eine der beiden zirkular po-
larisierten Komponenten stédrker absorbiert als die andere, so kann man am Photomultiplier
(PM) beobachten, dass die Intensitét des ankommenden Lichtes um einen konstanten Wert
I4 mit Amplitude I — I, und Frequenz f schwingt. Der Circular Dichroismus (E; — ER)

lasst sich dann anhand von ,
R

E — Ep = log <E> (B.7)

ermitteln.

Da die CD-Messung keine Absolutwerte fiir ©4 liefert, wurde das Gerdt zuvor mit d-10-
Camphersulfonsiure geeicht. Alle CD-Spektren wurden bei 20° in 200 ul PBS Losung (Fa.
Sigma Aldrich pH 7.4) aufgenommen. Fiir die chemischen Denaturierungsmessungen wur-
den PBS Losungen mit verschiedenen Konzentrationen von GdnHCI durch Verdiinnen einer
7.4 M GdnHCI PBS-Lésung gewonnen. Die jeweiligen GdnHC] Konzentrationen wurden
refraktometrisch bestimmt. Das zu untersuchende Peptid wurde vor der Messung 12 h bei
Raumtemperatur in der Losung gelassen um vollsténdige Equilibration zu gewéhrleisten.






Anhang C

Kraftspektroskopie an Phytochrom

Seit den Anféngen einer mathematischen Behandlung verknoteter Kurven im spéten 18ten
Jahrhundert, an der unter anderen auch Carl Friedrich Gaufl beteiligt war, waren Knoten
immer wieder Gegenstand physikalischer Theorien. Erwdhnenswert ist dabei die Atomtheo-
rie William Thomsons’, die die Vielfalt der chemischen Elemente durch verschiedenartig
verknotete, geschlossene Wirbellinien zu erkldren versuchte. Wenn sich auch die Wirbela-
tomtheorie nicht bestitigte, so ergaben sich doch durch Thomsons Untersuchungen tiefere
Einsichten auf dem Gebiet der Hydrodynamik. FEine ausfiihrliche Abhandlung iiber die
Geschichte der Knotentheorie ist in [156] zu finden.

Durch die Einsicht, dass auch biologische Polymere Knoten in ihrer Topologie aufweisen
konnen, erhielt die Knotentheorie neue physikalische und biologische Relevanz. Beispiels-
weise erkannte man, dass zirkulare, doppelstrangige DNA in verschieden stark verknoteten
Topoisomeren vorliegen kann, die durch energieunabhéngige Enzyme (Typ I Topoisomera-
sen) oder energieverbrauchende Enzyme (Typ II Topoisomerasen), topologisch verdndert
werden konnen [157].

Uberraschenderweise fanden sich seit 1994 auch eine wachsende Anzahl an Protei-
nen, die in ihrer Topologie Knoten aufweisen [158][159]. Moglich wurde dies durch Al-
gorithmen, die aus vorhandenen Strukturdaten die Knotentopologie vorhersagen kénnen
[159][160][161][162]. Verknotete Proteinstrukturen werfen viele Fragen auf, wie zum Bei-
spiel nach der physiologischen Relevanz der Knoten [163][164] oder nach dem Faltungspfad.
Ensemblestudien an dimerem Haemophilus influenzae YibK, einer Methyltransferase mit
einem dreier Knoten in der gefalteten Topologie jedes Monomers, zeigen einen sehr kom-
plexen Faltungspfad. Er besteht aus zwei parallelen Faltungspfaden zu strukturell un-
terschiedlichen Zwischenzustdnden, die iiber einen dritten Zwischenzustand den nativen
Dimer bilden kénnen [165][166].

Mit Hilfe einer optischen Pinzette wurde es mdéglich, mikroskopische Knoten in einzel-
nen biologischen Systemen, wie einem Aktinfilament [167] oder DNA [168] zu produzieren
und mechanischer Kraft auszusetzen. Mit dem AFM wurde versucht, die Bovine Car-
boanhydratase (CAB), die einen dreier Knoten in ihrer Struktur aufweist, mechanisch
zu entfalten [169][170]. Dazu versuchten die Autoren mit Hilfe von Funktionalisierung,
einzelne Doménen gezielt an AFM-Spitze und Unterlage zu binden. Die Autoren ver-
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muten, dass CAB aufgrund seiner verknoteten Struktur mechanischen Kriften > 2 nN
standhalten kann, ohne zu entfalten. Eine grofle Schwierigkeit bei der Interpretation von
AFM-Daten mit der von den Autoren vorgestellten Anbindung ist die Identifikation von
einzelnen Molekiilen, die in der korrekten Form gebunden haben. Dies wird insbesondere
erschwert, wenn das Protein keinen signifikanten ,Kraftabdruck® wie beispielsweise durch
eine Entfaltung mit reproduzierbaren Konturlingenzuwichsen liefert. Zusétzlich ist bei
einer solchen Herangehensweise die absolute Messung von Konturldngen, die dann fiir eine
Interpretation der Knotengrofie notig wird, immer mit einem grofleren Fehler behaftet, als
die Bestimmung von Konturlidngenzuwéchsen in modular aufgebauten Polyproteinen, die
sehr genau ermittelt werden konnen. Dieser Aufbau eignet sich also nicht fiir eine exakte
Bestimmung der Grofle festgezogener Knoten.

Ein Beispiel fiir ein Protein, das in seiner Topologie einen Achterknoten aufweist, ist
das Phytochrom des Bakteriums Deinococcus radiodurans [171]. Phytochrome sind Photo-
rezeptoren, die unter anderem in Pflanzen, Bakterien, Algen und Pilzen auftreten, wo sie
an einer Vielzahl von Signaltransduktionen beteiligt sind. Beispielsweise sind sie verant-
wortlich fiir die ,Ergriinung“ von Pflanzen oder das intensive Streckungswachstum von im
dunkeln kultivierten Keimlingen [172][173][174]. Sie kénnen in zwei konformeren Formen
existieren, der P,-Form und der Pj,-Form. Die P,-Form absorbiert maximal im roten Spek-
tralbereich (r= 600-700 nm) und photokonvertiert dabei zur Py,-Form, die bei héheren Wel-
lenléngen (fr: far red = 700-800 nm) absorbiert und dadurch zuriick zur P,-Form wechselt.
Die Ursache des Ubergangs zwischen P, und Pj,- Form durch Absorption eines Lichtquan-
tes ist der sich in der Chromophor-Bindetasche befindende Farbstoff. Beim D. radiodurans
Phytochrom, dessen Teilstruktur 2005 aufgekliart werden konnte [171], ist als Chromophor
Biliverdin kovalent, iiber ein Cystein an Position 24, an das Phytochrom gebunden (siehe
Abbildung C.1 a)). Der aufgeloste Teil der Struktur besteht aus den N-terminalen 321

=) - b)

CYS e

CYs M

Abbildung C.1: a) Struktrubild der ersten 321 Aminoséuren des monomeren Deinococcus ra-
diodurans Phytochroms. Der PDB Eintrag ist unter ,,1ZTU* zu finden. Die zur Polymerbildung
eingefiigten Cysteine 18 und 314 sind gelb markiert. An Cystein 24 ist der Farbstoff Biliverdin ko-
valent gebunden. b) Schematische Struktur des polymerisierten Phytochromes. ¢) Schematisches
Polypeptid nach Entfaltung von vier drCBD-Doménen
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Aminoséuren, die ein stabiles Fragment bilden (drCBD), das immer noch ein normales P,-
Absorbtionsspektrum zeigt. Die normalerweise weiter C-terminal folgende PHY-Domaéne,
die zur Stabilisierung der Py,-Form bendtigt wird, wurde entfernt. Dies fithrt zu einem ge-
bleichten Py,-Spektrum [171]. Das N-terminale Ende des Phytochroms besteht aus ca. 30
unstrukturierten Aminoséduren (in Abbildung C.1 a schwarz gezeigt), an die an Position 24
iiber das Cystein kovalent der Farbstoff Biliverdin gebunden ist. Darauf folgt die blau ge-
zeigte PAS-Doméne (Aminosduren 38-128), die iiber 10 nicht aufgeloste Aminoséuren mit
der griin eingefirbten GAF-Doméne (Aminosduren 138-321) verbunden sind. Sequenzana-
lysen der Phytochromfamilie zeigen, dass diese Motive charakteristisch fiir Phytochrome
sind und in verschiedenen Anordnungen innerhalb der Aminosiurensequenzen auftreten
[175]. Die PAS (Per/Arndt/Sim) @hnliche Doméne ist vermutlich fiir die Signaltransduk-
tion verantwortlich [176], wihrend die GAF-Doméne (cGMP phospodiesterase/adenylate
cyclase/FhlA-Doméne) die Chromophor-Bindetasche bildet [177].

Um fiir die kraftspektroskopischen Untersuchungen Polymere des DrCBD herzustellen,
wurden in jedes Monomer zwei Cysteine an den Positionen 18 und 314 eingefiigt [178] (sie-
he Abbildung C.1 a). Die Kristallstruktur der DrCBD Proteine zeigte bereits, dass diese
als Dimere vorlagen, wobei die C-terminalen Helices um das Cystein 314 die Dimerisations-
schnittstelle bilden [179]. Durch das Cystein 314 werden die Dimere kovalent verbunden.
Uber die beiden verbleibenden Cysteine an Position 18 kénnen dann die Dimere in Losung
weiter polymerisieren. Abbildung C.1 b) zeigt beispielhaft ein Polymer aus vier monomeren
DrCBD Proteinen.

Ein besonderes Merkmal der DrCBD-Struktur ist, dass es in seiner gefalteten Topo-
logie einen Achterknoten aufweist. Geformt wird dieser dadurch, dass sich die ca. 30
unstrukturierten N-terminalen Aminoséuren durch eine Schlaufe (Aminoséuren 225-257)
innerhalb der GAF-Doméne fideln. Das an Position 18 eingefiigte Cystein befindet sich
also an einer Position, die bereits durch die Schlaufe gezogen wurde. Das zweite Cystein
befindet sich an Position 314 sehr nahe am C-Terminus, so dass sich, bei einer Entfaltung
der Struktur durch ein kraftinduziertes Angreifen an diesen Positionen, der Achterkno-
ten nicht entwinden kann. In Abbildung C.1 ¢) ist schematisch das Polypeptid nach vier
monomeren DrCBD Entfaltungen gezeigt. Ein entfaltetes Polypeptid, das noch mehrere
Achterknoten beinhaltet, muss im Gegensatz zu Polypeptiden ohne Knoten eine kiirzere
Konturliange aufweisen. Die Frage, ob dieser Léngenunterschied mit dem Kraftmikroskop
aufgelost werden kann, wird im Folgenden beantwortet.

In Abbildung C.2 a) ist eine Kraft-Abstandskurve eines DrCBD-Polymers mit gebun-
denem Chromophor (Holo) gezeigt. Die vier Entfaltungsereignisse zeigen, dass in dem Po-
lymer mindestens vier monomere DrCBD-Doménen enthalten waren. Die blauen Kurven
sind theoretische WLC-Kraft-Abstandskurven, die an die Daten angepasst wurden. Als
Fitparameter wurde die Konturldnge L{g?éh gewihlt, die Persistenzlinge wurde mit 0.5
nm konstant gelassen. Die gemessenen Konturlingenzuwichse von insgesamt 47 einzelnen
Doménenentfaltungen ALféf’é({4 sind in Abbildung C.2 b) gezeigt. Der durchschnittliche
Konturldngenzuwachs liegt bei 98.1 nm.

Auf die gleiche Weise wurden DrCBD-Polymere kraftspektroskopisch untersucht,
die kein Chromophor gebunden hatten (Apo)(Abbildung C.2 c¢). Der mittlere Kon-
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Abbildung C.2: a) Kraft-Abstandskurve eines DrCBD-Polymers mit gebundenem Chromophor.
b) Histogramm der Léngenzuwichse einer vollstindigen DrCBD-Monomer Entfaltung AL{%‘?@%.
Der mittlere Konturléngenzuwachs betrigt L{é"’é‘ﬁ = 98.1£1.0 nm c¢) Kraft-Abstandskurve eines

DrCBD-Polymers ohne gebundenem Chromophor e) Histogramm der Lingenzuwichse ALﬁf’ 14-

Der mittlere Konturlingenzuwachs betriigt Lfszf 914 =97.5£ 1.8 nm.

turlingenzuwachs AL’&’T %14, der beim Entfalten von insgesamt 28 einzelnen Doménen auf-
tritt, unterscheidet sich mit 97.5 nm nicht vom Konturlingenzuwachs der Doménen, die
ein Chromophor gebunden haben.

Kennt man die Konturldnge einer einzelnen gestreckten Aminoséure d,, und die Anzahl
der Aminoséduren j — i, die zwischen den Angriffspunkten j und ¢ eines nicht verknoteten
Polypeptides liegen, so lasst sich die Konturldnge des gesamten gedehnten Polypeptides
durch (j — 7)d,, berechnen. Bei einer vollstdndigen Entfaltung wird aber der gemessene
Konturldngenzuwachs AL; ; um den Abstand d; ;, den die Angriffspunkte in der gefalteten
Struktur zueinander haben, kleiner sein [18].

ALiJ = (.7 - i)daa - di,j (Cl)

Um den Parameter d,, zu bestimmen, wurden mit dem auch fiir diese Messungen ver-
wendeten Kraftmikroskop zwei Proteine mit bekannter Struktur entfaltet. Der mittle-
re Konturlingenzuwachs des aktinverlinkenden Proteins Dictyostelium discoideum Fila-
min (ddFLN1-5) zusammen mit der aufgelosten Struktur lieferte einen Wert von d,, =
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0.365 £ 0.002 nm. Dieser Wert wurde durch Messungen an Polypeptiden des menschli-
chen Herzmuskeltitins Ig27 bestétigt. Zusatzlich konnten mit diesem d,, Wert durch Ent-
falten von GFP-Polymeren mit verschiedenen Kraftangriffspunkten die Positionen dreier
ausgewahlter Aminoséuren in der GFP Struktur mit Angstrom Genauigkeit reproduziert
werden [18].

Aus der Struktur der DrCBD-Doméne ergibt sich als Abstand, den die gewahlten Kraft-

angriffspunkte im gefalteten Zustand haben, dig314 = 3.9 nm. Damit lésst sich als Kon-
turlingenzuwachs fiir die DrCBD-Domine AL, = 104.1 + 0.6 nm vorhersagen (in
Abbildung C.2 b) und d) als schwarze Linie gezeigt).
Der tatséchlich gemessene Konturldngenzuwachs der Phytochrome, mit und ohne gebun-
denes Chromophor, ist also um 6.2 nm kleiner, als der theoretisch fiir die Entfaltung eines
Proteins ohne Knoten in seiner Topologie vorhergesagte. Durch den festgezogenen Ach-
terknoten erscheint also der Konturlingenzuwachs um die Lange von 17 + 2 Aminoséduren
verkiirzt.

Die Kraft-Abstandskurven der gemessenen DrCBD-Polymere, mit und ohne gebundenes
Chromophor zeigen zusétzlich nach dem ersten Entfaltungsereignis noch das Entfaltungser-
eignis eines Zwischenzustands (eingerahmt in Abbildung C.2 a) und c) und vergrofert
dargestellt in Abbildung C.3 a) und e). Durch Anfitten der theoretischen WLC-Kraft-
Abstandskurven (griin in Abbildung C.3 a) und e) lassen sich die Konturlingenzuwéchse
zu AL = 68.0 nm und ALé’;{JF = 65.3 nm bestimmen. Die Histogramme sind in Abbil-
dung C.3 b) und f) zu sehen. Vernachlédssigt man in Formel C.1 den Anfangsabstand der
Kraftangriffspunkte djs 314 und den Einfluss des noch nicht ganz zugezogenen Knotens, so
ist der gemessene, mittlere Konturlangenzuwachs verbunden mit dem gleichzeitigen Ent-
falten von etwa 180 Aminosduren. Die GAF-Doméne besteht aus 186 Aminoséauren, die
kleinere PAS-Doméine dagegen nur aus 90. Da beide Doménen unabhéingig voneinander in
verschiedenen Phytochromen auftreten und die GAF-Doméne mit der PAS-Doméne nur
wenige elektrostatische und hydrophobe Interaktionen zeigt [171], ldsst sich vermuten, dass
der zuerst entfaltende Teil die Chromophorbindende GAF-Doméne ist.

Die kraftspektroskopischen Messungen an Phytochrom mit gebundenem Chromophor
und ohne gebundenen Chromophor kénnen diese Vermutung bestétigen. Wéahrend die
Konturldngenzuwichse der jeweiligen Kraftkurven (Abbildung C.2 b) und d) und Abbil-
dung C.3 b) und f)) keine Unterschiede zeigen, hingt die mittlere Entfaltungskraft des
ersten Entfaltungsereignisses (rote Kreise in Abbildung C.3 a) und e)) davon ab, ob ein
Chromophor gebunden ist oder nicht. Das Histogramm der initialen Entfaltungskréfte
fiir Phytochrome mit gebundenem Chromophor FZ¢% ist in Abbildung C.3 ¢) gezeigt.
Die Verteilung ist sehr breit und hat einen Mittelwert bei 73.3 = 6.6 pN. Im Gegensatz
dazu findet das erste Entfaltungsereignis bei Phytochrom ohne gebundenes Chromophor
bei kleineren Kriften statt. Das Histogramm dieser Entfaltungskrifte (Abbildung C.3 g))
zeigt eine mittlere Entfaltungskraft F3%%, bei 47.1 + 3.2 pN und ist zudem schmaler. Die
Kraft, die zum Entfalten der ersten Teilstruktur benotigt wird, hédngt also davon ab, ob
der Farbstoff gebunden ist oder nicht. Die Verbreiterung des Krafthistogramms in Ab-
bildung C.3 ¢) kann dabei dadurch erkldart werden, dass nicht alle DrCBD Monomere ein
gebundenes Chromophor aufweisen. Das gebundene Biliverdin zeigt viele stabilisierende
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Abbildung C.3: a) Vergroflerung eines DrCBD-Entfaltungsereignisses mit gebundenem Chro-
mophor. In Abbildung C.2 a) ist der hier gezeigte Bereich als grauer Kasten gekennzeichnet.
b) Histogramm der Konturldngenzuwéchse AnglI%. Der mittlere Konturlingenzuwachs betrigt
Anglf; = 68.0 £ 2.2 nm. c¢) Histogramm der Entfaltungskréfte des ersten Entfaltungsereignis-
ses Fgﬁ? Der Mittelwert liegt bei 73.3 £ 6.6 pN. d) Histogramm der Entfaltungskrifte des
stabilen Zwischenzustands F/ gﬂq". Der Mittelwert liegt bei 32.8 + 4 pN. e) Vergroflerung der
Kraft-Abstandskurve eines DrCBD-Polymers ohne gebundenen Chromophor in Abbildung C.2
c) ist der vergroflerte Bereich grau eingerahmt. f) Histogramm der Lingenzuwichse ALéTAOF.
Der mittlere Konturlingenzuwachs betriigt ALé’X’F = 65.3 + 2.6 nm. g) Histogramm der Ent-
faltungskrifte, die zum Entfalten der ersten Teilstruktur des Apo-Phytochroms bené6tigt werden.
Die mittlere Entfaltungskraft liegt bei 47.1 4+ 3.2 pN. h) Histogramm der Entfaltungskrifte, die
zum Aufbrechen des Zwischenzustands bendtigt werden. Die mittlere Entfaltungskraft liegt bei
27.7.1+ 2.8 pN.

Interaktionen mit der Chromophor-Bindetasche innerhalb der GAF-Doméne [171] und hat
keinerlei Wechselwirkung mit der distalen PAS-Doméne. Dies zeigt, dass die zuerst ent-
faltende Teilstruktur die Chromophorbindetasche enthalten muss. Hinzu kommt, dass die
Entfaltungskréifte der stabilen Zwischenzustdnde, mit oder ohne gebundenes Chromophor,
keine Unterschiede zeigen (Abbildungen C.3 d) und h)). Die Entfaltungskraft fiir den sta-
bilen Zwischenzustand héngt also nicht davon ab, ob ein Chromophor gebunden ist oder
nicht, so wie man es fiir die PAS-Doméne erwartet, die wenig Wechselwirkung mit der
GAF-Doméne und keine Wechselwirkung mit dem Chromophor zeigt.
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Eine Vorhersage der exakten Struktur des stabilen Zwischenzustands wird dadurch er-
schwert, dass, wenn nur ein Teil des Proteins entfaltet ist, sich der Knoten noch nicht
vollstdndig gebildet und festgezogen haben kann. Da die strukturlosen 33 Aminoséduren
des N-Terminus nur stabilisierende Wechselwirkungen mit der GAF-Doméne zeigen, kann
man vermuten, dass diese gleichzeitig mit der GAF-Doméne entfalten. Vernachlissigen wir
das Konturldngenzuwachsdefizit, welches durch den noch nicht ganz festgezogenen Kno-
ten entstehen konnte und nehmen an, dass die PAS-Doméne zwischen den Aminoséauren
Gly33 und Glul30 den stabilen Zwischenzustand darstellt, erwarten wir mit Formel C.1
eine Obergrenze des Lingenzuwachses von 71.6 nm. Unter Beriicksichtigung des Kon-
turlingenzuwachsdefizites von 6.2 nm fiir einen fertig ausgebildeten, festgezogenen Achter-
knoten ergibt sich als maximale untere Grenze des erwarteten Langenzuwachses 65.4 nm.
Der beobachtete Langenzuwachs von 66.7 nm liegt innerhalb dieser Grenzen und spricht
fiir ein gleichzeitiges Entfalten des N-terminalen Endes mit der GAF-Doméne. Als Beweis
darf dies allerdings nicht gelten, da die genaue Struktur des Knotens im Zwischenzustand
nicht bekannt ist. Die erwartete untere Grenze des Konturlangenzuwachses kann also mit
der Annahme, dass der Knoten beliebige Grofien im Zwischenzustand einnehmen kann, be-
liebig nach unten verschoben werden. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass der
Zwischenzustand aus einer grofieren stabilen Teilstruktur als nur der PAS-Doméne besteht.

Die hier durchgefiihrten Messungen zeigen, dass verknotete Proteinstrukturen, vergli-
chen mit nicht verknoteten Proteinen, bei niedrigen Kréaften entfaltet werden kénnen. Dies
widerspricht direkt den Vermutungen von Ikai et al. [169][170], die annahmen, dass eine
verknotete Struktur allgemein zu hohen Entfaltungskréften fiihrt.

Der Entfaltungspfad zeigt, dass die PAS-Doméne einen stabilen Zwischenzustand dar-
stellt. Dies lédsst umgekehrt die Vermutung zu, dass sich diese Doméne bei der Faltung
zuerst ausbildet. Im Anschluss miisste sich die GAF-Doméne formen, wobei als letzter
Schritt das unstrukturierte N-terminale Ende durch die Schlaufe der GAF-Doméne gefiadelt
werden miisste. Die Kraftspektroskopie ist in der Lage, damit verbundene Fragen zu be-
antworten. So wéren beispielsweise Vergleiche der Faltungsraten verknoteter Proteine von
Interesse, die in ihrem entfalteten Zustand bereits den Knoten aufweisen oder nicht.
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