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Zusammenfassung

Die Kenntnis der mechanischen Eigenschaften funktionaler Proteinmolekiile ist von grofier
Bedeutung fiir das Verstdndnis vieler biologischer Prozesse. Einzelmolekiil-Techniken ha-
ben die Tiir zur Untersuchung der Mechanik von Proteinen gedffnet. Technische Griinde
schrinkten den experimentellen Zugang bisher jedoch stark ein. In dieser Arbeit wird eine
Technik entwickelt, die es ermo6glicht, mechanische Stabilitdt und Elastizitat der funktiona-
len Raumstruktur von Proteinen in ihrer nativen Umgebung in nahezu beliebig wéhlbarer
Geometrie der Kraftbelastung zu untersuchen. Das Verfahren ermdoglicht zudem die auf we-
nige Angstrom genaue Messung von intramolekularen Absténden zwischen Aminosiuren
in der gefalteten Raumstruktur von Proteinen. Die Technik basiert auf der Positionie-
rung reaktiver Gruppen an gewiinschten Punkten in der Raumstruktur eines Proteins.
Dadurch konnen einzelne, iiber diese Punkte verkniipfte Polyproteine mit einem AFM-
Kraftspektrometer mechanisch manipuliert werden.

Mit dieser Technik wurde das topologisch komplexe Griin Fluoreszierende Protein
(GFP) in verschiedenen Belastungsgeometrien untersucht. Die Messung von acht intra-
molekularen Abstédnden und die Bestimmung der Position von drei Aminoséduren in der
gefalteten Raumstruktur einzelner GFP Molekiile zeigte dabei im Rahmen des wenige
Angstrém kleinen Messfehlers Ubereinstimmung mit der Kristallstruktur des GFP. Un-
tersuchungen der Reaktion einzelner GFP Molekiile auf Kraftbelastung in verschiedenen
Bereichen ihrer gefalteten Struktur offenbarten eine ausgeprégte mechanische Anisotro-
pie. Fiir den kraftinduzierten Zusammenbruch der GFP Raumstruktur miissen je nach
Belastungsgeometrie Kréifte zwischen 100 pN und 750 pN aufgewendet werden. In einer
Belastungsrichtung konnte eine Bifurkation des Reaktionspfades identifiziert werden. Aus
den Ergebnissen konnten Eigenschaften der hochdimensionalen Energielandschaft des GFP
bestimmt werden. Es wurde ein Minimalmodell der Proteinmechanik entwickelt, das eine
Proteinstruktur als diskretes, bruchfdhiges Bindungsnetzwerk betrachtet. Die beobachteten
Eigenschaften der GFP Struktur konnten mit dem Modell qualitativ beschrieben werden
und damit mogliche Ursachen der beobachteten Anisotropie identifiziert werden. Die Un-
tersuchungen ermoglichten die Bestimmung effektiver Elastizitéitseigenschaften der GFP
Raumstruktur. Es ergaben sich molekulare Federkonstanten im Bereich von 1 nN/nm bis
zu 27 nN/nm in verschiedenen Bereichen der GFP Struktur.

Die entwickelte Technik liefert ein neues, wertvolles Werkzeug fiir die Proteinphysik. Die
Ergebnisse der Untersuchung des GFP tragen zu einem besseren Verstéindnis der Faltung,
Mechanik und Funktionsweise von Proteinen bei.
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Einleitung

In der Evolution des Lebens sind faszinierende molekulare Maschinen entstanden, die zum
iiberwiegenden Teil aus Proteinen aufgebaut sind. Diese molekularen Maschinen sind an
allen zellularen Prozessen mafigeblich beteiligt. Die Bandbreite ihrer biologischen Funktion
reicht von einfachen Schaltern {iber molekulare Motoren, die Ladung entlang molekularer
Schienen transportieren, bis hin zu komplexen chemischen Syntheseeinheiten, in denen bei-
spielsweise die Erbinformation repliziert wird. Viele zelluldre Prozesse sind mechanischer
Natur und héngen kritisch von mechanischen Eigenschaften wie Elastizitdt oder Festig-
keit der beteiligten Proteinmolekiile ab. Die biologische Funktion vieler Proteine erfordert
zudem Konformationsdnderungen, bei denen mechanische Kréfte erzeugt werden oder die
durch mechanische Kréfte induziert werden kénnen.

Proteine sind lineare Kettenmolekiile aus Aminoséduren mit verschiedenen chemischen
Eigenschaften. Sie iiben ihre vielfdltigen biologischen Aufgaben erst nach der korrekten
Faltung der Aminosdurenkette in eine komplexe, dreidimensionale Raumstruktur aus. Die
Aminosdurensequenz eines Proteins enthélt alle Informationen, die fiir die Ausbildung der
funktionalen Raumstruktur benotigt werden. Wie sich Proteine in ihre funktionale Raum-
struktur falten ist jedoch unklar und Thema intensiver Forschung. Die mechanischen Ei-
genschaften funktionaler Proteinstrukturen sind weithin unbekannt. Es ist unklar, welche
Prinzipien ihre mechanischen Eigenschaften wesentlich bestimmen kénnten und ihnen die
Ausiibung ihrer vielfdltigen mechanischen Aufgaben ermdoglichen.

Die Kenntnis des Zusammenhanges zwischen Aminosaurensequenz und gefalteter Raum-
struktur sowie die Kenntnis der mechanischen Eigenschaften funktionaler Proteinstruktu-
ren wiirde jedoch nicht nur ein fundamentales Verstdndnis vieler biologischer Prozesse
ermoglichen, sondern auch den Weg zu einer kiinstlichen Erschaffung von molekularen
Maschinen fiir technologisch motivierte Anwendungen ebnen.

Einzelmolekiil-Techniken haben die Tiir zur Untersuchung der mechanischen KEigen-
schaften von Proteinmolekiilen getffnet. Technische Griinde begrenzten bisher den experi-
mentellen Zugang auf zumeist nur eine mogliche Belastungsgeometrie. Es sind jedoch die
dreidimensionalen Eigenschaften von Proteinstrukturen, die Proteinen die Erfiillung ihrer
vielfialtigen biologischen Aufgaben ermoglichen.

Diese Arbeit hat sich daher zum Ziel gesetzt, iiber eine Untersuchung der mechanischen
Eigenschaften von Proteinen in verschiedenen Bereichen ihrer funktionalen Raumstruktur
einen Beitrag zum besseren Verstédndnis dieser faszinierenden molekularen Maschinen zu
leisten.
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Abbildung 1: Die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften einer Proteinstruktur in ver-
schiedenen Bereichen der gefalteten Struktur liefert Informationen tiber Eigenschaften der hoch-
dimensionalen Energielandschaft eines Proteins entlang kontrollierter Reaktionspfade.

Fiir dieses Ziel muss eine Technik entwickelt werden, die es ermoglicht, die Reaktion
einzelner, funktionaler Proteinstrukturen auf lokale Belastung mit Kraft in frei wéhlbarer
Geometrie zu messen.

Abb. 1 illustriert die Art der Informationen, die solche Messungen zur Verfiigung stellen
wiirden. Mafigeblich fiir die Faltung und Dynamik eines Proteins ist eine hochdimensio-
nale Energielandschaft, die durch viele schwache Wechselwirkungen zwischen einzelnen
Aminoséauren bestimmt wird. Abb. 1 stellt schematisch solch eine Energielandschaft dar.
Es ist experimentell sehr schwierig, Details dieser Energielandschaft zu bestimmen. Kon-
trolle iiber die Geometrie der Kraftbelastung wiirde es jedoch ermdéglichen, die Form dieser
Energielandschaft entlang verschiedener Reaktionskoordinaten zu untersuchen. Teile der
Struktur eines Proteins, die als sehr elastisch und mechanisch labil auftreten, werden durch
breite und flache Bereiche der Energielandschaft bestimmt, wéhrend steife und mechanisch
stabile Teile einer Proteinstruktur durch enge und hohe Potentialformen bestimmt werden
(vgl. Pfad I und II in Abb. 1). Es ist zudem denkbar, dass durch die Wahl der Kraftan-
griffspunkte selektiv Partialstrukturen erzeugt werden kénnen, die gleichbedeutend mit der
Besetzung von lokalen Minima in der Energielandschaft eines Proteins sind (vgl. Pfad III
in Abb. 1). Die Fiille an Informationen, die solche Messungen verfiighar machen wiirden,
konnte zudem zur Entwicklung von einfachen Modellen zur Beschreibung der Dynamik
gefalteter Proteinstrukturen beitragen.

In dieser Arbeit wird AFM-Kraftspektroskopie mit Cysteine Engineering kombiniert, um
erstmals die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften eines Proteinmolekiils in ver-
schiedenen Teilen der gefalteten Raumstruktur zu ermoglichen. Mit dieser Technik wird die
topologisch komplexe Raumstruktur des Griin Fluoreszierenden Protein (GFP) eingehend
untersucht.



Kapitel 1

Punktuelle Kraftbelastung einer
Proteinstruktur

1.1 AFM-Kraftspektroskopie mit Proteinen

Auf Atom-Kraftmikroskopen [12] basierende Kraftspektrometer haben sich als geeignete
Werkzeuge fiir die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften einzelner Polyprotein-
Molekiile erwiesen. Mit AFM-basierter Kraftspektroskopie wurden seit den ersten Arbei-
ten von Rief et al. [89] die mechanischen Eigenschaften einer ganzen Reihe verschiedener
Proteine untersucht, darunter Fibronectin [90], Spectrin [91], Ubiquitin [24][93], Filamin
[97], Ankyrin [62][65], Spinnenseide [80], Heparin [73], Myomesin [9], Dihydrofolate Re-
ductase [55][2], Dystrophin [10], Polycystin [86], Cadherin [6], Projectin [20], Superhelizes
[98][13], SNARE-Komplexe [70], Protein L [17], E2Lip [18], Tenascin [23], Fibronogen [19],
Photoactive Yellow Protein [119] und GFP [32][82] bis hin zu Membranproteinen wie z.B
Bacteriorhodopsin [78][57], OspA [45] und Protonen-Antiportern [56]. Kraftspektrometer
zeichnen sich durch eine hohe Léngenauflosung im Subnanometer-Bereich [25] und einer
grofen Bandbreite erreichbarer Krifte (Piconewton [13] bis Nanonewton [40]) aus. Ein
Kraftspektrometer ist schematisch in Abb. 1.1 a) dargestellt.

Ein in drei Achsen funktionierendes Positioniersystem auf Basis von Piezokristallen
tragt die zu untersuchende Probe. Kapazitive Abstandssensoren gekoppelt mit einem Re-
gelkreis ermoglichen eine Positionierung der Probe mit Subnanometer-Genauigkeit. Ein
Lichtzeiger wird auf einen Cantilever mit bekannter Federkonstante fokussiert. Der reflek-
tierte Strahl wird auf eine segmentierte Photodiode geworfen und ermoglicht die Detektion
von kleinsten Verbiegungen des Cantilevers. Die Blattfeder trigt auf der Probenseite ei-
ne scharfe Spitze. Eine kraftspektroskopische Messung besteht aus der Detektion von am
Cantilever anliegenden Kréiften und des Abstandes zwischen Cantilever-Spitze und Pro-
benoberfliche, wiahrend die Probenfliche kontrolliert an die Blattfeder angendhert und
wieder entfernt wird. Besteht eine Wechselwirkung zwischen Spitze und Probenflache, so
kommt es zu Auslenkungen des Cantilevers. Triagt man die am Cantilever anliegende Kraft
als Funktion des Probenabstandes auf, so ergeben sich Kraft-Ausdehnungs- oder Kraft-
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Abbildung 1.1: a) Schematische Darstellung eines AFM-Kraftspektrometers. b) Schematische
Darstellung eines Polyproteins, das zwischen Cantilever und Probenflache eines Kraftspektrome-
ters gestreckt wird.

Relaxationskurven. Die Messungen kénnen an Luft, in wéssriger Losung unter physiologi-
schen Bedingungen oder auch in vielen anderen Losungsmitteln durchgefiihrt werden.
AFM-Kraftspektroskopie mit Proteinen ist nur in Kombination mit Methoden der Mo-
lekularbiologie moglich. Die meisten globuldren Proteinstrukturen sind nur wenige Nano-
meter grofl. Der Kriimmungsradius der Spitze eines Kraftspektrometers liegt im Bereich
von etwa 30 nm. Die Untersuchung eines einzelnen, globulidren Proteinmolekiils ist damit
kaum moglich. Einerseits konnen die Kontaktflichen, iiber die das Molekiil belastet wird,
nicht genau definiert werden. Andererseits kann die Kraft-Ausdehnungsantwort einzelner
Molekiile nicht vom experimentell dominanten Hintergrund multipler Wechselwirkungen
unterschieden werden. Kraftspektroskopie an globuldren Proteinen in Losung ist jedoch
moglich, wenn die zu untersuchenden Proteine in Form von linearen Polyproteinen vor-
liegen, wie in Abb. 1.1 b) schematisch dargestellt. Einzelne Untereinheiten des Polyprote-
ins, die unspezifisch an Cantilever und Probenflache gebunden werden, dienen als Griffe,
iiber die ein solches Polyprotein zwischen Blattfeder und Probenfliche gestreckt werden
kann. Die Bindungen zwischen den Untereinheiten des Polyproteins definieren die Punkte,
iiber die auf diese Weise Kraft an einzelne Proteinmolekiile angelegt werden kann. Die
Kraft-Ausdehnungsantwort einzelner solcher Polyproteine fiihrt zu einer hochspezifischen,
repetitiven Signatur (vgl. Abb. 1.1 b), die die Identifikation von Einzelmolekiil-Kraftkurven
ermoglicht [89][64]. Die groie Mehrheit der in der Natur vorkommenden Proteine tritt nicht
in Form von Polyproteinen auf. Es sind daher rekombinante Techniken zur Konstruktion
von kiinstlich verkniipften Polyproteinen entwickelt worden [64][26]. Diese Protokolle ba-
sieren auf der mehrfachen Hintereinanderschaltung des fiir ein Protein kodierenden Gens



1.2 Cysteine Engineering 3

und der anschliessenden Expression dieses repetitiven Gens in einem Organismus. Eine an-
derer Weg basiert auf der Integration der DNA-Sequenz des Zielproteins in das Gen eines
bereits in der Natur als Polyprotein auftretenden Proteins [97][32].

Die rekombinante Konstruktion von Polyproteinen unterliegt jedoch einer wichtigen
Beschrinkung: die Untereinheiten der genetisch konstruierten Polyproteine sind nur iiber
die Amino- und Carboxytermini, d.h die erste und letzte Aminoséure in der Sequenz eines
Proteins, verkniipfbar. Dieser Umstand héngt unmittelbar mit der Translation im Ribosom
zusammen. Nahezu alle natiirlich vorkommenden Polyproteine sind aus dem selben Grund
iiber die Termini verkniipft!. Der experimentelle Zugang ist damit auf die Untersuchung
der mechanischen Eigenschaften einer Proteinstruktur bei Kraftbelastung iiber den N-C
Terminus beschrankt.

1.2 Cysteine Engineering

Ein notwendiger Schritt ist daher die Entwicklung einer Technik, mit der die Kraftangriffs-
punkte an eine Proteinstruktur beliebig gewéahlt und exakt kontrolliert werden konnen.
Ein méglicher Weg, dieses Ziel zu erreichen, basiert auf den chemischen Eigenschaften der
Restgruppe einer der 20 verschiedenen Aminoséduren der Natur, des Cysteins. Abbildung
1.2 illustriert die Verfahrensweise. Cysteine besitzen ein Schwefelatom in der Restgrup-
pe. Zwei Cysteine kénnen damit iiber die Ausbildung einer Schwefelbriicke kovalent zu
Cystin verbunden werden. Die Natur nutzt diese Moglichkeit aus, um bestimmte Teile in-
nerhalb gefalteter Proteinstrukturen durch kovalente Bindungen punktuell zu stabilisieren.
Cystein ist genetisch kodierbar. Durch Doppelmodifikation des fiir ein Protein kodieren-
den Gens [112] konnen zwei bestimmte Aminoséduren an den Positionen ¢ und j in der
Aminosdurensequenz eines Proteins gezielt durch zwei Cysteine ersetzt werden (Abb.1.2
a). Bei bekannter Raumstruktur des Proteins konnen die Positionen der zwei Cysteine in
der Aminosadurensequenz des Proteins derart gewéhlt werden, dass ihre reaktiven Rest-
gruppen an vorherbestimmten Positionen in der gefalteten Raumstruktur des Proteins
erscheinen (Abb.1.2 b). Gelingt es, die reaktiven Proteinmolekiile iiber die Bildung von
Cystein-Schwefelbriicken zu polymerisieren, erhilt man somit Polyproteine, die mit ato-
marer Genauigkeit an zwei exakt kontrollierten und vorher gewéhlten Punkten verkniipft
sind (Abb.1.2 ¢). Streckt man derart konstruierte Polyproteine mit einem Kraftspektro-
meter (Abb. 1.2 d), so wird Kraft iiber die kovalenten Schwefelbriickenbindungen exakt an
das C,-Atom im Peptidriickgrat der zwei verkniipfenden Aminoséduren an jedes einzelne
Proteinmolekiil im Polyprotein angelegt. Die Geometrie der Bindung des Polyproteins an
Cantilever und Probenberfliche ist dabei irrelevant. Uber eine Variation der Aminosiuren,
die durch Cysteine in der Sequenz des Proteins ersetzt werden, kann damit die Richtung,
iiber die Kraft an eine Proteinstruktur angelegt wird, frei gewéhlt und exakt kontrolliert
werden (Abb. 1.2 e). Dieser Ansatz wird im folgenden als Cysteine Engineering bezeichnet.

!Eine Ausnahme ist z.B Ubiquitin, ein Polyprotein, das auf natiirliche Weise in zwei verschiedenen
Verkniipfungsgeometrien vorliegt [24].
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Abbildung 1.2: Cysteine Engineering Prinzip. a) Austausch von zwei nativen Aminosiuren i, j
in der Sequenz eines Proteins durch Cysteine. b) Proteinexpression und Faltung in die intakte
Raumstruktur. Die Cystein-Restgruppen sind iibertrieben grofi dargestellt. ¢) Polymerisation
iiber Schwefelbriickenbindungen. d) Einzelmolekiil-Experimente mit einem Kraftspektrometer.
Kraft wird punktuell an das Peptidriickgrat der verkniipfenden Aminosiduren i,;j angelegt. e)
Variation der Kraftangriffspunkte iiber Variation der Cystein-Positionen in der Proteinsequenz.

Eine auf Cysteinen basierende Polymerisation wurde bereits durch Yang et al. demon-
striert [115]. Der Ansatz von Yang et al. erforderte jedoch explizit eine Kristallisation der
Proteinprobe, um Polyproteine mit mehr als 3 Untereinheiten zu erzeugen. Zudem ist es
mit dieser Methode nicht moéglich, Kraftangriffspunkte frei zu wéahlen.

Cysteine Engineering basiert auf einer Polymerisation {iber zwei identische reaktive
Gruppen und erfordert freien Losungsmittelzugang zu den Restgruppen der zwei reaktiven
Cysteine. Es sind zwei um 180° gedrehte Orientierungen fiir die Untereinheiten in einer
Polyproteinkette moglich. Die Untereinheiten der Polyproteine werden jedoch in mechani-
schen Experimenten punktuell iiber die beiden Cysteine mit Kraft belastet. Die Geometrie
der Kraftbelastung ist inversionssymmetrisch. Damit ist die relative Orientierung der Un-
tereinheiten in Polyproteinen fiir Kraft-Ausdehnungsexperimente irrelevant. Ein Problem
konnte aus der Doppelmodifikation der Aminosdurensequenz eines Proteins resultieren.
Die Mutationen konnten zu fehlgefalteten oder nicht funktionalen Proteinen fiithren. Aus
diesem Grund muf eine Faltungskontrolle des zu untersuchenden Proteins ein wesentlicher
Bestandteil eines Cysteine Engineering Protokolls sein.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Kristallstruktur 1IEMB des GFP [8][15]. Die gelben
Zylinder illustrieren die acht verschiedenen Belastungsrichtungen, deren mechanische Eigenschaf-
ten in dieser Arbeit untersucht werden. Rote Kugeln zeigen die Positionen der Aminoséuren in
der nativen GFP Struktur an, die paarweise durch Cysteine ersetzt wurden. Die Bindungen der
Restgruppen an das Peptidriickgrat dieser Aminosiurepaare definieren mit atomarer Genauigkeit
die Punkte, iiber die Kraft an das Protein angelegt wird.

1.3 Das Griin Fluoreszierende Protein (GFP)

Fiir die folgenden Untersuchungen ist das Griin Fluoreszierende Protein (GFP) als Mo-
dellprotein gewéhlt worden. GFP ist ein aus 238 Aminosduren bestehendes, globuldres
Protein. Die gefaltete Raumstruktur kristallisierter GFP Molekiile ist 1996 in atomarer
Auflésung unabhéngig voneinander durch Yang et al. [114] und durch Ormo et al. [79]
bestimmt worden und ist in Abb. 1.3 im Band-Modell dargestellt. Das GFP ist ein topo-
logisch komplexes Protein: elf 3-Stringe sind derart aneinander gelagert, dass eine einem
Fass dhnelnde Struktur entsteht. Diagonal durch das Fass verlauft eine a-Helix, die das
fiir die Fluoreszenz des Molekiils verantwortliche Chromophor im Zentrum der Struktur
positioniert. Das Chromophor wird aus den Aminosduren Ser65, Tyr66 und Gly67 iiber
einen autokatalytischen Ringschluss gebildet [106]. Die Raumstruktur des GFP ist in der
Literatur als ein biochemisch nahezu inertes und thermodynamisch ausserordentlich stabi-
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les Faltungsmotiv bekannt [106][120]. Faltungsstudien am GFP sind jedoch rar und werden
durch die sehr langsame Kinetik des Proteins erschwert [38][53]. Erste Untersuchungen der
mechanischen Eigenschaften des N-C Terminus des GFP zeigten jedoch eine iiberraschend
niedrige mechanische Stabilitét [32][1][82]. Die Fluoreszenzeigenschaften des GFP sind seit
vielen Jahren Thema aktiver Forschung [67][77][83][84][102][108][109]. Ein wichtiges Er-
gebnis ist, dass die Fluoreszenzeigenschaften des GFP empfindlich von der Prédsenz der
intakten Raumstruktur des Proteins abhéngen. Die Fluoreszenz des GFP ist ein Indikator
fiir die korrekte Faltung des Proteins in die native Raumstruktur.

Das GFP ist damit ein ausgezeichnetes Modellprotein, um die mechanischen Eigen-
schaften einer komplexen Proteinstruktur mit der Kombination aus Cystein Engineering
und Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie zu untersuchen. Die Fluoreszenzeigenschaften des
Molekiils erméglichen dabei auf einfache Weise eine Uberpriifung der korrekten Faltung
von Zweifach-Cystein modifizierten GFP Molekiilen in die native Raumstruktur.

Fiir die folgenden Untersuchungen sind acht représentative Belastungsrichtungen aus-
gewahlt worden, die schematisch in die Kristallstruktur des GFP in Abbildung 1.3 einge-
zeichnet worden sind. Die Belastungsrichtungen werden im folgenden durch das Indexpaar
(1,7) der gewéhlten Aminosduren bezeichnet.

1.4 Kraft-Ausdehnungsantwort von GFP Polyprotei-
nen

Die acht ausgewéhlten Aminosiurepaare (7,7) sind in der GFP Sequenz jeweils durch
Cysteine ersetzt worden und die mutierten GFP Molekiile polymerisiert worden. Das
verwendete Protokoll ist in Anhang A.4 dargelegt. Die korrekte Faltung in die native
GFP Struktur und die intakte Funktionalitét aller untersuchten Zweifach-Cystein modifi-
zierten und polymerisierten GFP Molekiile wird in Anhang A nachgewiesen. Die Kraft-
Ausdehnungsantwort der verschieden verkniipften GFP Polyproteine wurde mit einem
AFM-Kraftspektrometer untersucht. Experimentelle Details sind in Anhang D dargelegt.
Abbildung 1.4 zeigt die Kraft-Ausdehnungsantwort eines iiber das Aminosdurenpaar (6,221)
verkniipften GFP-Polyproteins. Die Eigenschaften der Kraft-Ausdehnungsantwort einzel-
ner Polyproteine sollen an dieser Kraftkurve exemplarisch erlautert werden.

Aufgetragen ist die am Cantilever des Kraftspektrometers wirkende Riickstellkraft in
Abhéngigkeit von der Ausdehnung des Molekiils. Bei kleinen Ausdehnungen (in Abb. 1.4
bis etwa 80 nm, grau markiert) beobachtet man komplexe, unreproduzierbare Muster in
der Kraftkurve. Diese Muster werden durch Oberflichenwechselwirkungen und multiple
Wechselwirkungen mit mehreren Molekiilen bei noch geringen Abstédnden zwischen Can-
tilever und Probenoberfliche verursacht (Schema (1) in Abb.1.4). Im giinstigen Fall wie
in der Kraftkurve in Abb. 1.4 bleibt nach Zusammenbruch der Vielfachwechselwirkun-
gen nur noch ein einzelnes Polyprotein-Molekiil zwischen Cantilever und Probenoberflédche
eingespannt. Fiir Ausdehnungen grofler 80 nm beobachtet man nun eine reproduzierba-
re und dquidistante Abfolge von Kraftzacken. Dies ist die typische Signatur, die durch die
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Abbildung 1.4: Typische Kraft-Ausdehnungsantwort eines einzelnen {iber die Geometrie (6,221)
polymerisierten GFP Polyproteins.

Ausdehnung eines einzelnen Polyprotein-Molekiils verursacht wird [26]. Am Punkt der ma-
ximalen Kraft in jedem Zacken in Abb. 1.4 kommt es zu einem plotzlichen, kraftinduzierten
Zusammenbruch einer einzelnen gefalteten Proteinstruktur in der gedehnten Polyprotein-
kette (vgl. Schemata (2)-(4) in Abb. 1.4). Dieser Bruch verldngert schlagartig die gestreckte
Polyproteinkette um die Zahl der zwischen den Verkniipfungspunkten befindlichen Ami-
nosaduren. Die Aminoséduren, die zwar ebenfalls Teil der zusammengebrochenen gefalteten
Struktur sind, aber sich nicht zwischen den verkniipfenden Aminosduren (7, ;) befinden,
tragen nicht zu dieser Verldngerung bei.

Die Riickstellkraft des gestreckten, aber nun ldngeren Molekiils ist deutlich geringer
als vor dem Bruchereignis. Der Cantilever relaxiert daher ungestort auf ein Kraftniveau,
das durch die entropische Elastizitét der verlangerten Polyproteinkette bestimmt wird. Die
Polyproteinkette ist eine Reihenschaltung von Abschnitten mit verschiedenen Federhérten.
Entfaltete Aminosdurenketten haben eine um drei GroBenordungen kleinere Federhérte als
gefaltete Strukturen. Das elastische Verhalten eines Polyproteins ist daher bereits ab der
Présenz von einigen zehn entfalteten Aminosduren im Polyprotein vollstdndig durch die
entfalteten Abschnitte dominiert [90]. Die gesamte Ausdehnung wird durch Dehnung der
entfalteten Abschnitte verursacht. Die noch gefalteten Strukturen spiiren jedoch aufgrund
der Reihenschaltung die gleichen Kréfte. Die Présenz von gefalteten Strukturen im gedehn-
ten Polyprotein macht sich daher nur durch Bruchereignisse bemerkbar, die die Abschnitte
entfalteter Aminosédureketten verlangern. Weiteres Ausdehnen des Molekiils nach einem
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Bruchereignis erhoht wieder die Kraftbelastung in der Kette, bis es zu einem erneutem
Zusammenbruch einer gefalteten Struktur kommt. Dieser Vorgang wiederholt sich, bis ent-
weder die letzte noch gefaltete Proteinstruktur im gedehnten Polyprotein zusammenbricht
oder das Molekiil von Cantilever oder der Probenoberfliche abreisst. Beim Abriff des Mo-
lekiils sinkt die detektierte Kraftbelastung am Cantilever wieder auf Null ab (vgl. (5)
in Abb. 1.4). In Abb. 1.4 sind ein teilweise verdecktes und sechs eindeutige Bruchereig-
nisse zu beobachten. Es wurde also ein GFP Polyprotein gestreckt, das aus mindestens
sieben GFP Molekiilen bestand. Die Verkniipfung zwischen den einzelnen Untereinheiten
ist dabei stabiler als die Raumstruktur des GFP. Kovalente Bindungen brechen erst ab
Zugkréften um 1.5 nN [40]. Die kovalente Verkniipfung der einzelnen Molekiile iiber die
selektiv eingefiihrten Cysteine wird daher direkt durch die Beobachtbarkeit der Kraftkur-
ve in Abbildung 1.4 gezeigt. Wiirde es sich bei der Verkniipfung lediglich um eine durch
die eingefiihrten Cysteine induzierte Kontaktflachenwechselwirkung zwischen benachbar-
ten Doménen handeln, so miisste die Polyproteinkette beim Zusammenbruch der ersten
gefalteten Proteinstruktur auseinander reiffen. Abb. 1.4 zeigt, dass dies nicht der Fall ist.

Es konnte die Kraft-Ausdehnungsantwort von GFP Polyproteinen in allen acht Ver-
kniipfungsgeometrien erfolgreich mit dem Kraftspektrometer untersucht werden. Abbil-
dung 1.5 zeigt Ausschnitte typischer Einzelmolekiil-Kraftkurven fiir alle untersuchten Bela-
stungsrichtungen. Die bereits angesprochenen multiplen Wechselwirkungen und der Abriss
der Molekiile (siehe Abb. 1.4) sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht abgebildet. Alle
Kraftkurven zeigen die Eigenschaften, die durch die Kraft-Ausdehnungsantwort einzelner
Polyprotein-Molekiile verursacht werden [26]: eine Abfolge von dquidistanten Kraftzacken?.

Es féllt auf, dass die Langenskala, auf der Bruchereignisse stattfinden, stark zwischen
den Verkniipfungsrichtungen variiert. Beispielsweise betrédgt der Abstand zwischen ein-
zelnen Kraftzacken fiir die Richtung (182,212) nur etwa 7 nm, wahrend er fiir (6,221)
verkniipfte GFP Polyproteine etwa 70 nm, also das Zehnfache, betragt. Dies ist auf die
unterschiedliche Verkniipfungsgeometrie der Polyproteine zuriickzufiihren. Wahrend nach
dem Zusammenbruch einer (182,212) verkniipften GFP Struktur nur 20 Aminoséuren fiir
die weitere Ausdehnung innerhalb des gestreckten Polyproteins zur Verfiigung stehen, wer-
den bei (6,221) verkniipften GFP Strukturen 215 Aminoséduren, also auch die zehnfache
Zahl an Aminosduren, fiir die weitere Ausdehnung freigesetzt. Die Ubereinstimmung im
relativen Langenzuwachs und der relativen Zahl an freigesetzten Aminoséduren zeigt die
spezifische Verkniipfung einzelner GFP Molekiile zu Polyproteinen an den gewiinschten
Positionen in der Raumstruktur des GFP. Eine genaue Analyse des Langenzuwachses wird
im néchsten Kapitel vorgenommen.

Es fallt ebenfalls auf, dass die Kréfte, bei denen es zu Bruchereignissen in den Kraftkur-
ven kommt, stark zwischen den verschiedenen Belastungsrichtungen variieren. Demnach

2 Aufgrund der nichtlinearen Elastizitit der Polyproteine miissen Abstiinde bei gleichen Kriiften gemes-
sen werden, also z.B entlang einer horizontalen Linie in Abb. 1.4. Die fluktuierenden Bruchkréifte erwecken
den Eindruck von ebenfalls fluktuierenden Absténden zwischen den Zacken. Dies ist nicht der Fall.
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Abbildung 1.5: Links: Punkte, iiber die Kraft an einzelne GFP Molekiile in gedehnten Polypro-
teinen angelegt wird. Rechts: Ausschnitte typischer Kraftkurven, die an einzelnen GFP Polypro-
teinen gemessen wurden.
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zeigt die GFP Raumstruktur eine ausgeprégte mechanische Anisotropie, deren Untersu-
chung Thema der Kapitel 5 und 6 sein wird.

In Abbildung 1.5 sind zusétzlich zwei Kraftkurven an Fusionspolyproteinen abgebildet,
in denen jeweils nur ein einzelnes GFP Molekiil iiber den N-C Terminus kovalent einge-
bunden war [32]. Aufgrund der Konstruktion dieser Fusionsproteine kann jeweils nur der
Zusammenbruch eines einzelnen GFP Molekiils pro Kraftkurve beobachtet werden. Aus-
sagekriftige Statistiken konnen mit solchen Fusionsproteinen nur unter deutlich héherem
Aufwand als mit Polyproteinen erreicht werden.

1.5 Zusammenfassung

Es wurde die Kombination aus Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie mit Cysteine Engineering
als Methode zur punktuellen Kraftbelastung der Raumstruktur einzelner Proteinmolekiile
eingefithrt und die Wahl des GFP als Modellsystem fiir die folgenden Untersuchungen
begriindet.

Es wurde die typische Kraft-Ausdehnungsantwort von GFP Polyproteinen vorgestellt,
die in verschiedenen Geometrien iiber zwei Punkte in der Raumstruktur des GFP ver-
kniipft sind und die spezifische und kovalente Verkniipfung der GFP Molekiile iiber die
eingefithrten Cysteine nachgewiesen.



Kapitel 2

Mechanische Strukturbestimmung an
einzelnen Proteinmolekiilen

In diesem Kapitel wird der Liangenzuwachs analysiert, der durch den Zusammenbruch der
GFP Raumstruktur bei Belastung mit Kraft iiber verschiedene Angriffspunkte entsteht.
Aus dem Léngenzuwachs konnen Information iiber die raiumliche Anordnung der mit Kraft
belasteten Aminoséduren in der gefalteten GFP Struktur vor dem Bruchereignis gewonnen
werden.

2.1 Prinzip einer mechanischen intramolekularen Ab-
standsmessung

Die Tatsache, dass ein funktionales Proteinmolekiil aus einer zwar kompliziert gefalte-
ten, aber diskreten Aminosdurenkette besteht, fiihrt zusammen mit der Moglichkeit zur
punktgenauen Applikation von Kraft an eine Proteinstruktur zu einem vielversprechenden
Aspekt, der anhand von Abbildung 2.1 schematisch erldutert wird. Mit Cystein Enginee-
ring ist es moglich, ein einzelnes Proteinmolekiil exakt an zwei ausgewéhlten Aminosduren
iund j in einem Kraftspektrometer aufzugreifen (Abb. 2.1 a). Aminosduren haben in gefal-
teten Proteinstrukturen einen endlichen Abstand d;; voneinander, der typischerweise nur
einige zehn Angstrom betriigt. Uber das Anlegen von geniigend Kraft an die Aminoséiuren
7, 7 kann der Zusammenbruch der gefalteten Proteinstruktur erzwungen werden. Die Ami-
noséurenkette zwischen 7 und j kann nun vollstédndig ausgestreckt werden (Abb 2.1 b). Die
gestreckte Lénge L;; der Aminosdurenkette ist jedoch exakt bestimmt und betrégt (j — i)
Aminosduren. Weil die beiden Aminoséuren 7 und j aber bereits einen endlichen Abstand
d;; im gefalteten Ausgangszustand des Proteins haben, kann der nétige Weg AL;;, um
die Aminosaurenkette vollstandig auszustrecken, nur immer etwas kleiner als die maximal
mogliche Lange L;; = (j — i) - daq sein. Der Faktor d,, bezeichnet den Langenbeitrag einer
einzelnen Aminoséure. Die Differenz aus der maximal méglichen Lénge der Kette L;; und
dem Weg AL;; bis zum Erreichen dieser Lange gibt daher den Abstand d;; der beiden
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Abbildung 2.1: a) Aufgreifen eines Proteins an zwei Aminoséiuren ¢ und j. b) Durch Einwirkung
einer mechanischen Zugkraft wird das Protein entfaltet und die Aminosidurenkette zwischen i
und j ausgestreckt. Bei exakter Kenntnis von 7,7 kann aus dem notigen Weg AL;;, um die
Kette auszustrecken, der intramolekulare Abstand d;; der beiden Aminoséuren in der gefalteten
Struktur des Proteins bestimmt werden.

Aminoséduren im gefalteten Zustand des Proteins wieder:
dij = (.7 - Z) “daq — ALij (2.1)

Der notige Weg, um eine entfaltete Aminoséurenkette auszustrecken, entspricht dem Langen-
zuwachs AL;;, der nach einem Bruchereignis in Einzelmolekiilkraftkurven an Proteinen
beobachtet wird. Dieser Léngenzuwachs kann mit Subnanometer-Genauigkeit gemessen
werden [25][90].

2.2 Messung von Lingenzuwichsen

Entfaltete Proteine, d.h random coil Aminosaureketten, verhalten sich mechanisch wie
einfache Polymere. Zum Ausdehnen einer entfalteten Aminosiurenkette benétigt man eine
Kraft (vgl. Abb. 2.2). Die Kraft-Ausdehnungsantwort von entfalteten Aminosiureketten
ist bei niedrigen Kréften (< 300 pN) entropisch bedingt, wihrend es bei hoheren Kréften
zu enthalpischen Beitrédgen durch Dehnung von Bindungen bzw. Biegung von Bindungs-
winkeln kommt [47]. Die Kraft-Ausdehnungsantwort entfalteter Aminoséurenketten lésst
sich mit dem Worm-like Chain (WLC) Modell zur Polymerelastizitiat beschreiben [60]. Das
WLC Modell verwendet dazu zwei Parameter, die Konturldnge L und die Persistenzléange p.
Die Konturldnge L beschreibt die Léange einer entfalteten Aminosiurenkette im extrapolier-
ten, vollstédndig gestreckten Zustand wie in Abb. 2.1 b). Der mit einem Entfaltungsereignis
verbundene Langenzuwachs in den Kraftkurven an GFP-Polyproteinen wurde daher mit
dem WLC Modell bestimmt. Dazu wurde die von Marko und Siggia eingefiihrte Interpo-
lationsformel [22][72]

k’BT 1 1 T
Fwro(r) = o (4 =7 i + L) (2.2)
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Abbildung 2.2: Kraft-Relaxationsantwort einer entfalteten Aminosidurenkette. Zwischen Can-
tilever und Oberfliche wurde ein GFP Polyprotein eingespannt und alle enthaltenen Struk-
turen vollstdndig entfaltet. Die entfaltete Aminoséurenkette wurde im Anschluss zehnmal re-
laxiert und wieder ausgedehnt und die erhaltenen Kraft-Relaxationskurven gemittelt. Kraft-
Ausdehnungskurven konnten dafiir nicht verwendet werden, da sich nach der Relaxation auf
Null-Kraft Wechselwirkungen wie z.B missgefaltete Strukturen in der Kette bilden, die zusétzliche
Beitrige bei der erneuten Ausdehnung liefern.

des WLC-Modells an die experimentellen Kraftkurven angepasst. Die reale Elastizitét ent-
falteter Aminosdaurenketten weicht jedoch von der idealen WLC-Elastizitdat ab. Dies wird
in Abb. 2.2 a) deutlich. An die experimentell bestimmte Kraft-Relaxationsantwort einer
entfalteten Aminosédurenkette wurde das WLC Modell in verschiedenen Kraftbereichen mit
konstanter Persistenzlinge p = 0.5 nm angefittet. Es zeigt sich zunehmend schlechter wer-
dende Ubereinstimmung mit dem Experiment in hoheren Kraftbereichen. Lisst man auch
den Parameter Persistenzldnge frei, so kann die experimentelle Kraft-Relaxationsantwort
in Abb. 2.2 b) stiickweise sehr gut reproduziert werden. Es zeigte sich, das ein Wert von
p = 0.5 nm im Kraftbereich von 50-150 pN die Kraft-Ausdehnungsantwort von entfalteten
Aminoséaurenketten sehr gut reproduziert, wihrend im Kraftbereich 150-500 pN p = 0.35
nm zu einer guten Ubereinstimmung fiithrt.

Abb. 2.2 a) macht deutlich, dass der Kraftbereich, in dem das WLC-Modell an die
Daten angepasst wird, und die Wahl der Persistenzlinge den Ausgabewert Konturlange
L des Fits stark beeinflusst. Dabei fiihrt ein Fit in hcheren Kraftbereichen zu systema-
tisch hoheren Konturldangen. Die Zahl der Aminoséduren in der experimentell untersuchten
Aminosdurenkette in Abb. 2.2 a) und damit die tatséchliche Konturlinge des untersuchten
Molekiils ist jedoch in jedem Fall die gleiche.

Um WLC-Fits in verschiedenen Kraftbereichen und bei verschiedenen Persistenzlédngen
innerhalb des WLC-Modells zu vergleichen, miissen daher die aus einem Fit bestimm-
ten Konturlingen mit einem Faktor v auf eine gemeinsame Skala gebracht werden. Die
Kraft-Ausdehnungsantwort der in dieser Arbeit untersuchten GFP-Polyproteine spielt sich
in verschiedenen Kraftbereichen zwischen 50 und 700 pN ab (vgl. Abb. 1.5). Es wur-
de daher Ly,—os5,re[s0,150) = 7 * Lp—0.35;Fe[150,500) bestimmt. Dazu wurden experimentell 70
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Abbildung 2.3: Typische Kraft-Ausdehnungsantwort von (3,88) verkniipften Ig27 Polyproteinen.
Um den Konturlingenzuwachs AL pro Bruchereignis zu bestimmen, geniigt es die Konturldnge
des Polyproteins vor dem ersten (L;) und nach dem letzten (n-ten) Bruchereignis (L,) in einem
dquidistanten Sdgezahnmuster zu bestimmen und die Differenz L,, — L1 aus beiden Konturlangen
durch die Anzahl der beobachtete Bruchereignisse n zu dividieren. Dieses Verfahren ist d4quivalent
zu einer Mittelung.

Kraft-Ausdehnungskurven an entfalteten Aminosdurenketten aufgenommen, die jeweils den
gesamten Kraftbereich von 50 — 500 pN abdecken. Es wurden WLC-Kurven mit p = 0.5
nm im Kraftbereich 50-150 pN und WLC-Fits mit p = 0.35 nm im Kraftbereich 150 — 500
pN an Kraftkurven angefittet und die erhaltenen Konturldngen verglichen. Es ergab sich
ein Wert von v = 0.966 £+ 0.0009. Fiir die Analyse der Konturlingen in GFP(3,132),
GFP(182,212), GFP(117,182), GFP(6,221), GFP(26,198), GFP(19,149) Kraftkurven wur-
de p = 0.35 nm verwendet, wihrend fiir Kraftkurven an GFP(3,212) und GFP(132,212)
p = 0.5 nm verwendet wurde. Die erhaltenen Ergebnisse wurden im Anschluss auf die Skala
mit ' € [50,150] und p = 0.5 nm korrigiert.

2.3 Kalibration von Langenzuwéichsen

Fiir strukturelle Interpretationen muss der Langenbeitrag d,, in Gl. 2.1 einer einzelnen
Aminoséure préizise bekannt sein. Dieser Faktor wurde fiir den Kraftbereich 50 pN bis 150
pN mit p = 0.5 nm experimentell kalibriert. Dazu wurden zwei verschiedene Proteine mit
bekannter Raumstruktur verwendet, 1g27 und DAFLN(1-5).

Mit Cystein Engineering wurden dafiir Polyproteine der Doméne Ig27 aus menschli-
chem Herzmuskeltitin konstruiert, die {iber das Aminosdurenpaar (3,88) verkniipft wor-
den sind. Abb. 2.3 zeigt eine typische Kraft-Ausdehnungskurve an einem 1g27(3,88) Po-
lyprotein. Der fiir die Skala mit F' € [50,150] pN und p = 0.5 nm bestimmte mittlere
Konturldngenzuwachs pro 1g27(3,88) Bruchereignis betragt (ALjsgs) = 27.62 &+ 0.04 nm
(N = 379). Der Abstand der Aminoséuren 3 und 88 in einer gefalteten Ig27-Doméne be-
tragt laut der NMR-Strukturdatei 1TIT [50][8] d3gs = 3.52 & 0.1 nm. Damit betrigt die
Gesamtlidnge der ausgestreckten Aminosdurenkette laut Gl. 2.1 L3gs = 31.14 £ 0.1 nm.
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Mit L3 gs = (88 — 3) - dg, folgt fiir den Léngenbeitrag einer Aminoséure d,, = 0.366 £ 0.002
nm.

Zur unabhéngigen Bestétigung des Kalibrationsfaktors wurde der Konturlangenzuwachs
bestimmt, der mit der Entfaltung einzelner Proteindoménen aus Dictyostelium discoideum
Filamin (DdFLN(1-5)) verbunden ist. DAFLN(1-5) ist ein aus fiinf Doménen bestehendes,
iiber die Termini verkniipftes modulares Polyprotein. Jede Doméne besteht aus exakt 100
Aminosduren. Der mittlere Léngenzuwachs (ALj 109) der durch das Entfalten einer einzel-
nen DAFLN-Doméne verursacht wird, betriagt (AL; 100) = 32.5+ 0.1 nm [97][32]. Der Ab-
stand der Aminosauren 1 und 100 in der gefalteten DAFLN-Struktur betragt d; 100 = 4£0.1
nm laut der NMR-Strukturdatei 1WLH [85][8]. Aus diesen zwei Werten erhélt man eine
Gesamtlange von Ly 199 = 36.5 £ 0.2 nm. Aus Gl. 2.1 folgt demnach fiir den Langenbeitrag
einer einzelnen Aminosaure d,, = 0.365 £ 0.002 nm.

Der Kalibrationsfaktor d,,, der unabhéngig mit zwei verschiedenen Proteinen und ihren
NMR Strukturdaten bestimmt wurde, stimmt sehr gut iiberein. Es wird d,, = 0.365 nm
daher in der gesamten Arbeit fiir alle Strukturinterpretationen verwendet.

2.4 Intramolekulare Abstiande im GFP

Abbildung 2.4 a) zeigt Histogramme des Langenzuwachses AL;;, der durch den Zusam-
menbruch der Raumstruktur einzelner GFP Molekiile bei Belastung iiber verschiedene
Aminosauren (i, j) erzeugt wird. Die Histogramme in Abb. 2.4 a) geben die Anzahl an
Polyprotein-Kraftkurven an, in denen ein bestimmter mittlerer Lingenzuwachs pro Bru-
chereignis beobachtet wurde. Pro Kraftkurve sind in etwa 5 bis 15 Bruchereignisse be-
obachtet worden. Die roten Balken in Abb. 2.4 a) zeigen jeweils die maximal mogliche
Lange L;; = (j — i) - dgq einer zwischen ¢ und j ausgestreckten Aminosédurenkette an.
Der Langenbeitrag einer Aminoséure d,, betrigt wie oben beschrieben 0.365 nm. Abbil-
dung 2.4 zeigt deutlich, dass der experimentell beobachtete Langenzuwachs in allen Ver-
kniipfungsrichtungen immer etwas kleiner ist als die maximal mogliche Lénge der ausge-
streckten Aminosédurenkette. Der Unterschied betrégt dabei jeweils nur wenige Nanometer.

Bestimmt man entsprechend Gleichung 2.1 die Differenz aus der maximal moglichen
Lénge' L;; und dem mittleren, experimentell beobachteten Lingenzuwachs fiir jede der
acht Verkniipfungsrichtungen, so ergeben sich die durch die farbigen Balken in Abbildung
2.4 b) dargestellten fehlenden Léangen. Laut Gleichung 2.1 sollten diese Fehlbetrige den
Abstand der aufgegriffenen Aminoséuren ¢, j im gefalteten Zustand des GFP wiedergeben.
In Abbildung 2.4 b) sind zum Vergleich die intramolekularen Absténde der Aminoséuren i
und j aus der Kristallstruktur des GFP als graue Balken eingetragen. Der absolute Fehler
der mechanischen Messung (0 = (j — 9)04 + 045, wWobei 0,, den Fehler der Kalibrati-

IFiir die Berechnung der maximal méglichen Linge muss eine Besonderheit im GFP beachtet werden:
Das Chromophor des GFP wird durch kovalente Zyklisierung der drei Aminosiuren Ser-65, Tyr-66 und
Gly-67 gebildet. Die Riickgrat-Lange des ausgestreckten Chromophores entspricht daher nur der zwei- statt
dreifachen Lénge d,, einer Aminoséure [106]. Es muss daher L;; = (j —i — 1) - doq statt L;j = (j —©) - daa
fiir alle Verkniipfungsrichtungen, deren Entfaltung das Chromophor einschliesst, verwendet werden.
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Abbildung 2.4: a) Kreise: Histogramme des mittleren Léngenzuwachses AL;; pro Entfaltungser-
eignis in GFP Polyproteinkraftkurven. Schwarze Linien: gefittete Normalverteilungen. Rote Bal-
ken: Lénge einer (j — i) langen, ausgestreckten Aminosiurenkette. b) Farbige Balken: Experi-
mentell bestimmte Differenz zwischen gemessenem Lingenzuwachs pro Entfaltung und der Lénge
eines (j — i) langen Aminosidurestranges. Graue Balken: Intramolekularer Abstand zwischen den
Co Atomen der jeweiligen Aminoséuren i, j laut GFP Kristallstruktur 1IEMB [15][8]. Fehlerbreiten

sind als schwarze Linien eingetragen.
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on und o;; den Fehler des Mittelwertes des jeweiligen Langenzuwachses beschreibt), und
die Auflosung der Kristallstruktur (2.1 A) sind in Form von schwarzen Linien eingetra-
gen. Es ist ersichtlich, dass in allen Verkniipfungsrichtungen die mechanisch bestimmten
Absténde mit den intramolekularen Abstdnden in der Kristallstruktur des GFP bis auf
wenige Angstrom iibereinstimmen. Die Abweichungen von den Kristallstrukturabstéinden
liegen dabei innerhalb des Messfehlers. Es sind keinerlei systematische Abweichung von
den Kristallstrukturabstédnden zu erkennen. Die Belastung mit Zugkraft fiithrt offenbar zu
keinerlei signifikanten Deformationen der GFP Struktur. Es ldsst sich daher fiir alle unter-
suchten Belastungsrichtungen folgendes schliessen:

e Die GFP Molekiile sind bis zum Bruchereignis vollstandig intakt.

e Die Raumstruktur des GFP wird durch das Anlegen von Kraft nicht signifikant de-
formiert.

2.5 Mechanische Triangulation

In der obigen Analyse sind alle drei intramolekularen Absténde zwischen den drei Ami-
nosaduren 3, 132 und 212 des GFP bestimmt worden. Uber die geometrische Beziehung

di; = \/(:vZ — ;)24 (yi —y;)* + (2 — z;)? konnen den drei Aminosduren daher auch Ko-
ordinaten in der von ihnen aufgespannten Ebene innerhalb der Raumstruktur des Proteins
zugewiesen werden. Das sich so ergebende Dreieck mit den Aminoséduren 3, 132 und 212
als Eckpunkte ist in Abb. 2.5 abgebildet. Zum Vergleich ist Abb. 2.5 mit der Kristallstruk-
tur des GFP hinterlegt worden. Die Kristallstruktur wurde dabei so orientiert, dass die
Cy-Atome der Aminoséduren 3, 132 und 212 in die Bildflache fallen. Dadurch ist ein direk-
ter Vergleich der Positionen in der Kristallstruktur mit den hier bestimmten Positionen
moglich. Der absolute Messfehler der mechanischen Positionsbestimmung ist in Abb. 2.5
in Form von schwarzen Kreisen eingetragen. Dieser Fehler ist hauptséchlich statistischer
Natur und kann u.a. durch genauere Bestimmung des Kalibrationsfaktors d,, weiter redu-
ziert werden. Der Vergleich mit den aus Rontgenkristallographie-Experimenten bestimm-
ten Strukturdaten von GFP zeigt nahezu perfekte Ubereinstimmung im Rahmen des 0.4
nm betragenden Messfehlers. Die Positionen der drei Aminoséuren sind damit mechanisch
trianguliert worden.

2.6 Bestimmung von teilentfalteten Strukturen

Eine wesentliche Vorraussetzung fiir eine mechanische Abstandsmessung und Gleichung 2.1
ist, dass der Langenzuwachs AL;;, der mit einem Entfaltungsereignis verbunden ist, auf
die Entfaltung aller Aminoséduren zwischen den aufgegriffenen Aminoséuren i, j zuriickgeht.
Es kann der Fall eintreten, dass es zu einer Teilentfaltung des Proteins vor dem dominan-
ten Entfaltungsereignis kommt. In diesem Fall ist Gleichung 2.1 nicht mehr anwendbar,
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Abbildung 2.5: Intramolekulare Absténde (farbige Linien) diz2212, d3 132 und ds 212 sowie die
daraus resultierenden Positionen der Aminoséuren 3, 132 und 212 in der gefalteten GFP Struktur,
ermittelt in Einzelmolekiilexperimenten. Schwarze Kreise zeigen den absoluten Messfehler an. Die
Graphik wurde mit der GFP Kristallstruktur 1EMB [15][8] ebenenparallel hinterlegt.

da die Indizes der Aminoséuren, iiber die Kraft an die noch verbleibende, feste Struk-
tur angelegt wird, nicht mit den Indizes der vermeintlich aufgegriffenen Aminoséiuren i, j
iibereinstimmen. Dieser Fall kann ebenfalls am GFP beobachtet werden. In Vorarbeiten
[29][32][74] wurden Fusionspolyproteine analysiert, in denen jeweils ein einzelnes GFP Mo-
lekiil tiber den N- und C-Terminus (Aminoséuren 1, 229) kovalent eingebunden war. Abb.
2.6 zeigt die Verteilung des Langenzuwachses der durch das dominante Entfaltungsereignis
N-C terminal belasteter GFP-Molekiile erzeugt wird?. Pro Einzelmolekiilkraftkurve konn-
te aufgrund der Konstruktion der Fusionsproteine jeweils nur ein GFP Entfaltungsereignis
beobachtet werden. Eine Vormittelung des Léngenzuwachses pro Entfaltungsereignis wie
oben vorgestellt ist daher nicht moglich. Das Histogramm in Abb. 2.6 a) ist daher ent-
sprechend breiter als die vorgemittelten Histogramme in Abb. 2.4 a). Vergleicht man wie-
der die Differenz aus maximal moglicher Lénge L 229 eines vollstdndig entfaltenden GFP

2Siehe Abb.1.5 fiir typische Kraftkurven.
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Abbildung 2.6: a) Kreise: Histogramm des mittleren Lingenzuwachses AL;; pro Entfaltungser-
eignis bei N-C terminaler Belastung des GFP. Schwarze Linien: gefittete Normalverteilungen.
Rote Balken: Linge einer (j — i) langen, ausgestreckten Aminosidurenkette. b) Farbige Balken:
Experimentell bestimmte Differenz zwischen gemessenem Léngenzuwachs pro Entfaltung und der
Lénge eines (j — i) langen Aminosdurestranges. Graue Balken: Intramolekularer Abstand zwi-
schen den C, Atomen der jeweiligen Aminoséuren i,j laut GFP Kristallstruktur 1IEMB [15][8].
Fehlerbreiten sind als schwarze Linien eingetragen.

Molekiils und gemessenem Langenzuwachs mit dem Kristallstrukturabstand zwischen N-
und C-Terminus des GFP, so ergeben sich die oberen Graphen in Abb. 2.6. Der mecha-
nisch bestimmte Abstand fiir die N-C terminale Richtung (1,229) ist mehr als dreimal
so gross wie der Kristallstrukturabstand. Diese starke Diskrepanz deutet darauf hin, dass
die Raumstruktur des GFP beim dominanten Entfaltungsereignis nicht mehr vollstédndig
intakt ist. Bei N-C terminaler Kraftbelastung des GFP kommt es zunéchst zum Ablésen
einer N-terminalen a-Helix, die die Aminosduren 1 bis 10 umfasst. Dieser Ubergang kann in
Einzelmolekiil-Kraftkurven direkt beobachtet werden [29][32]. Das bedeutet, das dominant
erscheinende Entfaltungsereignis entspricht nicht der Entfaltung einer + = 1 bis 7 = 229
Aminosduren umfassenden Struktur, sondern hier wird Kraft an eine gefaltete Struktur
angelegt, die bereits zehn Aminoséduren kleiner ist. Gleichung 2.1 ist zwar giiltig, aber die
Indizes sind nicht mehr bekannt.

Wihlt man jedoch die Aminosduren ¢ = 11 und j = 229 und vergleicht wieder die Diffe-
renz aus der ausgestreckten Lange L1 229 und dem experimentell ermittelten Léngenzuwachs
AL in N-C terminaler Richtung mit dem Kristallstrukturabstand zwischen Aminoséduren 11
und 229, so ergeben sich die unteren Graphen in Abbildung 2.6. Der mechanisch bestimm-
te Abstand reproduziert nun nahezu perfekt den Kristallstrukturabstand. Zusammen mit
der direkt beobachteten Teilentfaltung von zehn Aminoséuren und der Annahme, dass die
verbleibende Struktur immer noch mit der Kristallstruktur iibereinstimmt3, kann daher ge-
schlossen werden, dass das dominante Bruchereignis durch die Entfaltung der Aminoséduren
11 bis 229 verursacht wird.

3Im Falle der N-C terminalen Teilentfaltung des GFP konnten geniigend Hinweise gesammelt werden,
die diese Annahme iiberzeugend stiitzen (vgl. Anhang B und [32][74][75]).
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Das bedeutet, die Analyse des Langenzuwachses und Gleichung 2.1 kann ebenfalls dazu
verwendet werden, die gefaltete Reststruktur von teilentfalteten Proteinen zu identifizieren.
Dies ist allerdings nur unter folgenden Voraussetzungen moglich:

e Die Raumstruktur des Protein ist vollstéindig bekannt.

e Eine Teilentfaltung lésst die verbleibende Raumstruktur intakt.

2.7 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Bestimmung von acht intramolekularen Absténden zwischen
einzelnen Aminosduren und die mechanische Triangulation der Position von drei aus-
gewihlten Aminosduren in der gefalteten GFP Struktur beschrieben. Die gemessenen
Absténde und Positionen zeigten keinerlei signifikante Abweichungen von der GFP Kri-
stallstruktur. Es konnte daher geschlossen werden, dass die Raumstruktur der untersuchten
GFP Molekiile in allen Cystein-verkniipften Richtungen bis zum kraftinduzierten Zusam-
menbruch vollstdndig intakt und nicht signifikant deformiert ist. Mit diesen Messungen
wurden damit erstmals intramolekulare Absténde in der Raumstruktur eines Proteins di-
rekt an einzelnen Proteinmolekiilen in ihrer nativen Umgebung bestimmt [33].



Kapitel 3

Dissoziation von Bindungen unter
Kraft

An dieser Stelle werden kurz die theoretischen Grundlagen fiir das Versténdnis der kraft-
induzierten Dissoziation von Bindungen dargelegt. Es werden eine Einzelbindung sowie
Bindungsnetzwerke unter Kraft betrachtet. Bindungsnetzwerke werden fiir die Interpreta-
tion der Mechanik der GFP Raumstruktur im spéteren Verlauf der Arbeit wichtig. Die
Kinetik des ersten Bindungsbruchs und kooperative Dissoziation in einem Bindungsnetz-
werk unter Kraft wird anhand einer Reihenschaltung und einer Parallelschaltung illustriert.
Die Untersuchung von Polyproteinen in einem Kraftspektrometer realisiert den Fall einer
Reihenschaltung, deren Eigenschaften in diesem Kapitel daher kurz diskutiert werden.

3.1 Bindungspotentiale unter Kraft

Eine Bindung lésst sich als ein gebundenes Teilchen in einem Potentialtopf als Funktion des
Abstands z zwischen den Bindungspartnern verstehen (vgl. Abb. 3.1) [52]. Eine Kombina-
tion aus repulsiven und attraktiven Wechselwirkungen erzeugt ein energetisches Minimum
im Abstand xy und eine den gebundenen Zustand eingrenzende energetische Barriere im
Abstand xp. Die Hohe einer energetischen Barriere AG* bestimmt nach Arrhenius den
Ubergangsratenkoeffizienten k, fiir ein spontanes, thermisch aktiviertes Entweichen des
Teilchens aus dem Potentialtopf.

AG*) (3.1)

kgT
Der Vorfaktor kr beschreibt dabei eine charakteristische Rate, mit der das gebundene
Teilchen im Potentialtopf fluktuiert [36][59][49]. Wird die Bindung iiber eine Feder, z.B die
Kombination aus einem sich mit der Geschwindigkeit v bewegenden Cantilever und entfal-
teten Polypeptidstrangen mit Kraft belastet, so wird diese Bindung einem naherungsweise
harmonischen, externen Potential ausgesetzt.

ko = k- exp (—

1
Veat = iﬁ(x — vt)? (3.2)
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Abbildung 3.1: a) Schema eines Potentialtopfes, mit einem Minimum am Ort xy und einer
energetischen Barriere am Ort xp. b) Wahrscheinlichkeitsdichten fiir den Bruch einer Bindung
unter Kraft in Abhéngigkeit verschiedener Potentialbreiten und Barrierenhdhen.

Das Minimum des externen Potentials wird mit der konstanten Geschwindigkeit v zu
groferen Ausdehnungen hinbewegt. Hierbei beschreibt s die effektive Federhérte des Sy-
stems, das die Bindung mit Kraft belastet. Fiir alle in dieser Arbeit relevanten Félle gilt,
dass die effektive Federhirte des externen Potentials sehr viel kleiner! als die Kriimmung
des Potentialtopfes des gebundenen Systems ist. Damit erscheint das externe Potential in
Abb. 3.1 a) als eine mit der Zeit immer steiler abfallende Gerade. Die Bindung unter-
liegt damit einem effektiven, zeitabhéngigen Potential G(x) + Viu(z,t). Damit ist auch
die Hohe der Ubergangsbarriere und der Ubergangsratenkoeffizient zeitabhéingig. Dariiber
hinaus verschiebt sich die Position zy der Ubergangsbarriere auf der Reaktionskoordina-
te. Ist der Abstand zwischen Ubergangsbarriere und Minimum des Potentialtopfes Az
jedoch klein?, so kann diese Verschiebung und die tatsichliche Form des Potentialtopfes
vernachléssigt werden. In einem linearen Modell nach Bell [7] wird nur noch die Abnahme

der Barrierenhohe als Funktion des externen Potentials V,,; = —kvtx — Fyx bzw. der extern
anliegenden Kraft F' = kvt 4+ F{y betrachtet:
AG*(t) = AG" — kvt - (vr — on) — Foler —xy) = AGT — FAx (3.3)

Fy beschreibt eine zum Zeitpunkt ¢t = 0 bereits anliegende Kraft. Wie stark die energeti-
sche Barriere reduziert wird, hangt vom Abstand Az = 1 — xn zwischen Minimum des
Potentialtopfes und der Ubergangsbarriere ab. Dieser Abstand Az, im folgenden als Po-
tentialbreite bezeichnet, stellt den Hebelarm des gebundenen Systems dar: je breiter das

'Es gilt: k ~ 1072 N/m wihrend % ~1N/m
2Siehe z.B die Diskussion in [87].
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Potential, umso empfindlicher wird die Bindung auf anliegende Kréfte reagieren. Der nun
zeitabhéngige Ubergangsratenkoeffizient k_, fiir das thermische aktivierte Entweichen des
gebundenen Teilchens aus dem Potentialtopf ist damit durch

AG* —kvAzt—FyAx F(t)Azx

k_,(t) = ]{Jo(t) = /{;Tef kpT = ]{?06 kpT (34)

gegeben. Eine anliegende Kraft beschleunigt exponentiell den Ubergangsratenkoeffizienten
fiir den spontanen, thermisch aktivierten Bruch einer Bindung. Die Abnahme der Aufent-
haltswahrscheinlichkeit des Teilchens im Potentialtopf mit der Zeit wird durch folgende
Differentialgleichung beschrieben:

C”;Et) — _P(l) ke T (3.5)

Die Differentialgleichung 3.5 kann mit den Anfangsbedingungen P(0) = 1 und F(0) = F,
sowie der Variablensubstitution F' = kvt 4+ Fjy gelost werden.

FopAz  FAc
kokpT (e kT ekBT>
KAz

P(F)=e (3.6)
Daraus ergibt sich eine Bruchwahrscheinlichkeitsdichte g(F’), im folgenden auch als Bruch-
kraftverteilung bezeichnet, bei einer bestimmten Kraftbelastung den thermisch aktivierten
Zusammenbruch der Bindung zu beobachten:

FoAz  FAg
_ dP(F)  ky AR ( k5T —e’“BT)+£§%
9(F) = dF  ro"
Diese Gleichung wurde bereits durch M. Rief [87] und E. Evans et al. [34] hergeleitet. Abbil-
dung 3.3 a) illustriert den Verlauf der Bruchwahrscheinlichkeitsdichte g(F') fiir verschiedene
Werte des Ubergangsratenkoeffizienten ko und der Potentialbreite Az. Eine Bindung mit
einer schmalen Potentialform widersteht hohen Kraftbelastungen und es wird Bruchereig-
nisse in einem breiten Kraftbereich geben, wihrend Bindungen mit breiten Potentialen
bei deutlich niedrigeren Kréften in einem engen Kraftbereich zusammenbrechen. In der
Bruchwahrscheinlichkeitsdichte g(F") erscheint die anliegende Kraft /' immer im Produkt
mit der Potentialbreite Az. Die Potentialbreite wirkt somit skalierend auf die anliegen-
den Kréfte. Es ist daher ersichtlich, dass die Breite bzw. die Standardabweichung o der
mittleren Bruchkraft einer Bruchkraftverteilung indirekt proportional zur Potentialbreite
ist:

(3.7)

kgT
~ 3.8
o~ (3.8)
Der natiirliche Ubergangsratenkoeffizient ko und damit die Hshe AG* der Energicbarrie-
re der Bindung hat hingegen einen vergleichsweise schwachen Einfluss auf die Position
des Zentrums der Bruchkraftverteilung. Die Form der Bruchkraftverteilung ist zudem un-

abhéngig von diesem Parameter.
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3.2 Bindungsnetzwerke unter Kraft

Es werden nun Netzwerke aus Einzelbindungen unter Kraft betrachtet. Der Einfachheit
halber werden Bindungen mit identischen Bindungspotentialen betrachtet. Die Geometrie
des Bindungsnetzwerks bestimmt, wie sich eine an dem Netzwerk anliegende Kraft F' =
kvt + Fy auf die N Einzelbindungen verteilt. Die an der ¢-ten Bindung anliegende Kraft
sei dabei proportional zur extern anliegenden Kraft F':

Fi(t) = a;F(t) (3.9)

wobei a; den an der i-ten Bindung wirkenden Anteil der extern anliegenden Kraft angibt.
Die Kinetik der i-ten Bruchstelle unter der an ihr anliegenden Kraft F; kann dann mit
dem eben vorgestellten linearen Modell beschrieben werden. Fiir die Einzelbindungen folgt

damit:
a,;, FpAzx a;, FAx
et (ST )
P(F) =" (3.10)
ko a; FAx
gi(F)=P(F)-— -e *sT (3.11)

RV

An dieser Stelle soll zunéchst die Frage interessieren, bei welcher Kraft es zum ersten aus N
moglichen Bindungsbriichen kommt. Die Wahrscheinlichkeit Py, bis zu einer bestimmten
Kraftbelastung alle N Bindungen noch intakt vorzufinden, ist bei unabhéngigen Ereignis-
sen das Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten:

a; FoAx a;, FAx

kOkaZa-lz(e kT _¢ kBT )
Py(F) =T[P(F)=e ™ T

(3.12)

Die Wahrscheinlichkeitsdichte gy (F), den Bruch irgendeiner Bindung bei der externen
Kraft F' zu beobachten, unter der Bedingung, dass alle anderen noch intakt sind, ergibt
sich iiber:

a; FAx

ox(F) = X alF) - T[7y = 2 p() - (S5 ) 313
i i

Zur Tlustration zeigt Abbildung 3.2 a) schematisch ein Netzwerk aus drei identischen num-
merierten Einzelbindungen mit verschiedenen «; und Abb. 3.2 b) die Wahrscheinlichkeiten,
unter einer wirkenden Kraft die jeweilige Bindung noch intakt vorzufinden. Die Produkt-
wahrscheinlichkeit Py(F') aus Gl. 3.12, alle Bindungen intakt vorzufinden, ist durch die
Bindung mit dem grofiten Anteil a; der wirkenden Kraft dominiert. Abb. 3.2 ¢) zeigt die
Wahrscheinlichkeitsdichten fiir den Bruch der jeweiligen Bindung unter der Bedingung,
dass die anderen noch intakt sind, und ebenfalls die Bruchwahrscheinlichkeitsdichte g (F')
aus Gl. 3.13 fiir ersten Bindungsbruch im System. Wie zu erwarten, wird die Bindung mit
der grofiten wirkenden Kraft im Mittel zuerst brechen. Wichtig ist, dass die Kréfte, bei
denen es zum ersten Bindungsbruch kommt, deutlich héher liegen (im gezeigten Fall um
1/a), als wenn eine der Bindungen einzeln mit Kraft belastet wiirde.
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Abbildung 3.2: a) Schema eines kraftbelasteten Netzwerks aus drei identischen Bindungen bzw.
einer einzeln belasteten Bindung. b) Durchgezogene Linien: Wahrscheinlichkeit, die jeweiligen Bin-
dungen unter einer wirkenden Kraft noch intakt vorzufinden. Orange Linie: Wahrscheinlichkeit,
alle Bindungen intakt vorzufinden. Gepunktete Linie: Wahrscheinlichkeit, eine einzeln vorliegende
Bindung intakt vorzufinden. ¢) Durchgezogene Linien: Bruchkraftverteilung fiir den Bruch der
jeweiligen Bindung unter der Bedingung, dass die anderen noch intakt sind. Orange Linie: Bruch-
kraftverteilung fiir den Bruch irgendeiner Bindung. Gepunktete Linie: Bruchkraftverteilung fiir
den Bruch der einzeln belasteten Bindung.

Es ist illustrativ, zwei Grenzfille in der geometrischen Anordnung von multiplen Bin-
dungen zu betrachten: die ideale Serienschaltung und die ideale Parallelschaltung von N
Bindungen (vgl. Abb. 3.3). In der seriellen Konfiguration sind die Krifte in der Kette
iiberall gleich, es gilt a; = 1 fiir alle ¢ Bindungen. Das ist ein entscheidender Unterschied
zur parallelen Konfiguration. Dort teilt sich die wirkende Kraft auf die Zahl der vorhan-
denen Bindungen N auf, d.h o; = 1/N. Es ist ersichtlich, dass damit die Empfindlichkeit
auf anliegende Krifte im parallelen System mit steigender Zahl der Bindungen deutlich
reduziert wird. Aus GI. 3.13 ergibt sich die Bruchwahrscheinlichkeitsdichte fiir den ersten
Bindungsbruch im seriellen System:

N NkoZBT(ei%A; _BEBA$)+£A%
gs(F) = Ko o ’ (3.14)
KV
Fiir eine Parallelschaltung ergibt sich hingegen:
2 g FoAxz/N FAz/N FAz/N
Nky st ( BT e FBT )+
gp(F)=—"2.¢ ™" vt (3.15)

RV

Abb. 3.3 b) illustriert den Verlauf der Wahrscheinlichkeitsdichten gg und gp fiir unter-
schiedlich viele seriell bzw. parallel belastete identische Bindungen. In der seriellen Konfigu-
ration bewegt sich das Zentrum der Bruchkraftverteilungen langsam zu niedrigeren Kréaften
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Abbildung 3.3: a) bzw. b) Schema einer Reihen- bzw. Parallelschaltung aus identischen Bindun-
gen. ¢) Bruchkraftverteilungen fiir den Bruch der ersten aus N parallel bzw. seriell belasteten
Bindungen.

mit steigender Zahl belasteter Bindungen, wéahrend sich im parallelen Fall das Zentrum zu
deutlich héheren Kréften bewegt. Die Zahl der Bindungen hat nur im parallelen System
einen Einfluss auf die Form der Bruchkraftverteilungen. Vergleicht man Gleichungen 3.14
und 3.15 mit der Bruchwahrscheinlichkeitsdichte fiir den Bruch einer einzelnen Bindung Gl.
3.7, so wirkt fiir die Kinetik des ersten Bindungsbruchs im seriellen System eine erhohte,
apparente Ubergangsrate k, = ko - N, wihrend im parallelen System sowohl eine erhéhte
apparente Ubergangsrate k, = ks = ko - N als auch eine verkleinerte, apparente Potential-
breite Az, = Az/N wirkt. Die wahrscheinlichste Kraft F', bei N vorhandenen Bindungen
das erste Bruchereignis zu beobachten, ist durch die Position des Maximums der Wahr-
scheinlichkeitsdichten in Abb.3.3 gegeben und ist tiber dg(F, N)/dF = 0 erhéltlich. Im
seriellen Fall ergibt sich:

- kgT KVAZ
Fg = 1 1
ST Az n(Nk:okBT> (3.16)
Im parallelen Fall gilt:
. kgT KVAZ
Fp=N 1 1
P A n(N2k0kBT> (310

Dies gilt allerdings nur, solange die Bedingung Fy < F erfiillt ist. Falls nicht, ist das globale
Maximum der Verteilung bereis bei der inital wirkenden Kraft Fy zu finden. Ebenfalls
von Interesse sind mittlere Bruchkréifte und deren Schwankungsquadrate. Aufgrund der
Komplexitiat von gg(F') bzw. gp(F') ist die mittlere Bruchkraft (F') und die Breite o der
Bruchkraftverteilungen nicht in geschlossener Form angebbar. Es ist jedoch ersichtlich, dass

(Fp) ~ N - (Fs) (3.18)

und
op~N -og (3.19)
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gilt, d.h. die mittlere Bruchkraft und deren Streuung sind fiir den Bruch der ersten paral-
lelen Bindung um die Zahl der Bindungen gréfler als im Vergleich zum seriellen System.

Das Verhalten des ersten Bindungsbruches in einem Bindungsnetzwerkes beliebiger
Geometrie unter Kraft kann nun plausibel gemacht werden. Die Bruchkinetik einer be-
liebigen Verkniipfungsgeometrie wird durch die Bindungen bestimmt, auf denen der gréfite
Anteil max(q;) der externen Kraft lastet. Die mittlere, beobachtete Bruchkraft ist durch
die grofite Projektion der externen Kraft auf eine der Bindungen bestimmt:

(F1)

max ()

(F) ~ (3.20)
Hierbei bezeichnet (Fj) die mittlere Bruchkraft einer der Bindungen, wenn sie einzeln
vorldge. Gleiches gilt fiir die wahrscheinlichste Bruchkraft. Die apparente Potentialbreite
Ax, der Bruchkinetik, die sich z.B in der Breite einer Bruchkraftverteilung manifestiert,
ist durch die grofite Projektion der externen Kraft auf eine der Bindungen bestimmt:

Az, ~ max (o;) Az (3.21)

Bildet man das Produkt aus mittlerer Bruchkraft des ersten Bindungsbruchs und appa-
renter Potentialbreite, so ergibt sich:

(F)Ax, = (F1)Ax (3.22)

Dieses Produkt kodiert die Eigenschaften der Einzelbindungen im Bindungssystem und ist
unabhéngig von der Geometrie des Systems.

Der Ubergangsratenkoeffizient k, fiir den ersten Bindungsbruch in einem System von
Bindungen ist durch k, ~ N'ky gegeben, wobei N’ die Zahl der Bindungen angibt, die
den grofiten Anteil der externen Kraft tragen. Die apparente Hohe der wirkenden Barriere
wirkt daher leicht reduziert:

AG: ~ AG* — kgT -In N’ (3.23)

Die Projektionen «; der extern anliegenden Kraft auf die Einzelbindungen kodieren da-
bei die effektive Deformationsantwort des gesamten Bindungsnetzwerks auf eine anliegende
Kraft.

3.3 Kooperativitit von Bindungssystemen

Es ist noch von Interesse, qualitative Aussagen iiber den weiteren Verlauf der Dissoziation
der verbleibenden Bindungen nach dem ersten Bindungsbruch in einem Bindungsnetzwerk
zu treffen. Es geniigt, hierfiir die Grenzfille des parallelen und seriellen Systems zu be-
trachten. Nach der Dissoziation der ersten Bindung bei einer Kraft F' in einem idealen
parallelen System steigt sofort die Kraft auf die verbleibenden Bindungen, d.h von F/N
auf F//(N — 1). Damit erhoht sich der natiirliche Ubergangsratenkoeffizient instantan um

ka(N—l) o fﬁqz“‘ N21,N
) () 028
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Der erste Bindungsbruch im parallelen System findet jedoch erst bei Kréften statt, die
etwa N-fach iiber den Kréften liegen, bei denen eine einzeln vorhandene Bindung brechen
wiirde. Der Verlust einer Bindung hat eine Uberladung der verbleibenden Bindungen zur
Folge, die immer drastischer wird, je mehr Bindungen verloren gehen. Dies fithrt zu einem
kooperativen Bruch des gesamten parallelen Systems. Damit hat der erste Bruch einer von
N parallelen Bindungen im wesentlichen den Bruch des Gesamtsystems zur Folge.

In einem seriellen System ist die Situation etwas komplizierter. Wahrend Fluktuationen
der Kraft des ersten Bindungsbruchs im parallelen System alle nachfolgenden Ereignisse
stark beeinflussen, muss das im seriellen Fall nicht unbedingt der Fall sein. Nach der Dis-
soziation der ersten Bindung bei einer Kraft Fjy,; in einem seriellen System aus N + 1
Bindungen konnte es zu einer Freisetzung von elastischen Abschnitten (z.B das blau einge-
zeichnete Riickgrat in Abb. 3.1 b) kommen. Im leicht beschreibbaren Fall fiithrt das dazu,
dass die am System anliegende Kraft instantan auf einen bekannten Wert F{, relaxiert,
der deutlich unter (Fy << Fy.1 — o) der vorher anliegenden Kraft Fy,; liegt. In diesem
Fall kann die statistische Natur des Bruchereignisses bei Fiy,; vernachlassigt werden und
mit der Randbedingung Fj kann eine Bruchkraftverteilung gg(F, N) fiir den néchsten Bin-
dungsbruch einer der N noch vorhandenen Bindungen berechnet werden. Relaxiert das
System dann wieder auf eine vorher bekannte Grenzkraft Fj, so ist es ersichtlich, dass
sich dieses Verfahren bis zur letzten vorhandenen Bindung fortsetzen lafit. Dieser Fall wird
néherungsweise fiir Polyproteine realisiert und im folgenden Abschnitt besprochen. Kommt
es jedoch nicht zu einer nennenswerten Kraftrelaxation, d.h Fy ~ Fy 1 — o, so beeinflussen
die Fluktuationen in der Bruchkraft der ersten Bindung iiber die Grenzkraft Fj die Stati-
stik des néchsten Bruchereignisses. Bleibt die anliegende Kraft nach einem Bindungsbruch
vollstdndig erhalten, also Fy = Fii1, so wird, je nachdem ob Fy.; gréer oder kleiner
als die mittlere Bruchkraft fiir eine einzelne Bindung ist, die néchste Bindung entweder
sofort oder bei leicht héheren Kréften brechen. Der iibernéchste Bindungsbruch kann wie-
derum entweder nur sofort oder bei héheren Kriften stattfinden. Diese Prozesse setzen
sich fort, bis die letzte Bindung gebrochen ist. Im seriellen Fall ist damit eine stochastische
Kooperativitit zu finden (”kommunizierende Bruchereignisse” [29]).

Abbildung 3.4 illustriert den Verlauf der kraftinduzierten Dissoziation eines parallelen
bzw. seriellen Systems an einem Beispiel aus fiinf Bindungen, deren Kinetik mit Monte-
Carlo Methoden (vgl. Anhang D.3) simuliert wurde. Dargestellt ist jeweils die Bruchkraft-
verteilung fiir den ersten Bruch einer der fiinf Bindungen und fiir den Bruch der letzten noch
vorhandenen Bindungen im seriellen (blaue Linien) und im parallelen Fall (rote Linien). Im
parallelen Fall sind die Bruchkraftverteilungen nahezu identisch, d.h. die Dissoziation des
gesamten Systems findet kooperativ und sofort nach dem Bruch der ersten Bindung statt.
Im seriellen Fall reproduzieren sich die im vorigen Absatz dargestellten Effekte fiir den Fall
instantan iibertragener Krifte. Eine vollstdndige Dissoziation des seriellen Systems tritt
bei wenig hoheren Bruchkriften als beim ersten Bindungsbruch ein. Reskaliert man die
Kraftachse der parallelen Verteilung mit F' = o;F = F/N (graue Linie), so ergibt sich
wieder Ubereinstimmung mit der Bruchkraftverteilung des seriellen Systems.

Die vollstindige Dissoziation eines Bindungssystem beliebiger Geometrie wird somit in
jedem Fall kooperativ stattfinden, wobei die Kinetik des ersten Bindungsbruchs bestim-
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Abbildung 3.4: Monte-Carlo Simulation der kraftinduzierten Dissoziation eines seriellen bzw.
parallelen Systems von identischen Bindungen.

mend fiir alle folgenden Bruchereignisse ist. Je ndher die Geometrie eines Bindungssystem
am parallelen Grenzfall ist, umso kooperativer und schneller wird es nach dem ersten Bin-
dungsbruch zu einer vollstdndigen Dissoziation kommen.

3.4 Polyproteine als serielles Bindungssystem und der
N-Effekt

Betrachtet man ndherungsweise den kraftinduzierten Zusammenbruch einer gefalteten Pro-
teinstruktur als einen Prozess, der dem Entweichen eines Teilchens aus einem Potentialtopf
gleichwertig ist, so sind die eben getroffenen Aussagen iiber die Dissoziation einer Bin-
dung unter Kraft ebenfalls fiir die Bruchkinetik einer Proteinstruktur unter Kraft giiltig
[21]42][88]. Abb. 3.1 a) ist dann als eine Projektion der hochdimensionalen Energieland-
schaft des Proteins auf eine eindimensionale Reaktionskoordinate anzusehen. Die Reakti-
onskoordinate kann beispielsweise durch den Abstand zwischen zwei Aminoséduren gegeben
sein. Innerhalb des linearen Modells werden die Eigenschaften der Energielandschaft des
Proteins wieder durch die Hohe einer energetischen Barriere AG* und die Potentialbreite
Ax beschrieben. Dehnt man ein Polyprotein mit einem Kraftspektrometer, so wird ei-
ne Reihenschaltung aus gefalteten Strukturen mit identischen Eigenschaften aufgebaut,
die {iber eine Kombination aus Cantilever und entfalteten Polypeptidabschnitten belastet
wird. Der oben beschriebene Fall einer idealen Reihenschaltung von identischen Einzel-
bindungen wird mit einem Polyprotein realisiert. Die Wahrscheinlichkeitsdichte gg(F, N)
in Gl. 3.14 beschreibt damit die Wahrscheinlichkeit fiir den ersten thermisch aktivierten
Zusammenbruch einer von N intakten Proteinstrukturen im Polyprotein unter einer an-



30 3. Dissoziation von Bindungen unter Kraft

liegenden Kraft. Wahrscheinlichkeitsdichten bilden die Schnittstelle zum Experiment: Sie
geben die Verteilung der Haufigkeiten an, mit der Bruchereignisse bei bestimmten Kréften
registriert werden. Der Vergleich von experimentell ermittelten Bruchkraftverteilungen mit
berechneten Wahrscheinlichkeitsdichten erlaubt direkt Riickschliisse auf die Form des Po-
tentialtopfes, der den gefalteten Zustand einer Proteinstruktur entlang der Reaktionskoor-
dinate eingrenzt. Im Falle von Polyproteinen erhéht ein kraftinduzierter Zusammenbruch
der ersten von N gefalteten Strukturen die Lénge entfalteter Polypeptidabschnitte im
gestreckten Polyprotein. Der Bruch fiihrt zu einer schlagartigen Relaxation der am Poly-
protein anliegenden Kraft auf eine Kraft Fj, die durch die momentante Ausdehnung des
nun verldngerten Polyproteins vorgegeben ist. Ist diese Grenzkraft Fjy viel kleiner als die
mittlere Bruchkraft der belasteten Strukturen, so kann mit GIl. 3.14 eine Bruchwahrschein-
lichkeitsdichte gs(F, N — 1) fiir den kraftinduzierten Zusammenbruch der néchsten der nur
noch N — 1 gefalteten Strukturen berechnet werden. Dieser Prozess 1a8t sich iterativ bis
zum Zusammenbruch der letzten gefalteten Struktur fortsetzen. Aus Gl. 3.16 ergibt sich
eine logarithmisch steigende wahrscheinlichste Bruchkraft mit abnehmender Zahl der in
einem Polyprotein vorhandenen intakten Strukturen. Diese Tatsache wird im folgenden als
N-Effekt bezeichnet. Bei statistisch unabhéngiger Kinetik der einzelnen Strukturen wird
man mit zunehmender Zahl an erfolgten Bruchereignissen in kraftbelasteten Polyproteinen
im Mittel steigende Bruchkréfte beobachten.

3.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde dargelegt, dass die Kréfte, bei denen es zum Bruch einer Bindung
kommt, Informationen iiber die Energielandschaft eines gebundenen Systems bzw. einer ge-
falteten Proteinstruktur kodieren. Die Analyse von experimentell ermittelten Bruchkraft-
verteilungen liefert

e die Potentialbreite Az und
e die Hohe der Energiebarriere AG*

des Potentialtopfes, der ein gebundenes System eingrenzt. Weiterhin wurden Netzwerke aus
N identischen Bindungen unter Kraft betrachtet. Dabei hat sich gezeigt, dass die Bruch-
krifte der ersten von N Bindungen in einem Netzwerk durch den grofiten wirkenden Anteil
max(«;) einer externen Kraft auf Einzelbindungen bestimmt sind. Der erste Bindungsbruch
liefert dabei Bruchkraftverteilungen, deren Form und Zentrum durch

e cine apparente Potentialbreite Az, ~ max (o) - Ax

e cine apparente Energiebarriere AGE ~ AG* — kgT In N’

bestimmt werden, wobei N’ die Zahl der Bindungen angibt, die den groBten Anteil max(cq;)
der anliegenden Kraft tragen. Vollstéandiger Bindungsbruch eines Bindungssystems findet
kooperativ statt. Polyproteine realisieren eine ideale Serienschaltung von Bindungen. Es
wurde der N-Effekt als Nachweis statistisch unabhéngig und damit ungestort stattfindender
Bruchereignisse in Polyproteinen eingefiihrt.



Kapitel 4

Lokale Minima in der GFP
Energielandschaft

In diesem Kapitel wird beschrieben, dass durch die Wahl der Kraftangriffspunkte an ein
Protein auch partiell gefaltete Proteinstrukturen erzeugt werden kénnen. Das ermdglicht
die selektive Besetzung und Charakterisierung von lokalen Minima in der Energielandschaft
eines Proteins.

4.1 Population von partiell gefalteten Strukturen

Ein interessanter Aspekt der Belastung einer gefalteten Proteinstruktur iiber frei wiahlbare
Kraftangriffspunkte wird bei genauer Betrachtung der Kraft-Ausdehnungsantwort von iiber
das Aminosdurenpaar (3,212) verkniipften GFP Polyproteinen sichtbar. Eine Beispielkurve
ist in Abb. 4.1 a) abgebildet.

In allen anderen untersuchten Belastungsrichtungen induziert eine anliegende Kraft den
Zusammenbruch des GFP in einem Zwei-Zustandsprozess. Dabei zerféllt die komplette Pro-
teinstruktur auf der experimentell zugénglichen Zeitskala in einem Stiick. Bei Belastung
iiber das Aminosdaurenpaar (3,212) kommt es jedoch zu einem Zerfall, der iiber eine sta-
bile Teilstruktur erfolgt. In den Kraftkurven an (3,212) verkniipften GFP Polyproteinen
kénnen drei Ereignissklassen beobachtet werden: vollsténdiger Zusammenbruch der GFP
Raumstruktur ohne Besetzung eines Zwischenzustandes (blau markierte Ereignisse in Abb.
4.1 a) und partieller Bruch mit Population einer stabilen Zwischenstruktur (rote Ereignis-
se), gefolgt vom Bruch der verbleibenden Zwischenstruktur (griine Ereignisse). Misst man
die Lingenzunahme der Polyproteine, die mit jeder Ereignisklasse verbunden ist! und be-
stimmt eine Verteilung der Léngenzuwéchse, so ergibt sich der Graph in Abb. 4.1 b). Es
sind drei klar unterscheidbare Populationen ersichtlich: Der partielle Bruch des GFP Mo-
lekiils in den Zwischenzustand erzeugt eine mittlere Langenzunahme von (L;) = 32.8 nm
(rote Population). Der Zusammenbruch der Teilstruktur verursacht eine Langenzunahme

!Dazu ist das WLC Modell an jeden einzelnen Kraftzacken in den Kraftkurven angepasst worden und
der Parameter Konturlinge bestimmt worden.
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Abbildung 4.1: (a) Typisches Kraft-Ausdehnungsantwort von GFP(3,212) Polyproteinen. Blaue
Kreise: Vollstdndiges Bruchereignis. Rote Kreise: Partielles Bruchereignis mit Population eines
Zwischenzustandes. Griine Kreise: Bruchereignis eines Zwischenzustandes. (b) Graue Kreise: Ver-
teilung der Konturldngenzuwéchse, die durch einzelne Bruchereignisse in (3,212) verkniipften GFP
Polyproteinen auftreten. Die Farbkodierung entspricht der Klassifizierung in a. ¢) Bruchkraftver-
teilungen. Blaue Kreise: Vollstindige GFP Entfaltung. Rote Kreise: partielle GFP Entfaltung.
Griine Kreise: Bruch des Zwischenzustandes. Schwarze Linie: Ergebnis einer Monte-Carlo Simu-
lation mit einem Zweipfad Modell, das einen Zwischenzustand einschliesst (vgl. Tabelle 5.1).

von (Ly) = 39.3 nm (griine Population). Die Population bei (Lg) = 72.08 nm wird durch
den vollstdndigen Zusammenbruch der GFP Molekiile ohne Besetzung der Teilstruktur
verursacht (blaue Population). Die Summe der zwei kiirzeren Léngen stimmt im Rahmen
der Messgenauigkeit mit letzterer Liange tiberein, es gilt also (L) = (L1) + (Lo).
Aufgrund der grofien Zahl der Ereignisse, in denen die Signatur eines Zwischenzustandes
nach dem dominanten Bruchereignis bis hin zu einer minimalen Totzeit von 100 us fehlt,
kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei den als vollstindigen Bruch klassifizierten
Ereignissen in Wirklichkeit um partielle Bruchereignisse handelt, bei denen das Auftreten
des Zwischenzustandes nicht detektiert werden konnte. Es 148t sich damit schliessen, dass
der Reaktionspfad fiir den kraftinduzierten Bruch der GFP Raumstruktur entlang (3,212)
eine Bifurkation aufweist. Ein Pfad miindet in der Besetzung einer strukturell definierten?

?Dies folgt aus der festen Langenzunahme.
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Abbildung 4.2: Relative Hiufigkeit der Besetzung des Zwischenzustandes nach Bruchereignissen
als Funktion der Zahl noch gefalteter Strukturen in den Polyproteinen.

Partialstruktur, wihrend der andere Pfad direkt zum vollstdndigen Zusammenbruch der
GFP Struktur fiihrt.

Eine Analyse der Krifte, bei denen die verschiedenen Bruchereignisse auftreten, liefert
Bruchkraftverteilungen®, die in Abb. 4.1 ¢) abgebildet sind. Die Bruchkraftverteilungen fiir
den Entfaltungspfad in den Zwischenzustand und fiir den Pfad mit vollstdndigem Zusam-
menbruch zeigen iibereinstimmende Breiten und mittlere Bruchkréfte (blau und rot), der
dominante Unterschied liegt in der Héufigkeit, mit der die zwei Ereignisklassen detektiert
werden. Es gibt zwei mogliche Erklarungen fiir das apparente Zwei-Pfadverhalten, die im
folgenden diskutiert werden.

4.2 These 1: Externe Einfliisse

Es ist denkbar, dass es nach dem Bruch der tiber (3,212) belasteten GFP Molekiile zu einer
die Partialstruktur stabilisierenden Wechselwirkung zwischen benachbarten GFP Unterein-
heiten im Polyprotein kommen kann. Sind die Nachbarn noch intakt, so kdme es zu einer
Stabilisierung und somit zu einer Beobachtung des Zwischenzustandes. Sind die Nachbarn
nicht mehr intakt, so wiirde die Struktur in einem Schritt zerfallen. Vorstellbar ist auch
die inverse Situation, d.h. die Beobachtung des Zwischenzustandes erfordert die Abwe-
senheit von intakten Nachbarmolekiilen. Bei stabilisierenden externen Wechselwirkungen
sollte die relative Héaufigkeit der partiellen Bruchereignisse im Mittel mit der Zahl be-
reits erfolgter Bruchereignisse in einzelnen Kraftkurven abnehmen, da die Zahl méglicher
Protein-Wechselwirkungen abnimmt. Bei destabilisierenden Wechselwirkungen sollte die
relative Haufigkeit der Partialbruchereignisse mit der Zahl bereits erfolgter Bruchereignis-
se zunehmen.

Abb. 4.2 zeigt die relative Haufigkeit der Partialbruchereignisse in Abhéngigkeit der

3Verteilungen der Hiufigkeit, mit denen Bruchereignisse innerhalb eines bestimmten Kraftintervalles
(10 pN) detektiert worden sind.



34 4. Lokale Minima in der GFP Energielandschaft

a) ; ; b)
AN v S ‘
= g 2 80
LIRS . § w0
SR *
0
' : T T T T
200 250 300 350
GFP(3,212)(132,212) Ausdehnung [nm]
C) 50 =- d) 25 — e) 40 =
§ 40 -
2 30 -
R=y
S 30 ~ {‘
3 20 i
S 20 !
T /
E j
& 10- 10+ /
/
0 &
T T T T 1 0 =Seeept—y—yey
20 40 60 80 50 100 150 200 50 100 150 200
Konturlangenzuwachs [nm] Bruchkraft [pN] Bruchkraft [pN]

Abbildung 4.3: Schema eines GFP(3,212)(132,212) Copolyproteins mit alternierenden Kon-
taktflichen (b) Typische Kraftausdehnungsantwort von GFP(3,212)(132,212) copolymerisier-
ten Proteinen. Die Farbklassifizierung ist wie in Abb. 4.1. Bruchereignisse von (132,212) ver-
kniipften GFP Molekiilen sind hellblau markiert. (c) Verteilung der Konturldngenzuwichse in
GFP(3,212)(132,212) Copolyproteinen unter Kraft. Hellblau: Bruch einzelner GFP Molekiile ent-
lang (132,212). Rot: Partielle Bruchereignisse entlang (3,212) in den Zwischenzustand. Griin:
Bruch des Zwischenzustandes. Blau: Vollsténdige Bruchereignisse entlang GFP(3,212). (d) Kraft-
verteilung fiir vollsténdigen und partiellen Bruch von GFP und Entfaltung des Zwischenzustandes
(blau, rot bzw. griin) entlang (3,212). Schwarze Linien: Ergebnis einer Monte-Carlo Simulation
von Copolyproteinen. Siehe Tabelle 5.1 fiir erhaltene Parameter. (e) Experimentelle und simu-
lierte Bruchkraftverteilungen fiir GFP(132,212) Bruchereignisse in den Copolyproteinen

Zahl gefalteter Strukturen in Polyproteinen. Im Bereich eins bis sechs gefaltete Strukturen
wurden ausreichend Ereignisse detektiert, um statistisch signifikante Aussagen zu treffen.
In diesem Bereich ist keinerlei Korrelation der H&aufigkeit des Auftretens des Zwischen-
zustandes mit der Zahl der vorhandenen Strukturen beobachtbar, was sowohl gegen eine
Stabilisierung als auch gegen eine Destabilisierung des Zwischenzustandes durch Nachbar-
wechselwirkungen spricht.

Um jedoch weitere mogliche Kontaktflichenwechselwirkungen auszuschliessen, wurden
zwei verschiedene GFP Verkniipfungsgeometrien, (3,212) und (132,212), gemischt copo-
lymerisiert. In einem Copolyprotein werden statistisch alternierende Kontaktflichen zwi-
schen benachbarten Strukturen erzeugt. Im Falle von Nachbarwechselwirkungen miisste
ein Copolyprotein daher die relative Héaufigkeit des Auftretens des Zwischenzustandes
deutlich verdndern. Ein Ausschnitt einer typischen Kraft-Ausdehnungskurve an einem
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GFP(3,212)(132,212) Copolyprotein ist in Abb. 4.3 b) gezeigt. Die Verteilung der Kon-
turlangenzuwéchse fiir alle beobachteten Entfaltungsereignisse ist in Abb. 4.3 ¢) abgebil-
det. Ein Vergleich mit Abb. 4.1 b) zeigt, dass die Copolymerisation keinen Einfluss auf das
Auftreten des Zwischenzustandes beim Bruch der GFP Struktur entlang (3,212) hat. Abb.
4.3 d) und e) zeigen die Bruchkraftverteilungen fiir GFP entlang (3,212) und (132,212) im
Copolyprotein. Die Bruchereignisse wurden anhand ihres Konturldngenzuwachses identifi-
ziert. Die Verteilungen sind identisch mit den Verteilungen, die jeweils an GFP(3,212) und
GFP(132,212) Homopolyproteinen gemessen wurden. Eine durch externe Einfliisse aus-
geloste Bifurkation des Reaktionspfades fiir den Bruch (3,212) belasteter GFP Molekiile
kann damit ausgeschlossen werden.

4.3 These 2: Intrinsische Ursachen

Es ist denkbar, dass der Bruch des Proteins iiber zwei separate energetische Barrieren
erfolgen kann. Ein gebundenes System mit zwei energetischen Barrieren AG} und AGS hat
die Wahl zwischen zwei Reaktionspfaden fiir eine thermisch aktivierte Dissoziation. Nach
dem in dieser Arbeit verwendeten Modell zur Kinetik von Bindungen unter Kraft (vgl.
Kapitel 3) hat jeder Dissoziationspfad einen eigenen Ubergangsratenkoeffizienten:

ko = kp - e ACTHF 08T = g FOAn (4.1)

by = kp - e AGHFOM = o F (02 (4.2)

Ax; und Az bezeichnen die Breite des Potentialtopfes entlang der zwei Reaktionsrichtun-
gen. Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Teilchens im Potentialtopf ist bei zwei Pfaden
eine bedingte Wahrscheinlichkeit, bei der anliegenden Kraft weder Pfad 1 noch Pfad 2
bereits eingeschlagen zu haben:

P(F):P1(F>'P2(F) (4-3)

Der Notation aus Kapitel 3 folgend, ergibt sich daraus eine Bruchwahrscheinlichkeitsdichte
91(F) bzw. go(F) unter Kraft, einen Bruch der Struktur iiber die eine oder die andere
Barriere zu beobachten:

dP,
g(F) = _TP} Py (4.4)
dP.
92(F) = _diFQ Py (4.5)
Einsetzen von Gl. 3.7 ergibt:
k FAz
g(F) = %6 T . PPy (4.6)
koy FAza
92(F) = e T . PP, (4.7)

RU
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Abbildung 4.4: a) Illustration der Bruchwahrscheinlichkeitsdichte bei zwei moglichen Reaktions-
pfaden. Durchgezogene Linien: Dissoziation in Anwesenheit eines weiteren moglichen Reaktions-
pfades. Gepunktete Linien: Dichten fiir den Fall, dass ausschliesslich der jeweilige Pfad moglich
wire. b) Kreuze: Quotient aus gemessener Bruchkraftverteilung fiir den Bruch mit und ohne Popu-
lation des Zwischenzustandes (Mit/Ohne). Linie: Fit mit Gleichung 4.8. Es ergibt sich: k1 /ks = 10
und Azy — Az = —0.05 nm.

Abb. 4.4 a) illustriert an einem Beispiel die Form dieser Bruchkraftverteilungen fiir den
Fall von zwei moglichen und &hnlich stabilen Reaktionspfaden. Die Form beider Bruch-
kraftverteilungen ist im wesentlichen durch den schwécheren Pfad vorgegeben und noch
etwas zu niedrigeren Kréiften verschoben. Insbesondere nimmt die Bruchkraftverteilung
der Ereignisse, die aus dem stabileren Pfad (blau) stammen, die Form der Bruchkraft-
verteilung des schwicheren Pfades an. Im wesentlichen diirfen sich die Eigenschaften der
zwei Pfade jedoch nur sehr wenig unterscheiden, um iiberhaupt die Dissoziation iiber zwei
Pfade beobachten zu kénnen. Dies wird deutlich, wenn man den Quotienten aus beiden
Bruchwahrscheinlichkeitsdichten betrachtet. Der Quotient gibt die relative Haufigkeit an,
mit der unter einer bestimmten Kraft die Dissoziation iiber Barriere 1 im Vergleich zur
Dissoziation iiber Barriere 2 erfolgt:

Az —Ax2)

L(
ekpT

(4.8)

Dieser Quotient kann mit den experimentell beobachteten Bruchkraftverteilungen direkt
verglichen werden, und zwar ohne Kenntnis der absoluten Werte fiir die Form des Potentials
entlang Pfad 1 und Pfad 2. Ist das Potential fiir Pfad 1 enger als das Potential fiir Pfad 2, so
erwartet man einen exponentiell abklingenden Quotienten, im umgekehrten Fall miisste der
Quotient exponentiell steigen. Der Achsenabschnitt am Kraftnullpunkt gibt in jedem Fall
direkt das Verhaltnis aus dem natiirlichen Ubergangskoeffizienten wieder. Der Unterschied
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Abbildung 4.5: Bruch der iiber (3,212) belasteten GFP Raumstruktur iiber zwei verschiedene
Reaktionspfade. Ein Reaktionspfad verlduft iiber eine partiell gefaltete Struktur. Dabei wird ein
lokales Minimum der GFP Energielandschaft besetzt.

in der Hohe der wirkenden energetischen Barrieren lasst sich daher iiber

For _ o(AGT-AGS) /kpT (4.9)
Koz

sofort angeben. Das Verhéltnis aus den experimentell beobachteten Bruchkraftverteilungen
aus Abb. 4.1 ¢) fiir den Bruch des GFP mit und ohne Zwischenzustand ist in Abb. 4.4 b)
dargestellt. Bei einer Dissoziation iiber dieselbe Barriere und nachgeordnete Bifurkation des
Reaktionspfades z.B {iber einen energetischen Sattelpunkt miisste man einen konstanten
Quotienten beobachten. Dies ist nicht der Fall. Daraus kann sofort geschlossen werden,
dass der Bruch iiber (3,212) belasteter GFP Molekiile tiber zwei verschiedene energetische
Barrieren erfolgt. Es ist eine abfallende Tendenz mit steigender Kraft zu beobachten, das
Potential des Reaktionspfades iiber den Zwischenzustand muss somit etwas enger als das
Potential fiir den vollstindigen Bruch sein. Der Achsenabschnitt bei Extrapolation zum
Kraftnullpunkt ist grofler als Eins. Damit muss die energetische Barriere fiir den Bruch ohne
den Zwischenzustand hoher als die Energiebarriere fiir den Bruch mit Zwischenzustand sein.
GIl. 4.8 ist an die Messpunkte angefittet worden und in Abb. 4.4 als Linie eingezeichnet
worden. Es ergibt sich ein kleiner Unterschied in der Potentialbreite von nur 0.05 nm und
ein Unterschied in der Hohe der Energiebarriere fiir die zwei Reaktionspfade von 2.3 kgT'.
Die Bestimmung der absoluten Eigenschaften des Bindungspotentiales erfolgt im néchsten
Kapitel. Die Eigenschaften des Bindungspotentiales der Zwischenstruktur sind mit einer
Monte-Carlo Simulation (vgl. Anhang D.3) bestimmt worden. Es ergibt sich eine Breite
von Az, = 0.22 nm und eine Hohe der energetischen Barriere von AG},, = 21 kgT fiir
das lokale Minimum in der Energielandschaft des GFP, das die Partialstruktur stabilisiert.
Demnach koénnen durch die Wahl der Kraftangriffspunkte, wie eingangs motiviert,
tatséchlich selektiv partiell gefaltete Strukturen eines Proteins erzeugt werden (vgl. Abb.
4.5). Dies ist gleichbedeutend mit der Besetzung von lokalen Minima in der Energieland-
schaft eines Proteins. Die Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften der Partial-
struktur erlaubt dabei Riickschliisse auf die Form des zugehorigen lokalen Minimums.
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4.4 Zusammenfassung

Durch die Wahl der Kraftangriffspunkte an die Raumstruktur eines Proteinmolekiils kénnen
selektiv partiell gefaltete Strukturen eines Proteins erzeugt werden. Im Falle des GFP wur-
de eine Bifurkation des Reaktionspfades fiir den kraftinduzierten Bruch bei Belastung iiber
(3,212) beobachtet. Einer der moglichen Pfade verlduft dabei {iber eine mechanische sta-
bile Zwischenstruktur. Externe Einfliisse konnten ausgeschlossen werden. Es wurden die
Unterschiede in der Form der energetischen Barriere der zwei Reaktionspfade sowie die
Eigenschaften des Bindungspotentiales der Zwischenstruktur analysiert.



Kapitel 5

Direktionale Mechanik einer
Proteinstruktur

In diesem Kapitel werden die Kréifte analysiert, bei denen es zum Bruch der Raumstruktur
des GFP kommt, wenn Kraft iiber verschiedene Punkte an das Protein angelegt wird.
Aus den Bruchkraftverteilungen werden Eigenschaften des Bindungspotentiales der GFP
Raumstruktur bestimmt.

5.1 Direktionale Bruchkrifte der GFP Struktur

In die Analyse wurden nur Bruchereignisse aus Polyprotein-Kraftkurven einbezogen, in de-
ren Verlauf mit grofler Sicherheit alle im jeweils gestreckten Polyprotein initial vorhande-
nen GFP Strukturen zusammengebrochen waren. Als Kriterium wurde dafiir ein signifikant
hohere Abrisskraft in den Kraftkurven herangezogen (vgl. Abb. 1.4). Aus dem Datensatz ist
eine kollektive Statistik der Bruchkréfte aller beobachteten Ereignisse fiir jede Belastungs-
richtung angefertigt worden. Abb. 5.1 zeigt die so erhaltenen Bruchkraftverteilungen fiir
die acht untersuchten Belastungsrichtungen. Zusétzlich ist die Bruchkraftverteilung fiir
das dominante Bruchereignis bei N-C terminaler Kraftbelastung des GFP angegeben (vgl.
Anhang B). Die Bruchkraftverteilung fiir die Richtung (3,212) wurde bereits im vorigen
Kapitel vorgestellt und enthélt sowohl die partiellen als auch die vollstdndigen Bruchereig-
nisse.

Ein iiberraschendes Resultat in Abb. 5.1 ist eine enorme Bandbreite an Bruchkréften. In
der mechanisch stabilsten Richtung (6,221) treten Bruchkréfte bis zu 750 pN auf, wihrend
in der labilsten Richtung (3,212) die meisten Bruchereignisse bei 100 pN stattfinden. 750
pN ist die hochste bisher beobachtete Bruchkraft fiir eine durch schwache, nicht-kovalente
Wechselwirkungen stabilisierte molekulare Struktur. Dieser Wert ist nur noch halb so grof3
wie die 1.5 nN, die fiir den Bruch einer kovalenten Bindung in etwa aufgewendet werden
miissen [40]. Die Bruchkraftverteilungen zeigen zudem eine grofie Variation in der Schwan-
kungsbreite um ihr Maximum. Der Zusammenbruch der (3,212) belasteten GFP Struktur
wird fiir einen engen Kraftbereich von etwa 30 pN um die mittlere Bruchkraft beobachtet,
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Abbildung 5.1: Links: Punkte, iiber die einzelne GFP Molekiile mit Kraft belastet werden.
Rechts: Experimentell (Kreise) und iiber Monte-Carlo Simulationen (durchgezogene Linien) be-
stimmte Bruchkraftverteilungen. An GFP(3,132) wurden Experimente bei zwei verschiedenen
Geschwindigkeiten durchgefiihrt (Kreise, 2 pm/s; Quadrate, 12 um/s).
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Abbildung 5.2: Mittlere Bruchkriifte in Abhiingigkeit der Zahl gefalteter Strukturen in den
verschieden verkniipften GFP Polyproteinen. Die Farbgebung ist wie in Abb. 5.1. An GFP(3,132)
wurden Experimente bei zwei verschiedenen Geschwindigkeiten durchgefithrt (Kreise, 2 pm/s;
Quadrate, 12 pm/s)

wéhrend der Bruch der (6,221) belasteten GFP Strukturen in einem etwa 200 pN umfassen-
den Bereich um die mittlere Bruchkraft stattfindet. Dies ist insbesondere bemerkenswert,
da die Belastungsrichtungen (3,212) und (6,221) nur um insgesamt sechs Aminoséuren
verschoben sind und trotzdem die Extrempunkte der mechanischen Stabilitdt aller hier
untersuchten Richtungen darstellen.

Es muss sichergestellt werden, dass einzelne Bruchereignisse in den Kraftkurven die
ungestorten Eigenschaften einzelner GFP Molekiile wiedergeben. Externe Beitriige, wie
z.B stabilisierende Wechselwirkungen zwischen Kontaktfdchen benachbarter Molekiile im
Polyprotein kénnten zu Verfélschungen fithren [92]. In Kapitel 3 ist der N-Effekt, d.h
im Mittel steigende Bruchkrifte mit abnehmender Zahl gefalteter Strukturen in einem
Polyprotein, als Signatur statistisch unabhéngiger Ereignisse eingefiihrt worden. In Abb.
5.2 sind die mittleren Bruchkréifte in Abhéngigkeit der Zahl gefalteter Strukturen in GFP
Polyproteinen dargestellt.

Es wird deutlich, dass die mittleren Bruchkréfte mit abnehmender Zahl gefalteter Struk-
turen in allen Belastungsrichtungen steigen. Die steigenden Kréfte weisen damit statistisch
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unabhéngig stattfindende Bruchereignisse in GFP Polyproteinen nach. Gébe es Nachbar-
wechselwirkungen, so wiirde man gekoppelte Bruchwahrscheinlichkeiten annehmen miissen.
Diese wiirden sich mit steigender Ausdehnung in abnehmenden Kréften manifestieren, was
nicht beobachtet wird.

5.2 Direktionale Eigenschaften der Energielandschaft
der GFP Struktur

In Kapitel 3 wurde dargelegt, dass Bruchkraftverteilungen Eigenschaften des Bindungspo-
tentiales eines gebundenen Systems wiederspiegeln. Die variierenden Kraftverteilungen in
Abb. 5.1 legen daher nahe, die Ursache hierfiir in anisotropen Eigenschaften des Bindungs-
potentiales bzw. der Energielandschaft des GFP entlang der verschiedenen Richtungen zu
suchen. Die Bruchkraftverteilungen in Abb. 5.1 erlauben es, die absolute Form des Ener-
gielandschaft der gefalteten GFP Struktur entlang der verschiedenen Reaktionspfade zu
untersuchen und im Rahmen des in Kapitel 3 dargestellten linearen Modells die apparen-
te Potentialbreite Ax;; sowie die Hohe der energetischen Barriere AGY; in jeder der acht
Belastungsrichtungen zu bestimmen. Aufgrund der Konstruktion der Polyproteine iiber
Cysteine Engineering gibt es keinerlei Unsicherheit in Bezug auf Angriffspunkte und Rich-
tung der an einem gefalteten GFP Molekiil anliegenden Kraft. Zudem konnte in Kapitel 2
sichergestellt werden, dass Bruchereignisse aus der nativen, nicht-deformierten GFP Struk-
tur heraus stattfinden. Es gibt damit auch keinerlei Unsicherheit iiber den molekularen Zu-
stand des GFP vor einem Bruchereignis. Die Kraft-Ausdehnungsantwort von elastischen
Polypeptidabschnitten ist nichtlinear. Damit ist die effektive Federhiirte k=1 = pc’1+plj YF)
des Systems aus Cantilever der Federhérte p. und entfalteten Polypeptidabschnitten p,(F),
iiber das gefaltete GFP Strukturen belastet werden, abhéngig von der aktuell wirkenden
Kraft. Die Auswirkungen zeitlich nichtlinearer Belastung auf die Kinetik von Bindungen
wurden durch Evans et al. [35] und durch Friedsam et al. [37] untersucht. Es zeigte sich, dass
die Nichtlinearitdt einen nicht zu vernachléssigenden Einfluss auf Bruchkraftverteilungen
hat.

Nach einem Bruchereignis sinkt zudem die anliegende Kraft in Polyproteinen nicht wie-
der auf Null ab, sondern auf einen Wert, der durch die Kraft, bei der das Bruchereignis
erfolgte, vorgegeben wird (vgl. Abb. 1.5). Dadurch entsteht eine stochastische Kooperati-
vitédt, die Form und Position von Bruchkraftverteilungen beeinflusst. Der Effekt ist dabei
umso stérker, je kleiner der Léngenzuwachs pro Bruchereignis ist (vgl. [29], "kommuni-
zierende Entfaltungsereignisse”). Die Zahl der gefalteten Strukturen in Polyproteinen hat
zudem einen statistischen Einfluss auf die Bruchkrifte (vgl. Kapitel 3 und Abb. 5.2).

Monte-Carlo Simulationen erlauben es, alle genannten Eigenheiten vollstéindig und
prézise in eine Analyse einzubeziehen [88][32]. Basis der Simulationen bildet das Modell zur
Konformationskinetik aus Kapitel 3. Die Methodik der Simulationen ist in Anhang D.3 dar-
gestellt. Die durchgefiihrten Monte-Carlo Simulationen lieferten Bruchkraftverteilungen,
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die als Funktion der Potentialbreite Az;; und des natiirlichen Ubergangsratenkoeffizienten!
k;;(F = 0) an die experimentell aufgefundenen Bruchkraftverteilungen in jeder Belastungs-
richtung angepasst worden sind. Die so erhaltenen simulierten Bruchkraftverteilungen sind
in Abb. 5.1 bereits eingezeichnet worden (schwarze Linien). Die Monte-Carlo Analyse er-
gibt dabei Potentialbreiten, die stark zwischen Azg22; = 0.09 nm und Azgqo = 0.45
nm variieren. Aus den Ubergangsratenkoeffizienten k;;(F = 0) kann mit der Arrhenius

Gleichung

. k
AG;; = kgT - mkff (5.1)

ij
die Hohe der energetischen Barriere AGj;, die den gefalteten Zustand des Proteins entlang
der Reaktionspfade eingrenzt, abgeschitzt werden. Der Arrhenius-Vorfaktor ky hat im
Bereich der Proteindynamik Werte aus dem Bereich von 10% bis 10 s~ [11][61][117][116].
Es wurde die obere Grenze k7 = 10° s~! zur Berechnung der Barrierenhdhen in Tabelle 5.1
verwendet. Wihlt man kp eine Groflenordnung kleiner, so sind alle Barrieren um 2.3 kgT
zu reduzieren. Es ergeben sich fiir alle Richtungen vergleichbar hohe Ubergangsbarrieren
um etwa 27 kgT'. Tabelle 5.1 fasst charakteristische Parameter der Bruchkraftverteilungen
und die durch die Monte-Carlo Analyse bestimmten energetischen Informationen und ihre

Fehlerbreiten fiir alle Belastungsrichtungen zusammen.

5.3 Diskussion

Die beobachtete mechanische Stabilitdt der Raumstruktur des GFP bei verschiedener
Kraftbelastung kann nicht durch die Mechanik eines isotropen, homogenen Materials er-
klart werden. In diesem Fall miissten die direktionalen Bruchkrifte korreliert zum Quer-
schnitt des Molekiils orthogonal zur Zugrichtung sein. Dies ist eindeutig nicht der Fall. Die
beobachtete Anisotropie des Proteins kann auch nicht nur durch lokale Eigenschaften der
Aminosduren an den Punkten der Kraftbelastung erkldrt werden. Ein Beispiel ist Ami-
noséure 212. Diese Aminosiure ist in die labilsten Verkniipfungsgeometrien (132,212) und
(3,212) mit den niedrigsten Bruchkréften involviert und mag daher als eine schwache Stelle
des Proteins erscheinen. Die Position von Aminosédure 212 in einem augenscheinlich expo-
nierten, nicht sonderlich strukturierten Bereich des Molekiil unterstiitzt diesen Eindruck.
Andert man jedoch den Polarwinkel? der an Aminoséure 212 anliegenden Kraft um nur
etwa 35° und belastet das Molekiil entlang (182,212), so widersteht das Protein plotzlich
dreimal hoheren Bruchkréiften. Ein noch drastischeres Beispiel ist Aminosdure 3, die sich
in einer a-Helix am N-Terminus des Proteins befindet. Diese a-Helix wurde in Vorarbei-
ten als mechanisch duflerst labil klassifiziert [29][32]. Es geniigen bereits 35 pN, um diese
a-Helix von der Raumstruktur des GFP abzultsen, wenn Kraft iiber den N-C Terminus in
etwa parallel zur Helixachse angelegt wird. Wenn Kraft jedoch orthogonal dazu, entlang
der Richtung (3,132) angelegt wird, beobachtet man stattdessen Bruchkrifte bis hin zu

Tdentisch zu kg in Kapitel 3.
2Bezogen auf die Hochachse (3,132) des Molekiils.
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400 pN und entlang der Richtung (6,221) treten sogar Bruchkrifte bis zu 750 pN auf. Die
Ursache der groflen Unterschiede in den Bruchkréften wird im folgenden Kapitel diskutiert.

5.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Messung und Analyse der mechanischen Stabilitit der GFP
Raumstruktur bei Belastung mit Kraft {iber verschiedene Angriffspunkte beschrieben. Da-
bei wurde eine ausgepréigte mechanische Anisotropie der GFP Raumstruktur beobachtet
[30]. Es wurden Eigenschaften der Energielandschaft des Proteins entlang der verschiedenen
Reaktionskoordinaten bestimmt.
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Richtung Bruchkraft | Geschw. | Potential Barriere | Ubergangsrate Federharte

(4, 4) (Fij)[pN] | v [pm/s] | Awyj [nm] | AGY; [kBT] kY [s'] | pij [nN/nm]

(6, 221) 599 3.6 0.09 29 3-1074 27.6
+ 95 + 0.003 +4.107°

(117, 182) 548 3.6 0.12 31 5-107° 16.5
+ 57 + 0.003 +4.107°

(3, 132) 407 12 0.125 26 4.1073 13
+ 45 + 0.005 +4.1073

(3, 132) 346 2 0.125 26 4-1073 13
+ 46 + 0.004 +4.1073

(182, 212) 356 3.6 0.14 27 2.2-1073 10.6
+ 61 + 0.002 +8-1074

(19, 149) 325 3.6 0.17 28 9.1074 7.4
+ 44 + 0.003 +4.107°

(26, 198) 275 3.6 0.22 30 14-10° 4.7
+ 51 + 0.003 +4.107°

(132, 212) 127 3.6 0.32 26 5-1073 2
+ 23 + 0.005 +3.1073

(3,212) 121 3.6 0.50 30 4-107° 1

£ Int + 18 + 0.006 +3-1073

(3,212) 115 3.6 0.45 28 4.107* 1.1

— Int + 18 + 0.006 +3.1073

(132,212)* 117 3.6 0.32 25 14-1073 2
+ 22 + 0.015 +7.1073

(3,212)* 115 3.6 0.45 28 8-10~* 1.1
+ 22 + 0.01 +1.4-1073

Int(3,212) 89 3.6 0.22 21 6.5-1071 3.4
+ 24 + 0.01 +1

Int(3,212)* 98 3.6 0.22 22 2.10° 1 3.6
+ 30 + 0.01 +1

(11,229) 104 0.3 0.28 23 7-1072 2.3
+ 40 + 0.01 +1-1071

Tabelle 5.1: Die Mechanik der GFP Raumstruktur in Zahlen. (*) Ergebnisse der Analyse von
(132,212) und (3,212) Bruchereignissen in Copolyproteinen. (Int) Ergebnisse der Analyse des
beim Bruch von GFP(3,212) auftretenden Zwischenzustandes (vgl. Kapitel 4). Mittlere Bruch-
kréfte und deren Standardabweichung wurden bei der Belastungsgeschwindigkeit v bestimmt.
Potentialbreite und Ubergangsrate fiir die verschiedenen Richtungen wurden mit Monte-Carlo
Analysen der Bruchkraftverteilungen bestimmt. Energetische Barrierenhthen wurden iiber die
Arrhenius-Gleichung 5.1 abgeschiitzt. Direktionale Federhérten wurden iiber p;; = 2AGY;/ A:r?j
berechnet (vgl. Kapitel 7).
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Kapitel 6

Minimalmodell der Mechanik einer
Proteinstruktur

In diesem Kapitel werden die Ursachen der beobachteten mechanischen Anisotropie der
GFP Raumstruktur identifiziert. Es wird ein Minimalmodell vorgeschlagen, dass sowohl
die Unterschiede der mechanischen Stabilitét, als auch die beobachteten Eigenschaften des
GFP Bindungspotentiales in den verschiedenen Belastungsrichtungen qualitativ beschreibt.

6.1 Sequentieller Bruch der GFP Raumstruktur

Der kraftinduzierte Zusammenbruch der gefalteten Raumstruktur des GFP tritt experi-
mentell als Zwei-Zustandsprozess! auf. Der vollstindige Zusammenbruch der gefalteten
GFP Struktur erfordert jedoch den kollektiven Zusammenbruch vieler Einzelbindungen
und Wechselwirkungen zwischen einzelnen Atomen. Abb. 6.1 a) zeigt zur Illustration das
komplizierte Netzwerk aus Wasserstoftbriickenbindungen im GFP. Es ist unwahrscheinlich,
dass ein System aus Vielfachwechselwirkungen unter Kraft nur den Zustand vollstédndig
gebunden oder vollstandig entbunden kennt.

Das apparente Zwei-Zustandsverhalten kann u.a. auf eine limitierte Zeitauflosung des
Experiments zuriickgefithrt werden. Abb. 6.1 b) zeigt einen 300 us langen Ausschnitt aus
einer hochauflésenden Kraftkurve, die an einem (117,182) verkniipften GFP Polyprotein
gemessen wurde. Aufgetragen ist die am Cantilever anliegende Kraft im Zeitraum des Zu-
sammenbruchs einer einzelnen GFP Struktur. Jeder Datenpunkt (rot) zeigt im Abstand
von 4 us die momentane Auslenkung des Cantilevers an. In Phase (1) in Abb. 6.1 b) ist das
Molekiil noch vollstéindig intakt. Beim Ubergang zu Phase (2) (grau) kann das Molekiil
der anliegenden Kraft nicht linger standhalten und bricht auseinander. In Phase (2) rela-
xiert der Cantilever ungestort mit seiner charakteristischen Relaxationszeit entsprechend
einem iiberddmpften Oszillator. Er benétigt dazu etwa 100 us, dann erreicht er in Phase

'Entlang (3,212) tritt ein Zwischenzustand auf. Der partielle Bruch der nativen Struktur in den Zwi-
schenzustand und der Bruch des Zwischenzustandes treten jedoch ihrerseits als Zwei-Zustandsprozesse auf
(vgl. Kapitel 4).
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Abbildung 6.1: a) Raumstruktur des GFP als Stidbchen Darstellung mit internen Wasserstofi-
briickenbindungen (rote Federn). b) Kraft-Zeitkurve kurz vor und kurz nach dem Bruch eines
(117,182) belasteten GFP Molekiils.

(3) das Kraftniveau, das durch das verlédngerte Polyprotein vorgegeben wird. Phase (2) ist
somit als Totzeit des Experimentes anzusehen. Diese ist nicht durch die Abtastrate des
experimentellen Aufbaus beschriankt, sondern durch die Resonanzfrequenz des Cantilevers
im viskosen Medium Wasser. Alle Prozesse, in denen eine Struktur stiickweise schneller
zusammenbricht, d.h weniger Kraft standhélt (graues Gebiet) als der Cantilever wihrend
seiner Relaxation anzeigt (rote Punkte), sind wéhrend der Totzeit (2) von jeder Beobach-
tung ausgeschlossen. Im Falle der N-C terminalen Kraftbelastung konnte experimentell der
sequentielle Zusammenbruch der GFP Struktur direkt beobachtet werden (vgl. Anhang B
und [32][29](74)).

Es liegt daher auf der Hand, dass der apparente Zwei-Zustandsprozess in Wirklichkeit
als sequentieller Zusammenbruch der intakten Raumstruktur des Proteins anzusehen ist,
bei dem es zunéchst zum Bruch einiger weniger Bindungen bzw. Wechselwirkungen kommt,
deren Verlust zu einer Uberbelastung oder Destabilisierung der verbleibenden Struktur
fithrt und es in der Folge zum schnellen, kooperativen Zusammenbruch der gesamten Struk-
tur kommt.

Die Hypothese des sequentiellen Zusammenbruchs wird weiter von der Beobachtung un-
terstiitzt, dass die natiirlichen Ubergangsraten k;;(F = 0) der GFP Struktur in allen hier
untersuchten Belastungsrichtung etwa vier Groflenordnungen zu hoch sind im Vergleich zur
natiirlichen Entfaltungsrate (ko ~ 107 s7!) des GFP, wie sie in Ensemble-Experimenten
durch verschiedene Arbeitsgruppen bestimmt wurde [38][53]. Ensemble-Experimente mit-
teln iiber alle moglichen Entfaltungspfade. Wiirden die hier bestimmten Ubergangsraten fiir
den Bruch entlang der Richtungen (i, j) tatséchlich eine Rate fiir eine vollsténdige Entfal-
tung des gesamten Molekiils beschreiben, so miisste das GF'P auch in Ensemble Experimen-
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ten immer diese schnellen Entfaltungspfade nutzen und diese Rate aufweisen. Dies ist nicht
der Fall. Wie bereits in Kapitel 3 eingefiihrt, ist die Kinetik des ersten Bindungsbruchs in
einem Bindungsnetzwerk durch Ubergangsratenkoeffizienten bestimmt, die sich nur wenig
von den Ubergangsraten der Einzelbindungen im Netzwerk unterscheiden und zudem un-
abhingig von der Belastungsgeometrie sind. Die beobachteten Ubergangsratenkoeffizienten
haben in allen acht Belastungsrichtungen vergleichbare Zahlenwerte um ko ~ 10~% s~!. Die-
se Beobachtung suggeriert, dass die beobachteten Ubergangsraten charakteristisch fiir die
Dissoziation einer kleinen Teilstruktur des GFP bzw. fiir die Dissoziation einiger weniger
Bindungen sind. Fiir die folgende Diskussion wird daher folgendes angenommen:

e Der kraftinduzierte Zusammenbruch der Raumstruktur des GFP erfolgt sequenti-
ell, ausgehend von der kraftinduzierten Dissoziation eines Bruchpunktes oder einer
Bruchflache der Struktur.

6.2 Bindungsbruch in einem Bindungsnetzwerk

In Kapitel 2 wurden intramolekulare Abstdnde zwischen den Kraftangriffspunkten in der
GFP Struktur bestimmt. Die aufgefundenen Werte deuten darauf hin, dass Bruchereig-
nisse in allen untersuchten Belastungsrichtungen aus der nativen Raumstruktur des GFP
heraus erfolgen. In Kapitel 3 wurde die Konformationskinetik des ersten Bindungsbruches
in Bindungssystemen unter Kraft untersucht. Es zeigte sich, dass das Produkt aus mitt-
lerer Bruchkraft (F) des ersten Bindungsbruches im System mit der apparenten Potenti-
albreite Az, unabhéngig von der internen Aufteilung der Kréfte im Bindungssystem ist.
Entsprechend ist das Produkt unabhéngig von der Geometrie der Kraftbelastung desselben
Bindungssystems:

(F) - Az, ~ (F}) - Az = const. (6.1)
Hierbei bezeichnet (F) die mittlere Bruchkraft einer Einzelbindung und Az die Potential-
breite einer Einzelbindung. Tabelle 6.1 listet den experimentell aufgefundenen Wert dieses
Produktes fiir die untersuchten Belastungsrichtungen auf. Das Produkt ist ndherungsweise

konstant und betrdgt 54 £ 7 pN-nm. Diese Beobachtung legt damit folgende Hypothese
nahe:

e Die beobachtete Bruchkinetik des GFP unter Kraft ist identisch mit der Kinetik des
ersten Bindungsbruchs in einem kraftbelasteten Bindungsnetzwerk.

Nach Kapitel 3 reflektiert damit die beobachtete Bruchkinetik die interne Aufteilung einer
extern anliegenden Kraft auf das Bindungsnetzwerk und damit die elastischen Eigenschaf-
ten des Netzwerks.

I Richtung | 3,212 | 132,212 | 26,198 [ 19,149 [ 182,212 [ 3,132 [ 117,182 | 6,221 ||
| (F) Az, [pN-nm] [ 52 | 4] 61| 55| 50| 51| 65| 55]

Tabelle 6.1: Produkt aus mittlerer Bruchkraft und apparenter Potentialbreite der GFP Struktur
bei verschiedener Kraftbelastung.
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6.3 Ein minimales Modell

An dieser Stelle soll nun versucht werden, mit einem minimalen physikalischen Modell
die wesentlichen Figenschaften herauszuarbeiten, mit denen die experimentell beobachtete
Bruchkinetik des GFP beschrieben werden kann. Dafiir ist die Definition eines Bindungs-
netzwerks notig und es miissen die elastischen Eigenschaften des Bindungsnetzwerks, d.h.
die interne Aufteilung einer extern anliegenden Kraft auf jede Einzelbindung, bestimmt
werden. Dariiber hinaus miissen die kinetischen Eigenschaften jeder Einzelbindung defi-
niert werden.

In einem minimalen Modell wird dazu jede der in der Raumstruktur aufgelosten 230
Aminoséduren des GFP als klassischer Massenpunkt mit der mittleren Masse einer Ami-
noséure (m = 1.66 - 10727 kg) angenommen. Die Massenpunkte werden an den Orten der
C, Atome der einzelnen Aminosdauren entsprechend der GFP Kristallstruktur positioniert.
Interne Wechselwirkungen des [-ten Massenpunktes am Ort 77 mit dem m-ten Massenpunkt
am Ort 7, werden in Anlehnung an das Einstein-Modell aus der Festkérperphysik als har-
monische Zentralkrifte entlang des Verbindungsvektors 77, approximiert. Interne Kréfte
sollen erst dann auftreten, wenn Massenpunkte aus ihrer Ruhelage 7(t = 0) ausgelenkt
werden:

A= > e (1220 5 (62

m=1;m##l rlm(t)
wobei fiir die koppelnden Federkonstanten p;,, als zuséitzliche Vereinfachung folgendes gel-
ten soll:
| p  mm(0) <Re
Pum = { 0 : ron(0) > Re (6.3)

Wechselwirkungen zwischen Aminoséuren, deren Abstand kleiner als ein vorgegebener In-
teraktionsradius R¢ ist, werden damit als Hooke’sche Federn mit identischer Federhérte
modelliert. Diese drastische Reduktion der Geometrie einer Proteinstruktur ist in der Li-
teratur als elastisches Netzwerkmodell bekannt und wird u.a. zur Berechnung von Tempe-
raturfaktoren in Protein-Kristallstrukturen verwendet [4][105].

Abb. 6.2 zeigt das GFP als elastisches Netzwerk fiir verschiedene Interaktionsradien
R¢. Kreuzungspunkte in diesen Netzwerken sind durch die Position einzelner Aminoséauren
gegeben, wiahren die Stdbe Federn zwischen Aminoséduren reprasentieren. Die Komplexitét
der Netzwerke nimmt mit steigendem Interaktionsradius stark zu. Wéhrend es fiir R = 0.6
nm etwa 500 Federn in diesem Netzwerk gibt, so sind es fiir Rc = 1.0 nm etwa 2000 und
fiir Rc = 2.0 nm sind es schon 10000 Paarwechselwirkungen. Die relativen mechanischen
Eigenschaften eines solchen Netzwerkes hingen ausschliesslich vom Interaktionsradius R¢
ab, wiahrend die Federhérte der Netzwerkverbindungen rein skalierend wirkt.

Die Netzwerkverbindungen werden nun noch jeweils mit einer Bruchstelle versehen.
Im Rahmen des minimalen Modells werden irreversible Bindungen angenommen, d.h nach
erfolgtem Bruch einer Bindung kann es nicht zu einer erneuten Ausbildung der Bindung
kommen. Dazu wird jeder Bindung zwischen den Netzwerkpunkten [ und m eine Potential-
breite Az, und ein Ubergangsratenkoeffizient kq,, zugeordnet. Es werden Bindungen mit
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Abbildung 6.2: Das GFP als elastisches Netzwerk fiir verschiedene Interaktionsradien R¢. Zur
Orientierung sind die Aminoséuren, die experimentell bereits als Kraftangriffspunkte dienten, in
Form von roten Kugeln eingezeichnet.

identischer Kinetik betrachtet, d. h. es werden identische Potentialbreiten Ax;,, = Az und
identischen Ubergangsratenkoefﬁzienten koim = ko fiir alle Netzwerkverbindungen zwischen
Netzwerkpunkten [, m angenommen.

Die bedingte Wahrscheinlichkeit, bei einer iiber die Massenpunkte ¢, 7 angelegten Kraft
F;; alle N Bindungen des Systems intakt aufzufinden, ist durch den folgenden Ausdruck
(vgl. Kapitel 3, Gl. 3.12 mit Fy = 0) gegeben:

almFijAw
kokBT 1—e kgl

KUQ,, Ax

(6.4)

PN(Fij) = H H e

I<N m<l

Die Wahrscheinlichkeitsdichte gy(Fi;), den Bruch irgendeiner Netzwerkbindung bei der
externen Kraft Fj; zu beobachten, unter der Bedingung, dass alle anderen noch intakt
sind, ergibt sich iiber:

almFiij

gn(F) = Pn(Fy) - (Z > %6 tot ) (6.5)

I<N m<l

Bei Kenntnis des intern auf die Netzwerkbindung [, m wirkenden Anteils oy, einer iiber
1, j anliegenden Kraft kann mit Gl. 6.5 eine Bruchkraftverteilung fiir den ersten Bindungs-
bruch in dem Bindungsnetzwerk berechnet werden. Das minimale Modell verwendet damit
drei Eigenschaften:

e Drastisch vereinfachte Geometrie einer Proteinstruktur.
e Interne Bindungsstruktur wird durch einen Interaktionsradius R¢ definiert.

e Interne Wechselwirkungen werden als identische Federn mit identischer Bruchstelle
approximiert.
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Abbildung 6.3: a) Riickstellkrifte, die bei Ausdehnung der Aminoséuren 117 und 182 in einem
GFP Netzwerk mit Rc = 0.8 nm und p = 10 N/m entstehen. b) Kraftwirkungsmatrix ag,. Rot:
Ausdehnende Krifte. Blau: Komprimierende Kréfte

Zur Bestimmung der Bruchkinetik der als ein Federnetzwerk abstrahierten GFP Struk-
tur muss noch eine Kraftwirkungsmatrix «;,, bei Belastung des Federnetzwerks iiber i, j
berechnet werden.

6.4 Kraftwirkungsmatrix oy,

Die Dynamik der als Massenpunkte abstrahierten Aminoséduren des GFP wird durch einen
Satz von N Bewegungsgleichungen beschrieben:

1 4

— = — - Ft 6.6

= () (6.6)
Die Bewegungsgleichungen bilden einen Satz von 3NN gekoppelten, nichtlinearen Differen-
tialgleichungen zweiter Ordnung. Das System wird daher mit aus der Molekulardynamik
bekannten Techniken numerisch integriert [104][42][41]. Dazu werden die Bewegungsglei-
chungen mit einem Algorithmus nach Loup Verlet diskretisiert [107]. Die Bewegungsglei-
chungen nehmen dann folgende Form an:

it +1) = 25 Ain) —n - 1)+ 2-7i(n) 67)

Die Integration erfordert Anfangswerte bei n = 0 und bei n = 1. Die initialen Koordi-
naten 77(0) wurden aus der Kristallstruktur des GFP (1IEMB, [15]) eingelesen. Es wurde
(1) = 77(0) gewahlt. Damit sind alle initialen Geschwindigkeiten gleich Null, das System
wird somit beim absoluten Temperaturnullpunkt betrachtet. Es wurden die in der Mole-
kulardynamik {iblichen Zeitschritte von At = 1 fs verwendet und eine Integration iiber 25
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ns durchgefiihrt. Die koppelnden Federkonstanten wurden zu 10 N/m gewihlt. Zwei aus-
gewihlte Aminosauren ¢, j wurden wihrend der Simulation mit konstanter Geschwindigkeit
(ca. 2 mm/s) bis zu einer maximalen Auslenkung von 0.5 A entlang des Verbindungsvek-
tors 7;; auseinanderbewegt, wihrend die Dynamik der restlichen Aminoséuren mit obigem
Algorithmus als Antwort auf die Deformation berechnet wurde (vgl. Abb. 6.3 a). Wihrend
der Deformation der zwei Aminoséiuren ¢, j wurden die Riickstellkréfte aufgezeichnet, die
durch das Netzwerk auf die zwei gewédhlten Aminoséduren ausgeiibt werden. Durch die dis-
kreten Zeitschritte und durch Abwesenheit jeglicher Reibung entstehen Oszillationen und
damit eine Temperatur gréfSer Null in dem Netzwerk. Nach Erreichen der gewiinschten
maximalen Deformation des Netzwerks entlang der gewédhlten Aminosduren wurde da-
her eine Stokes’sche Reibung —v - ¥ mit v = 107! kg/s? iiber einen leicht modifizierten
Verlet-Algorithmus [104] eingefiihrt und das Netzwerk wieder auf T=0 K abgekiihlt (vgl.
Abb. 6.3 a). Diese Methode ermoglicht eine einfache Bestimmung der finalen Gleichge-
wichtskoordinaten 77(E) des ausgelenkten Netzwerks. Aus dem finalen und dem initialen
Koordinatensatz wurde iiber

Al — ' . (T‘lm(E) - Tlm(o)) (68)

eine symmetrische Kraftwirkungsmatrix berechnet, die den in jeder Netzwerkverbindung
[, m wirkenden Anteil der extern anliegenden Kraft F;; angibt (vgl. Abb. 6.3 b). Ist oy, > 0,
so handelt es sich um ausdehnende Kréfte in der Netzwerkverbindung, fiir ag,, < 0 handelt
es sich um komprimierende Kréfte.

Auf diese Weise konnte fiir jede der experimentell untersuchten Belastungsrichtungen
die Kraftwirkungsmatrix fiir verschiedene Interaktionsradien Ro berechnet werden. Der
Interaktionsradius R¢o bestimmt die Zahl der Bindungen im Netzwerk und damit auch die
Zahl der Eintrdge mit oy, # 0 in der Kraftwirkungsmatrix. Je grofler R, desto kleiner
wird im Mittel der Anteil der extern wirkenden Kraft pro Einzelbindung.

Abb. 6.4 illustriert die sich ergebende Kraftwirkungsmatrix (Rc=0.725 nm) fiir die
acht experimentell untersuchten Belastungsrichtungen als Projektion auf die GFP Raum-
struktur. Der Durchmesser der Netzwerkverbindungen zeigt den Anteil der extern wirken-
den Kraft an. Es ist ersichtlich, dass bei Deformation des GFP iiber (3,212) die gesamte
Raumstruktur Kréfte trdgt und einzelne Bindungen sehr stark belastet werden. Im Fal-
le von GFP(6,221) hingegen sind es nur wenige Bindungen, auf die sich eine anliegende
Kraft parallel aufteilt, wihrend die restliche Raumstruktur von der anliegenden Kraft ab-
geschirmt ist. Nach Kapitel 3 wird die mittlere Bruchkraft des ersten Bindungsbruchs
im Netzwerk durch die grofiten Anteile ay,, der extern wirkenden Kraft dominiert, d.h.
(F)y = (F1)/ max(qy,). Die Kraftwirkungsmatrix sagt damit bereits voraus, dass bei Be-
lastung des GFP-Netzwerks iiber (6,221) die Bruchkréfte hoher liegen werden als bei Be-
lastung tiber (3,212). Dieser Effekt wurde experimentell beobachtet (vgl. Kapitel 5) und
findet seine Erkldrung offenbar in einem diskreten Bindungsnetzwerk.
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Abbildung 6.4: Kraftwirkungsmatrix, d.h. der Anteil einer extern anliegenden Kraft auf Einzel-
bindungen bei Belastung der Struktur iiber zwei Aminosduren. Rot: Ausdehnende Kréfte. Blau:
Komprimierende Krifte. Der Durchmesser der Verbindungen gibt den Anteil der extern wirken-
den Kraft in der entsprechenden Netzwerkverbindung an.

6.5 Bruchkinetik des Minimalmodells

Das Minimalmodell benétigt drei unabhéngige Parameter, um die Kinetik des ersten Bin-
dungsbruchs in dem Bindungsnetzwerk unter Kraft zu berechnen: den Interaktionsradius
Re, die Potentialbreite Az der Einzelbindungen und den Ubergangsratenkoeffizienten kq
der Einzelbindungen. Das experimentell beobachtete Produkt aus mittlerer Bruchkraft und
apparenter Potentialbreite in Gl. 6.1 gibt die Eigenschaften der Einzelbindungen wieder,
aus denen das Bindungsnetzwerk besteht. Fiir die experimentellen Bruchkraftverteilun-
gen in Abb. 5.1 gilt ndherungsweise (F) =~ F, d.h. die mittlere Bruchkraft stimmt in
etwa mit der wahrscheinlichsten Bruchkraft iiberein. Entsprechend gibt das Produkt aus
mittlerer Bruchkraft und apparenter Potentialbreite ndherungsweise auch das Produkt aus
wahrscheinlichster Bruchkraft eine Einzelbindung F; und deren Potentialbreite Az an. Mit
dem beobachteten Zahlenwert von vy := Fy-Az = 54.3 pN-nm sind damit die Eigenschaften
des Bindungspotentiales der Einzelbindungen teilweise festgelegt. Fiir einen erfolgreichen
Vergleich mit dem Experiment ist der Ubergangsratenkoeffizient ko der Einzelbindungen
damit kein freier Parameter mehr, sondern héngt iiber Gl. 3.16 mit N = 1 direkt mit der
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Abbildung 6.5: a) und c¢) Berechnete Bruchkraftverteilungen eines elastischen Netzwerks. Ge-
strichelte Linien geben die Bruchkraftverteilung einer Einzelbindung an. b) Experimentell beob-
achtete Bruchkraftverteilungen (Kreise) mit Monte-Carlo Fits (Linien) aus Kapitel 5.

Potentialbreite der Einzelbindungen zusammen:

ko = Ax - KU e=v/kaT (6.9)
BT

Es sind Kraftwirkungsmatrizen fiir alle experimentell untersuchten Belastungsrichtungen
fiir Interaktionsradien R im Bereich von 0.6 nm bis 2 nm berechnet worden und mit GIl. 6.5
sind Bruchkraftverteilungen fiir den ersten Bindungsbruch im Netzwerk berechnet worden.
Es wurde das Parameterpaar (Rc, Az) mit optimaler Ubereinstimmung mit den experi-
mentellen Bruchkraftverteilungen gesucht. Abb. 6.5 zeigt das Ergebnis dieser Analyse. Fiir
einen Interaktionsradius Ro im Bereich zwischen 0.65 nm bis 0.75 nm und eine Potential-
breite Az ~ 0.28 nm (mit einem Ubergangsratenkoeffizienten ko ~ 1 - 1072 s~ bzw. einer
Barrienhohe AG*=27 kpT) der Einzelbindungen ergibt sich optimale Ubereinstimmung
mit den experimentell beobachteten Bruchkraftverteilungen.

Wie im Experiment auch, markieren die Belastungsrichtungen (3,212) und (6,221)
die Extrempunkte der mechanischen Stabilitdt des Bindungsnetzwerks. Bis auf die Be-
lastungsrichtung (26,198) stimmt auch die Ordnung der mechanischen Stabilitat fir alle
Belastungsrichtungen mit dem Experiment {iberein. Die Richtungen (3,132), (117,182) und
(6,221) zeigen wie im Experiment die hochsten Bruchkrifte um 600 pN, wihrend (182,212)
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und (19,149) Bruchkréfte im Bereich von 350 pN aufweisen. Die Richtungen (3,212) und
(132,212) brechen wie im Experiment auch bereits bei niedrigen Kréften zwischen 100 pN
und 200 pN. Ebenfalls wird die Breite der experimentell beobachteten Bruchkraftvertei-
lungen durch die berechneten Bruchkraftverteilungen reproduziert.

Fiir unterstabilisierte, kaum zusammenhéngende Bindungsnetzwerke bei Interaktions-
radien R¢ < 0.65 nm stimmt die Ordnung der mechanischen Stabilitét nicht mehr mit dem
Experiment iiberein. Zudem ist die Berechnung der Kraftwirkungsmatrix oy, in diesem Pa-
rameterbereich instabil, da die Netzwerke keine nennenswerte Riickstellkraft aufbauen. Im
Bereich 0.65 nm < Ro < 0.75 nm kann die experimentell aufgefundene mechanische Ani-
sotropie reproduziert werden. Fiir Rc > 7.5 nm beobachtet man ein Zusammenriicken der
Bruchkraftverteilungen, die mechanische Stabilitét der verschiedenen Belastungsrichtungen
wird immer dhnlicher. Die Anisotropie des Netzwerks geht verloren.

6.6 Diskussion

Die experimentell beobachtete mechanische Anisotropie der GFP Raumstruktur kann dem-
nach mit dem vorgestellten Minimalmodell erklart werden. Das Modell basiert auf einem
iiber einen Interaktionsradius Ro kontrollierten elastischen Netzwerk, dessen Netzwerk-
punkte sich an den Positionen der Aminoséduren entsprechend der GFP Raumstruktur
befinden. Die Prisenz des Polypeptidriickgrates wird vollstdndig vernachléssigt. Die che-
mische Natur der Aminosduren wird ebenfalls vollstéindig vernachlissigt. Die Netzwerk-
verbindungen werden als irreversibel bruchfdahige, identische Einzelbindungen mit einem
durch eine Potentialbreite Az und einen Ubergangsratenkoeffizienten ko beschriebenen
Bindungspotential modelliert.

Die grofle Bandbreite der experimentell beobachteten Bruchkréfte als auch ihre unter-
schiedlichen Schwankungsbreiten in den verschiedenen Richtungen kann durch die Kinetik
des ersten Bindungsbruch des Minimalmodells qualitativ erkldrt werden. Demnach ist die
experimentell beobachtete grofle Schwankung der apparenten Potentialbreite auf die unter-
schiedliche Projektion einer extern anliegenden Kraft auf das Bindungspotential der Ein-
zelbindungen zuriickzufiihren. Die experimentell beobachteten apparenten Potentialbreiten
sind projizierte Eigenschaften des Bindungspotentiales einer Einzelbindung. Die Potenti-
albreite der Einzelbindungen, mit der die experimentellen Daten qualitativ reproduziert
werden konnen, hat einen Wert von Az ~ 0.28 nm. Die schwéchsten Bindungen in Prote-
instrukturen werden durch van-der-Waals Wechselwirkungen verursacht, deren Reichweite
etwa dieselbe Groflenordnung hat [46][52].

Die experimentell beobachteten energetischen Barrierenhohen geben ndherungsweise
die Hohe der energetischen Barriere einer Einzelbindung an. Der fiir den Bruch der Prote-
instruktur relevante Ubergangszustand ist demnach identisch mit dem Ubergangszustand
der Einzelbindung, die im Netzwerk die meiste Kraft tragt.

Die natiirlichen Ubergangsratenkoeffizienten der Einzelbindungen innerhalb des Mo-
dells miissen zu etwa kg ~ 1073 s=! gewihlt werden, was einer Barrierenhéhe AG* von
etwa 27 kgT entspricht, um gute Ubereinstimmung mit dem Experiment zu erzielen. Das
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Modell nimmt irreversible Einzelbindungen an, die nach erfolgtem Bruch keine Moglichkeit
zur erneuten Ausbildung der Bindung haben. Ein Schritt hin zu einem realistischeren Mo-
dell muss daher die Beriicksichtigung von reversiblen Bindungen sein. Dazu konnte statt
der Wahrscheinlichkeit, intakte Bindungen anzutreffen in Gl. 6.5, dhnlich wie in [100] die
Besetzungswahrscheinlichkeit einer Bindung im Gleichgewicht unter Kraft betrachtet wer-
den. Es bleibt offen, welche Wechselwirkungen in Proteinen durch die Bindungen modelliert
werden. Es kénnte sich um kleine Einheiten aus mehreren Wechselwirkungen handeln, z.B
die Summe der Wechselwirkungen die zwischen benachbarten Aminosduren wirken.

Die Einzelbindung, die die meiste Kraft trigt, ist ausschlaggebend fiir die Bruchki-
netik. In den meisten Belastungsgeometrien handelt es sich um mehrere Bindungen, die
vergleichbare Anteile der extern anliegenden Kraft tragen (vgl. Abb. 6.4). Entsprechend
gibt es mehrere Moglichkeiten fiir den ersten Bruch im Netzwerk. Angewandt auf eine
reale Proteinstruktur bedeutet dies, dass es mehrere mégliche Reaktionspfade gibt, iiber
die der vollstéindige Bruch einer Proteinstruktur erfolgen kann. Im Falle der Belastung der
GFP Struktur iber (3,212) konnten experimentell zwei unterschiedliche Reaktionspfade
identifiziert werden (vgl. Kapitel 4). Die Kraftwirkungsmatrix in Abb. 6.4 zeigt, dass in
der Richtung (3,212) nur wenige Bindungen fast vollstindig die anliegende Kraft tragen.
Es ist denkbar, dass ein realistischeres Modell der Bindungsstruktur des GFP daher eine
strukturelle Identifikation der Reaktionspfade ermoglichen wiirde.

In allen Belastungsrichtungen wird die meiste Kraft von Bindungen getragen, die sich
unmittelbar in der Ndhe der Kraftangriffspunkte befinden. Der erste Bruch der Struk-
tur wird somit mit grofler Wahrscheinlichkeit immer in der Néhe der Kraftangriffspunkte
erfolgen. Damit ist klar, dass die kraftinduzierte Entfaltung einer Proteinstruktur iiber
vollkommen andere Reaktionspfade erfolgt, als thermisch oder chemisch induzierte Prote-
inentfaltung.

Die Grenzen der drastischen Reduktion der komplexen GFP Raumstruktur auf Mas-
senpunkte, die in gewisser Weise willkiirlich mit Federn verbunden sind, werden durch die
Uberschitzung der Stabilitit des GFP in der Richtung (26,198) deutlich. Die Aminoséure
198 befindet sich in einer leicht ins Losungsmittel gebogenen Schleife (vgl. Abb. 7.2) zwi-
schen zwei [-Strangen. In dem modellierten Netzwerk werden der Aminoséure 198 (und
nicht nur ihr) jedoch Wechselwirkungen mit vielen Nachbarn zugewiesen, die es in der
Realitéit nicht geben diirfte.

Bei allen Belastungsgeometrien aufler der Belastung tiber (3,212) kommt es innerhalb
des Modells erst bei deutlich iiber der Stabilitdt der Einzelbindungen liegenden Kréften zu
einem ersten Bruchereignis. Nach Kapitel 3 wire demnach schneller, kooperativer Bruch
des Gesamtsystems zu erwarten, wie es experimentell auch beobachtet wird. Eine Ana-
lyse des Fortgang des Bruchs des elastischen Netzwerks als Modell fiir den vollstdndigen
Bruch einer Proteinstruktur ist jedoch an dieser Stelle nicht sinnvoll, da z.B ein Polypep-
tidriickgrat zur weiteren Kraftbelastung nach dem ersten internen Bindungsbruch in dem
Modell vollkommen fehlt.

Das verwendete Modell impliziert, dass die chemischen Unterschiede der einzelnen Ami-
noséuren in der Sequenz eines Proteins vollig unerheblich fiir die mechanischen Eigenschaf-
ten der gefalteten Raumstruktur sind. Wéhrend die Sequenz eines Proteins dessen native
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Struktur eindeutig festlegt, wiirde demzufolge die gefaltete Raumstruktur die mechani-
schen Eigenschaften eines Proteins festlegen. Das ist eine starke Aussage, auf die jedoch
bereits in anderen Arbeiten hingewiesen wurde [58][81]. Daraus folgt unter anderem, dass
Mutationen, die die Riickgrat-Struktur eines Proteins erhalten, keinen Einfluss auf die Me-
chanik einer Proteinstrukur haben diirften. Brockwell et al. [16] haben den Einfluss von
strukturerhaltenden Punktmutationen auf die mechanische Stabilitét einer Proteinstruktur
untersucht. Dabei zeigten sich nur marginale Unterschiede im Vergleich zur nicht-mutierten
Struktur. Im Gegensatz dazu zeigten Li et al. [63], dass Prolin-Punktmutationen die me-
chanische Stabilitét einer Proteinstruktur deutlich verdndern konnen. Prolin-Mutationen
sind jedoch nicht strukturerhaltend und sind in der Studie von Li et al. explizit verwendet
worden, um gezielt 3-Stringe zu brechen und einzelne Wasserstoffbriickenbindungen in der
Struktur des untersuchten Proteins zu entfernen oder neue einzufiigen. Weitere Untersu-
chungen sind nétig, um die Auswirkung von Mutationen auf die mechanische Stabilitét
eines Proteins zu priifen und obige Aussage damit zu testen.

Aufschluss iber den tatsdchlichen Verlauf des mechanischen Entfaltungspfades eines
Proteins als Vielteilchensystem koénnen jedoch nur Molekular-Dynamik Simulationen ge-
ben, die simtliche physikalischen Wechselwirkungen zwischen allen Atomen eines Proteins
und des umgebenden Losungsmittels beriicksichtigen [39][43][42][103]. Diese Simulationen
sind jedoch extrem rechenintensiv [41]. Es ist daher wiinschenswert, Néherungen zu iden-
tifizieren [95], mit denen die Dynamik gefalteter Proteinstrukturen korrekt beschrieben
werden kann. Das vorgeschlagene Modell leistet dazu einen Beitrag.

6.7 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die experimentell beobachtete Bruchkinetik des GFP als erster
Bindungsbruch in einem Bindungsnetzwerk interpretiert. Das GFP wurde als elastisches
Netzwerk approximiert und die Kinetik des ersten Bindungsbruches in diesem Netzwerk
berechnet. Die experimentell beobachtete mechanische Anisotropie der GFP Raumstruktur
konnte mit diesem Minimalmodell reproduziert werden.



Kapitel 7

Mechanische Anisotropie der GFP
Struktur

Die Ergebnisse aus den durchgefiithrten Messungen kénnen nun zu einem Bild der mecha-
nischen Figenschaften der gefalteten GFP Raumstruktur zusammengefasst werden.

7.1 Direktionale molekulare Federkonstanten

Die Potentialbreite und die Hohe einer energetischen Barriere sind in erster Nédherung
charakteristisch fiir die elastischen Eigenschaften einer Einzelbindung. Dazu wird das Bin-
dungspotential in der Nihe des Potentialminimums bei xx als Parabel angenéhert:

Gr(x) = gpr(x — 2 (7.1)

Die Bindung wird damit fiir kleine Ausdehnungen als Hooke’sche Feder mit der Federhérte

p1 angendhert. Unter der Voraussetzung, dass sich die energetische Barriere AGT am Ort

xn + Az auf der Reaktionskoordinate befindet, ergibt sich fiir die kinetische Federharte

einer Einzelbindung;:
AGH

pL=2- A (7.2)

Es wurde gezeigt, dass sich die experimentell bestimmten, apparenten Potentialbreiten Ax;;

der GFP Raumstruktur auf die grofite Projektion einer extern anliegenden Kraft auf das

Bindungspotential von Einzelbindungen zuriickfiihren lassen, d.h. Az;; >~ max(oyy,) - Azy.

Die experimentell bestimmten Barrierenhohen AGj; stimmen jedoch im wesentlichen mit

der Barrierenhdhe eine Einzelbindung iiberein, d.h. AG}; ~ AG7. Damit kann nun eine

direktionale Federkonstante p;; einer Proteinstruktur bei Belastung iiber die Aminoséduren
1,7 angegeben werden:

2AG 1

Pij = A 2” =~

x

ij

5 P1 (73)

- max ()
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Abbildung 7.1: Vergleich der beobachteten, direktionalen Federhérten p;; mit berechneten, ef-
fektiven Federhirten des GFP Minimalmodells aus Kapitel 3.

Unter Verwendung der experimentell ermittelten apparenten Potentialbreiten und Bar-
rierenhohen aus Tabelle 5.1 sind die direktionalen Federhérten der GFP Struktur berechnet
werden und in Abb. 7.1 sowie in Tabelle 5.1 angegeben worden. Die effektive Federhérte der
GFP Struktur variiert von 1 nN/nm fiir die Richtung (3,212) bis hin zu 27 nN/nm fiir die
Richtung (6, 221)'. Mit der direktionalen Federkonstante p;; kann die zu erwartende De-
formation der GFP Struktur entlang einer Belastungsrichtung bei den experimentell beob-
achteten mittleren Bruchkréften berechnet werden. Mit den Werten aus Tabelle 5.1 ergibt
sich, dass in keiner der acht Belastungsrichtungen eine mittlere Deformation der Struktur
groBer als 1 Angstrom zu erwarten wire. In Kapitel 2 wurde die Messung von intramo-
lekularen Abstédnden in der GFP Raumstruktur beschrieben. Es wurde dabei festgestellt,
dass die GFP Struktur vor dem Bruch keinerlei signifikante Deformationen innerhalb des
wenige Angstrom betragenden Messfehlers aufweist. Es lisst sich daher schliessen, dass die
direktionalen Federkonstanten der GFP Struktur die richtige Groflenordnung haben und
ihre relativen Unterschiede korrekt sind.

Im letzten Kapitel ist ein Minimalmodell der GFP Mechanik vorgeschlagen worden. Zur
Vorhersage der Kréfte, bei denen es zum ersten Bruch in einem diskreten Bindungsnetz-
werk mit der Geometrie des GFP kommt, wurde berechnet, wie sich eine extern anliegende
Kraft in dem elastischen Netzwerk verteilt. Dazu wurden die Riickstellkréifte bestimmt, die
bei der Deformation des Modells entlang der experimentell untersuchten Belastungsrich-

!Eine Unsicherheit im absoluten Wert der direktionalen Federkonstanten ist durch die Wahl des
Arrhenius-Vorfaktors k7 in Gleichung 5.1 fiir die Berechnung der Barrierenhéhe gegeben. Die Federkon-
stanten p;; in Tabelle 5.1 wurden mit der oberen Grenze kr = 10° s=! berechnet. Fiir jede GréSenordnung,
die man k7 kleiner wihlt, reduzieren sich die direktionalen Federkonstanten um etwa 10 Prozent. Die re-
lativen Unterschiede zwischen den Federkonstanten bleiben jedoch innerhalb von 5 Prozent Abweichung
jeweils erhalten.
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tungen an den zwei ausgelenkten Aminosduren (i, j) auftreten. Damit ldsst sich direkt die
effektive Federhérte des elastischen Netzwerks in den jeweiligen Richtungen bestimmen.
Abb. 7.1 vergleicht die aus dem Experiment bestimmten direktionalen Federkonstanten p;;
mit der effektiven Federhérte des Minimalmodells fiir einen Interaktionsradius R- = 6.75
A und einer Federhirte von ca. 85 nN/nm der einzelnen Netzwerkverbindungen. Bis auf
die Richtungen (26,198) und (182,212) stimmen die effektiven Federhérten des elastischen
Netzwerks mit den Federhérten aus dem Experiment sehr gut iiberein. Dies bestétigt damit
erneut, dass das Minimalmodell geeignet zur Beschreibung der Mechanik des GFP ist.
Die direktionalen Federkonstanten ergeben sich aus dem Produkt der kinetischen Feder-
konstante der Einzelbindungen mit dem elastisch labilsten Teil der Proteinstruktur. Abb.
7.1 zeigt damit auch, dass die direktionalen Federkonstanten p;; ein wirkliches Maf fiir
die effektiven elastischen Eigenschaften der gesamten Proteinstruktur in einer bestimmten
Belastungsrichtung sind. Die experimentelle Bestimmung von apparenten Potentialbreiten
und Barrierenhchen aus der Bruchkinetik eines Proteins bei punktueller Kraftbelastung
ermoglicht somit den Riickschluss auf tatsdchliche, elastische Eigenschaften der gefalteten
Raumstruktur einer Proteinstruktur im nativen, funktionalen Zustand vor dem Bruch.

7.2 Anisotrope Energielandschaft des GFP

Die beobachtete Bruchkinetik des GFP entlang verschiedener Belastungsrichtungen konnte
durch apparente Potentialbreiten Az;; und energetische Barrierenhéhen AGY; bei Betrach-
tung des GFP als ein Teilchen in einem hochdimensionalen und offenbar anisotropen Po-
tentialtopf beschrieben werden, wie eingangs in Abb. 1 schematisch motiviert. Die Barrie-
renhohen variierten dabei nur wenig, wéhrend eine starke Variation in den Potentialbreiten
beobachtet wurde. Auf der anderen Seite konnte nun durch Vergleich der experimentellen
Daten mit dem Minimalmodell herausgearbeitet werden, dass die Bruchkinetik des GFP im
wesentlichen effektive molekulare Federkonstanten entlang verschiedener Reaktionskoordi-
naten kodiert. Diese molekularen Federkonstanten sind demnach der Hesse-Matrix, d.h. der
partiellen zweiten Ableitung der hochdimensionalen Energielandschaft des Proteins nach
den Koordinaten der Kraftangriffspunkte dquivalent. Durch Belastung eines Proteins iiber
verschiedene Kraftangriffspunkte kann demnach die Kriimmung der Energielandschaft ei-
nes Proteins in der Umgebung des nativen Zustands untersucht werden.

7.3 Stabilititskarte der GFP Raumstruktur

Die direktionalen mechanischen Eigenschaften der gefalteten GFP Raumstruktur sind in
Abb. 7.2 zusammengefasst. Bénder verbinden die untersuchten Kraftangriffspunkte. Die
Breite der Béander kodiert die experimentell aufgefundenen molekularen Federkonstanten,
wéahrend die mittlere Bruchkraft des Molekiils in der jeweiligen Belastungsrichtung durch
eine Farbskala dargestellt ist. Fiir die genauen Zahlenwerte sei auf Tabelle 5.1 verwiesen.
Die groflen Unterschiede in der direktionalen Elastizitit reflektieren die diskrete, interne
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Abbildung 7.2: Die Bénderbreite reprisentiert die direktionale Federkonstante des Molekiils in
der entsprechenden Richtung. Farben kodieren die jeweilige mittlere Bruchkraft.

Bindungsstruktur des Molekiils. Das im vorigen Kapitel vorgestellte Minimalmodell der
GFP Mechanik legt dabei nahe, dass die chemischen Eigenschaften der einzelnen Ami-
nosauren nur fiir die Ausbildung der nativen Struktur des Molekiils relevant sind, wahrend
die mechanischen Eigenschaften durch die Geometrie der Struktur dominiert werden.



Kapitel 8

Ausblick

In dieser Arbeit wurde mit der Kombination aus AFM-Kraftspektroskopie mit Cysteine
Engineering erstmals eine Technik zur Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von
Proteinen in verschiedenen Bereichen ihrer funktionalen Raumstruktur vorgestellt. Das to-
pologisch komplexe Griin Fluoreszierende Protein ist mit dieser Technik eingehend unter-
sucht worden. Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente und Techniken eréffnen nun
neue, vielversprechende Moglichkeiten fiir die Proteinphysik. Einige dieser Moglichkeiten
werden an dieser Stelle daher nidher diskutiert.

8.1 Wie stabil sind Sekundarstrukturelemente?

Fiir das Verstdndnis eines komplexen Systems wie der funktionalen Raumstruktur eines
Proteins ist es notwendig, die Eigenschaften der elementaren Bausteine des Systems zu
kennen. Elementare Bausteine von Proteinstrukturen sind Sekundérstrukturelemente wie
a-Helizes, Loops und [-Strénge [3]. Mit der in dieser Arbeit eingefiihrten Kombination
aus Cysteine Engineering und Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie wird es in der Zukunft
moglich sein, eine Ebene tiefer zu gehen und direkt die mechanischen Eigenschaften von
einzelnen Sekundérstrukturelementen zu untersuchen. Von Interesse wire beispielsweise,
wie unterschiedlich fest verschiedene Sekundérstrukturelemente in einer Proteinstruktur
verankert sind und damit deren Eigenschaften bestimmen. Die Beantwortung von kineti-
schen Fragestellungen, wie schnell z.B ein gezielt abgeloster S-Strang wieder in die Rest-
struktur zuriickfaltet oder ob die Reststruktur eines Proteins nach einer solchen Storung
autark stabil bleibt, wiirde zu einem tieferen Verstdndnis des Faltungsprozesses von Prote-
inen beitragen. Die Kombination aus AFM-Kraftspektroskopie mit Cysteine Engineering
ermoglicht nun den Zugang zu solchen Fragestellungen.

Eine Untersuchung von Sekundarstrukturelementen ist nur im Kontext einer ganzen
Proteinstruktur moéglich und stellt eine grofie technische Herausforderung dar. Sekundar-
strukturelemente bestehen aus nur wenigen Aminosauren. Konformationsiibergéinge haben
damit nur minimale, kaum detektierbare Léingeninderungen im Bereich weniger Angstrom
zur Folge. Die Amplifikation der mechanischen Signatur einzelner Sekundérstrukturelemente
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Abbildung 8.1: a) Schema der GFP Raumstruktur. Der durch die Aminosduren 212 bis
228 eingegrenzte einzelne (-Strang ist farblich gekennzeichnet. b) Kraft-Ausdehnungsantwort
von (212,228) verkniipften GFP Polyproteinen. Hellblau: Ausstrecken der [-Strénge c) Kraft-
Ausdehnungsantwort von (3,212)(212,228) gemischt verkniipften Copolyproteinen. Hellblau: Aus-
strecken der §-Strénge. Rot: Partieller Bruch des GFP entlang (3,212). Griin: Bruch der verblei-
benden Teilstruktur. Blau: Kompletter Bruch des GFP entlang (3,212). Vgl. Kapitel 4.

iiber Polyproteine kann diese Ereignisse detektierbar machen.

Von Interesse ist beispielsweise, wieviel Kraft aufgewendet werden muss, um einen ein-
zelnen 3-Strang aus einer Proteinstruktur herauszuziehen. Ein einzelner 3-Strang wird z.B
in der GFP Raumstruktur durch die Aminosduren (212,228) eingegrenzt (vgl. Abb. 8.1
a). Uber Cysteine Engineering sind (212,228) verkniipfte GFP Polyproteine erzeugt wor-
den, die mit dem Kraftspektrometer untersucht worden sind. Abb. 8.1 a) zeigt die typische
Kraft-Ausdehnungsantwort dieser Polyproteine. Der 3-Strang kann sich beim Herausziehen
nur um etwa 1.3 nm verldngern, was einer Verldngerung um ein Drittel im Vergleich zu sei-
ner gefalteten Lénge entspricht. Die Kraftkurve in Abb. 8.1 b) zeigt ein etwa 20 nm langes
Kraftplateau bei 100 pN, bei dem die initiale Lange des gespannten Polyproteins um etwa
ein Drittel verlangert wird. Demzufolge wurden in der gezeigten Kraftkurve etwa 15 hinter-
einander geschaltete $-Strange aus einzelnen GFP Strukturen herausgezogen. Zum Nach-
weis, dass es sich bei dieser Signatur tatsédchlich um das Herausziehen einzelner 3-Stréange
handelt, kann die in Kapitel 4 eingefiihrte Konstruktion von Copolyproteinen herange-
zogen werden. Abb. 8.1 ¢) zeigt die Kraft-Ausdehnungsantwort von (3,212)(212,228) ge-
mischt verkniipften GFP Polyproteinen. Abgesehen von der typischen Signatur des Bruchs
der GFP Struktur bei Belastung iiber (3,212), beobachtet man wieder ein Kraftplateau
bei 100 pN, das mit (3,212) GFP Homopolyproteinen nicht beobachtet wird. Damit ist
gezeigt, dass dieses Plateau durch das Herausziehen einzelner 3—Strange verursacht wird.
Fiir diese Storung der GFP Raumstruktur sind 100 pN notwendig. Die Machbarkeit der Un-
tersuchung der mechanischen Eigenschaften einzelner Sekundérstrukturelemente ist damit
demonstriert. Es wird sich zeigen, welchen Beitrag Messungen dieser Art zum Versténdnis
der Mechanik von Proteinen liefern konnen.
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8.2 Beitrag fiir die Strukturbiologie

Ein Schliisselschritt zum Versténdnis der Funktionsweise eines Proteins ist die Aufkldrung
der gefalteten Raumstruktur eines Proteins. Hochauflosende Strukturaufklarung an Protei-
nen ist derzeit hauptséchlich durch zwei Ensemble-Techniken gepréigt. Rontgenstreuung an
kristallisierten Proteinen liefert hochauflosende, atomare Strukturinformationen [5]. Diese
Informationen sind statisch und entstammen kristallisierten Proteinen fern ihrer nativen
Umgebung, in der sie normalerweise ihre Funktion ausiiben. Kernmagnetische Resonanz
(NMR) erlaubt die hochauflésende Strukturbestimmung von Proteinen in Losung, ist der-
zeit aber u.a. aufgrund des immensen Rechenaufwandes in der Interpretation der NMR-
Daten noch auf Proteine begrenzt, die aus weniger als ca. 150 Aminosduren bestehen
[111][51]. Die rdumliche Struktur einer Vielzahl von Proteinen ist aufgrund unterschiedli-
cher Probleme wie z.B Unloslichkeit, Aggregation bzw. Kristallisationsproblemen derzeit
weder fiir Rontgenkristallographie noch NMR zugénglich [69]. Eine erfolgreiche Einzelmo-
lekiil-Technik, die dynamisch Konformationsdnderungen von einzelnen Proteinen beobach-
ten kann, ist z.B durch Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)-basierte Messun-
gen gegeben [44]. FRET-Techniken sind jedoch derzeit nur relative Strukturdnderungen
und keine absoluten Strukturinformationen zugénglich. Es gibt einen grofien Bedarf an
neuen Techniken, die prézise und absolute Strukturinformationen moglichst von einzelnen
Proteinen in ihrer nativen Umgebung bei der Arbeit erlangen konnen.

In Kapitel 2 wurde beschrieben, wie durch mechanische Messungen an einzelnen Mo-
lekiilen intramolekulare Abstdnde in der gefalteten Raumstruktur eines Proteins bis auf
wenige Angstrom genau bestimmt werden kénnen. Eine mechanische Triangulation lieferte
absolute Positionen einzelner Aminosduren in der Raumstruktur eines Proteins. Die me-
chanischen Abstandsmessungen erfordern im Prinzip keinerlei Kenntnis der tatséchlichen
Raumstruktur eines Proteins und koénnten daher auch fiir die Bestimmung von intramo-
lekularen Absténden in Proteinen unbekannter Raumstruktur verwendet werden. Fiir die
Positionsbestimmung einer Aminosdure sind nur drei Abstandsmessungen notig. Es ist
daher im Prinzip denkbar, komplette dreidimensionale Proteinstrukturen iiber die Bestim-
mung von ausreichend vielen Paarabstdnden zu rekonstruieren. Dazu wéren maximal 3NV
Abstandsmessungen® nétig, der Aufwand wiichst also nur linear mit der ProteingroéBe. Viel-
versprechend koénnte eine Kombination der mechanischen Einzelmolekiil-Messungen mit
rechnerischen Methoden zur Strukturvorhersage [94] in einem iterativen Prozess sein:

1. Experimentelle Bestimmung von einigen intramolekularen Absténden als Randbe-
dingungen.

2. Rechnerische Strukturvorhersage unter Einbeziehung der Randbedingungen

3. Erneute Messung von weiteren intramolekularen Abstdnden mit Hilfe der errechneten
Struktur

1N = Anzahl der Aminosiuren eines Proteins
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4. Verbesserung der rechnerischen Strukturvorhersage mit den experimentellen Rand-
bedingungen

5. Erneute Messung von weiteren intramolekularen Absténden
6. Test: Strukturvorhersage in 4. korrekt? Falls ja: Ende; Falls nein: Wiederhole 4-6.

Dieses Verfahren ist vielversprechend, da es Vorteile beider Techniken kombiniert und
den notigen Aufwand fiir beide verwendeten Methoden deutlich reduziert. Auf der expe-
rimentellen Seite wird die aufwiandige Messung vieler intramolekularer Abstdnde unnotig
und durch die rechnerische Strukturvorhersage wird eine atomare Auflésung erreicht [76].
Methoden der Strukturvorhersage berechnen die Energie fiir eine Vielzahl verschiedener
Konfigurationen einer Aminosédurenkette bestimmter Sequenz und versuchen die Konfi-
guration minimaler Energie aufzufinden. Ein grofles Problem der Strukturvorhersage liegt
jedoch in der Vielzahl der méglichen Konfigurationen eines N Aminoséauren groflen Proteins
verborgen: nur ein kleiner Teil der moglichen Konfigurationen kénnen mit dem Computer
iitberhaupt abgetastet werden. Das Auffinden der Konfiguration globaler, minimaler Ener-
gie ist daher ein grofles Problem in der Strukturvorhersage. Bisher konnten nur fiir kleine
Proteine (N < 50) unter grofem Rechenaufwand vertrauenswiirdige Proteinstrukturen
vorhergesagt werden [14][94].

Die experimentelle Bestimmung von intramolekularen Absténden als Randbedingungen
fiir die Strukturvorhersage konnte jedoch zur Reduktion des notigen Rechenaufwandes
beitragen. Die folgende heuristische Argumentation macht dies plausibel: Streckt man einen
entfalteten Aminosdurenstrang auf einen bestimmten End-zu-End Abstand, so benétigt
man dafiir eine Kraft. Diese Kraft ist weitgehend entropisch bedingt, weil die Festlegung auf
eine bestimmte Ausdehnung die Zahl der der entfalteten Aminosédurenkette zur Verfiigung
stehenden Konfigurationen deutlich reduziert. Experimentell beobachtet man bei kleinen
Ausdehnungen eine Riickstellkraft, die proportional zur Ausdehnung ist (vgl. Anhang D,

Gl. 2.2 fiir d — 0):
3kgT d
F(d) ~ ———— 8.1
(@) 520 (81)
Die Arbeit, die zur Ausdehnung auf den Abstand d geleistet werden muss, wird zur Re-
duktion der Entropie der Aminosidurenkette verwendet:

d
AS(d) =~ [ Fla)de (82)

Die Entropie der Kette hingt direkt mit der Zahl der moglichen Konfigurationen g zusam-
men, die eine bestimmte Ausdehnung d realisieren:

AS(d) =kplng(d) — kglng(0) (8.3)

Die Zahl der moglichen Konfigurationen ¢(0) fiir ein N Aminoséuren grofles Protein betrigt
in etwa o, wobei o die Zahl der Einstellmoglichkeiten fiir ein Kettenglied relativ zum
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néichsten bezeichnet. Kennt man den End-zu-End Abstand d einer Aminosédurenkette, so ist
dies gleichbedeutend mit einer Fixierung des End-zu-End Abstandes auf den aufgefundenen
Wert. Mit den Gleichungen 8.1 bis 8.3 sowie den Substitutionen L = Nd,, und d = ~yd,, mit
v € [0, N] folgt fiir die Zahl der Konfigurationen einer Kette aus N Aminoséduren, deren
End-zu-End Abstand auf den Wert v (ausgedriickt in Aminoséureneinheiten) bestimmt
wurde:

9(7) = " - exp (=7?/N) (8.4)
Fiir ein Protein aus 200 Aminosduren, dessen End-zu-End Abstand z.B der Lange von
etwa 10 Aminosduren entspricht, reduziert sich die Zahl moglicher Konfigurationen um
einen Faktor 0.6 - was zuniichst bei o*® moglichen Konfigurationen keine dramatische
Reduktion bedeutet. Teilt man das Protein jedoch in gedachte Teilketten aus jeweils n;
Aminoséuren mit >>n; = N auf, so ist die Gesamtzahl moglicher Konfigurationen gegeben

durch: '

g=J]o" =a" (8.5)
Bestimmt man nun jeweils den End-zu-Endabstand ~; der Teilketten, so ergibt sich:
g=a- Hexp (—fyf/nz) (8.6)

Das bedeutet, die Reduktion in der Zahl moglicher Konfigurationen potenziert sich mit der
Zahl der bekannten Teilkettenabstande. Zerlegt man z.B ein Protein aus 200 Aminoséduren
in acht Teilketten aus jeweils 25 Aminosduren und bestimmt experimentell die intramole-
kularen Abstédnde zwischen den Endpunkten (also dg a5, das 50 etc.) und findet z.B jeweils
relative Ausdehnungen von ~; ~ 10, so reduziert sich die Zahl moglicher Konfigurationen
bereits um 14 Groflenordnungen. Die Einfithrung von experimentellen Randbedingungen
konnte damit helfen, den nétigen Rechenaufwand in der Strukturvorhersage zu reduzie-
ren. In dieser Arbeit sind im GFP acht intramolekulare Abstéinde experimentell bestimmt
worden. Die Machbarkeit solcher Messungen ist damit demonstriert worden.

Es kann jedoch eine spezielle Eigenschaft des GFP sein, dass die mechanisch bestimm-
ten intramolekularen Abstdnde keinerlei signifikante Abweichungen von der Kristallstruk-
tur aufweisen. Es ist denkbar, dass fiir andere Proteine dhnliche Situationen auftreten wie
im Falle der N-C terminalen Kraftbelastung des GFP (vgl. Anhang B): das Auftreten
von Teilentfaltung und/oder gravierende Deformationen durch die Belastung mit Kraft. In
diesem Fall liefert die mechanische Abstandsmessung jedoch wertvolle Informationen iiber
das elastische Verhalten eines Proteins. Es wird sich zeigen, ob die vorgestellte mecha-
nische Abstandsbestimmung tatséchlich zur de novo Bestimmung von Proteinstrukturen
beitragen kann.

8.3 Dynamik gefalteter Proteinstrukturen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente brachten eine iiberraschende Vielfalt der
mechanischen Eigenschaften einer Proteinstruktur zu Tage. Experimentelle Daten allein
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geniigen jedoch nicht, um ein tieferes Versténdnis der Prinzipien, die hinter den beobach-
teten Eigenschaften stehen, zu erlangen. Aufgrund der Komplexitidt von Proteinen ist die
theoretische Beschreibung der Dynamik einer gefalteten Proteinstruktur eine enorme Her-
ausforderung, die ohne Hilfe des Computers nicht zu bewiéltigen wére. Molekulardynamik-
Simulationen sind etablierte Techniken, die die atomaren Wechselwirkungen zwischen allen
Atomen eines Proteins und des umgebenden Losungsmittels mit grundlegenden physikali-
schen Prinzipien beschreiben und die Dynamik dieses komplexen Systems aus vielen tau-
send Atomen zu berechnen suchen. Aufgrund des enormen Rechenaufwandes ist es derzeit
jedoch noch nicht moéglich, die Konformationsdynamik von Proteinstrukturen auf Zeits-
kalen ldnger als einige Mikrosekunden vertrauenswiirdig zu berechnen [103][42]. Es ist
daher von Interesse, die minimale Menge an Information zu identifizieren, die zur kor-
rekten Beschreibung der Dynamik gefalteter Proteinstrukturen ausreicht. West et al. [110]
und Hyeon et al. [48] konnten mit relativ einfachen Modellen bereits erfolgreich Eigen-
schaften der mechanischen Entfaltung von terminal belasteten Proteinen beschreiben. In
dieser Arbeit ist ein Minimalmodell entwickelt worden, mit dem die Bruchkinetik einer
Proteinstruktur unter Kraft semi-analytisch beschrieben werden kann. Es sind zugleich Li-
mitierungen des Modell identifiziert worden, die aus einer zu drastischen Reduktion der
Geometrie einer Proteinstruktur reduzieren. Das Modell kann nun schrittweise realisti-
scher gemacht werden, bis sdmtliche experimentell iiberpriifbaren Eigenschaften korrekt
beschrieben werden. Es ist ebenfalls ein Ausbau des Modells in Richtung komplizierterer
Konformationsiibergénge iiber den ersten Bindungsbruch hinaus méglich. Damit wére ein
experimentell iiberpriiftes theoretisches Modell zur Hand, mit dem die Dynamik gefalte-
ter Proteinstrukturen beschrieben werden kann. Es ist vorstellbar, dass auf diese Weise
beschrieben und vorhergesagt werden kann, wie z.B die Bindung eines ATP Molekiils an
die Bindungstasche eines molekularen Motors und die daraus resultierende minimale De-
formation der Motorstruktur in eine grofie Konformationsinderung an anderer Stelle der
Motorstruktur umgesetzt wird.

8.4 Enzyme bei der Arbeit

Es gibt in der Natur eine Vielzahl von Proteinen wie z.B Enzyme oder molekulare Motoren,
deren biologische Funktion die Ausiibung von mechanischen Kréften und Konformations-
umwandlungen als Antwort auf chemische oder mechanische Signale einschliesst. Die in
dieser Arbeit vorgestellte Technik ermdoglicht es nun, Kraftangriffspunkte an ein Enzym
derart zu wahlen, dass dessen Konformationszustand in Abhéngigkeit dusserer Bedingun-
gen wie z.B Temperatur, pH-Wert oder der Anwesenheit bestimmter chemischer Substan-
zen lberpriift bzw. durch Kraftwirkung kontrolliert werden kann. Auf diese Weise kénnten
neue Erkenntnisse iiber die Funktionsweise von Enzymen gewonnen werden.
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8.5 Protein-Nanotechnologie

Biologische Systeme zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, komplexe Strukturen mittels
Selbstorganisation zu erzeugen. In lebenden Zellen werden chemische Reaktionen prézise
gesteuert, Signale verarbeitet und Stoffe transportiert. Viele der dabei beteiligten Proteine
wirken dabei wie Maschinen auf der Nanoskala. Ein Ziel der Nanotechnologie ist es da-
her, kiinstlich solche molekularen Maschinen fiir die Erledigung technologisch motivierter
Aufgaben herstellen zu kénnen. Der Natur ist es in einem langen Evolutionsprozess gelun-
gen, hochspezialisierte Maschinen fiir eine enorme Bandbreite von Aufgaben zu erzeugen.
Es liegt daher nahe, diese zur Verfiigung stehende Bibliothek an Maschinen verschiedener
Funktionalitéit auszunutzen, um gezielt Kombinationen verschiedener Aufgabenbereiche zu
erzeugen. Denkbar wire z.B eine bewegte Nano-Fabrik, d.h. eine Kombination aus Enzy-
men, die bestimmte chemische Reaktionen katalysieren, mit molekularen Motoren, die diese
Enzyme an bestimmte Orte transportieren. Fiir die Konstruktion solcher Proteinkomplexe
ist eine spezifische, selbstorganisierte bzw. programmierbare Verkniipfung der einzelnen
Bausteine notwendig. Cysteine Engineering ermoglicht zwar eine geometrisch spezifische
Verkniipfung zwischen verschiedenen Bausteinen (vgl. Kapitel 4, Copolyproteine), eine
selbstorganisierte spezifische Verkniipfung verschiedener Bausteine ist jedoch noch nicht
kontrollierbar. In Anhang C wird Cysteine Engineering durch die programmierbaren Mul-
timerisierungseigenschaften von Superhelizes ergénzt. Mit elementaren Bausteinen werden
erste Schritte hin zu einer selbstorganisierten Konstruktion von Proteinkomplexen demon-
striert. Es ist denkbar, diese Ansétze in der Zukunft zu einer Protein-Nanotechnologie
auszubauen.
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Anhang A

Fluoreszenzeigenschaften von GFP
Polyproteinen

A.1 Spektrale Eigenschaften von GFP Polyproteinen

Die Eigenschaften des Griin Fluoreszierenden Proteins sind seit vielen Jahren Thema ak-
tiver Forschung [102][106][120][53]. Ein wichtiges Ergebnis ist, dass die Fluoreszenzeigen-
schaften des GFP empfindlich von der Présenz der intakten Raumstruktur des Proteins
abhéngen. Die Fluoreszenz des GFP ist ein Indikator fiir die korrekte Faltung des Molekiils.

Abbildungen A.1 a)-c) zeigen Anregungs- und Emissionsspektren von nativem GFP
und Zweifach-Cystein mutierten GFP-Polyproteinlosungen am Beispiel von GFP(3,212).
Es ist klar ersichtlich, dass die Mutation der zwei Cysteine und anschliessende Polymerisa-
tion keinerlei Einfluss auf die spektralen Eigenschaften des GFP hat. Sowohl das relative
Verhéltnis der Anregungsbanden der neutralen Form (bei 396 nm) und auch der anio-
nischen Form (bei 473 nm) als auch die Emmisionsspektren bei Anregung der neutralen
Form des Chromophores und bei Anregung der anionischen Form erscheinen vollkommen
ungestort. Dies zeigt direkt die korrekte Faltung auch der Zweifach-Cystein mutierten GFP
Molekiile in die funktionale Raumstruktur des GFP. Einzig im Falle von (6,221) mutier-
ten GFP Polyproteinen konnte eine spektrale Verdnderung festgestellt werden. Dabei ist
(6,221) mutiertes GFP in etwa vergleichbar stark bei 396 nm und bei 473 nm anregbar.
Eine mogliche Ursache ist die Mutation 221 in der Ndhe von Glutaminsdure 222, die iiber
den Ladungszustand des Chromophores entscheidet (siche weiter unten). Das Emissions-
spektrum von (6,221) mutierten GFP stimmt aber mit nativem GFP vollstiandig iiberein,
so dass die korrekte Faltung der (6, 221) mutierten Molekiile ebenfalls gesichert ist. Ormo
et al. [79] berichteten 1996 iiber eine Punktmutation (Serin 65 zu Threonin), die in nativem
GFP zu einer Stabilisierung der anionischen Form des Chromophores fithrt und damit zu
einer viel stirkeren Anregungsbande bei 473 nm. Das native Serin 65 bildet im Inneren
des GFP eine Wasserstoffbriicke mit der Seitenkette der Aminosdure Glutamin 222, was
zu einer negativen Ladung an Glu222 fiithrt. Das Chromophor des GFP befindet sich im
gefalteten Zustand nur 3.7 A von Glu222 entfernt. Elektrostatische Abstossung verhindert
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Abbildung A.1: a) Anregungspektren von nicht-mutierten (wt-) GFP und (3,212) GFP Polypro-
teinlosungen. Beobachtet wird die Emission bei 508 nm. b)-c) Emissionsspektren bei Anregung
mit 396 nm bzw. 473 nm Wellenlédnge. d) Anregungsspektren von eGFP und (3,132) eGFP Poly-
proteinlésungen. Beobachtet wird die Emission bei 508 nm. e)-f) Emissionsspektren bei Anregung
mit 396 nm bzw. 473 nm Wellenlénge.

daher einen permanenten anionischen Zustand des Chromophores. Ersetzt man Serin durch
Threonin, so bleibt die Restgruppe von Glu 222 neutral und das Chromophor besetzt per-
manent den anionischen Zustand [79]. Diese GFP Variante ist unter dem Namen Enhanced
GFP (eGFP) in der Literatur bekannt.

Zum weiteren Test ist daher das vorhandene native GFP und zwei der Zweifach-Cystein
mutierten GFP Varianten, (3,132) und (132,212), durch Durchfithrung der Punktmutation
S65T zu eGFP umgearbeitet worden. Abb. A.1 d)-f) zeigen Anregungs- und Emissionspek-
tren von eGFP und (3,132) verkniipften eGFP Polyproteinen. (132, 212) GFP Polyproteine
zeigen identisches Verhalten. Auch hier ist wieder vollstindige Ubereinstimmung mit den
spektralen Eigenschaften des nicht mutiertem eGFP zu beobachten. Die leichte Verschie-
bung der Emissionsspektren zu grofleren Wellenldngen ist auf die 2 nm grofle Unsicher-
heit in der mechanischen Einstellung der Beugungsgitter des verwendeten Spektrometers
zuriickzufithren. Die Spektren zeigen direkt, dass die verschiedenen Ladungsszustinde des
Chromophores, die sensibel von der korrekten Position bestimmter Restgruppen in der
Raumstruktur des GFP abhéngen, auch in Zweifach-Cystein mutierten GFP Polyprotei-
nen kontrolliert werden kénnen.

Es ist damit gesichert, dass alle vorgenommenen Zweifach-Cystein Mutationen zu kor-
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rekt gefalteten und funktionalen GFP Molekiilen fiihren, deren Raumstruktur vollstédndig
mit der des nativen GFP iibereinstimmt. Der Polymerisationszustand einer GFP Polypro-
teinlosung hat dabei keinen Einfluss auf die spektralen Eigenschaften der Proteinlésung.

A.2 Fluoreszenz einzelner GFP Polyproteine verschie-
dener Linge

Das GFP bietet aufgrund seiner Fluoreszenz die Moglichkeit, eine Untersuchung der Funk-
tionalitdt von GFP Polyproteinen ebenfalls auf der Einzelmolekiilebene durchzufiihren.
Es ist denkbar, dass ein Teil der Molekiile in einem Polyprotein ihre Funktionalitat ver-
liert und damit nicht iiber spektrale Eigenschaften in einer Ensemblemessung erfassbar
ist. Es ist daher von Interesse, ausgehend von GFP Monomeren, die Fluoreszenzeigen-
schaften von GFP Polyproteinen zu analysieren. Fiir die folgenden Analysen ist daher ein
invertiertes objective-type Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskop konstruiert worden (vgl.
Anhang D.1). Fiir die Anregung stand Laserlicht der Wellenldnge 473 nm zur Verfiigung.
Aufgrund der verbesserten Anregbarkeit von eGFP im Vergleich zu GFP bei 473 nm (vgl.
Abb. A.1) sind die folgenden Messungen mit eGFP Polyproteinen durchgefiihrt worden.
Mit Groflenausschluss-Chromatographie sind Losungen mit eGFP-Polyproteinen verschie-
dener Lénge préapariert worden. Es sind sechs verschiedene Léngenbereiche aufgereinigt
worden (griine senkrechte Balken in Abb. A.8). Laut Sdulenkalibration handelt es sich da-
bei um Monomer-, Dimer-, Tetramer-, Nonamer-, und 16-mer Fraktionen und eine Fraktion,
die Molekiile unbekannter Liange aus dem Bereich der Ausschlussgrole der Saule enthélt.
Die Léngenangaben der beiden letztgenannten Fraktionen sind fragwiirdig, da die Auf-
trennungscharakteristik der verwendeten Chromatographieséule in diesem Groéflenbereich
unsicher ist. Die Fraktionen wurden auf etwa 1- 1071 M Proteinkonzentration verdiinnt
und nacheinander unter exakt den gleichen Anregungsbedingungen nach Adsorption auf
die Oberfléche eines Deckglédschens unter Anregung durch Laserlicht bei 473 nm in totaler
interner Reflektion im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Abb. A.2 zeigt typische Fluores-
zenzbilder der verschiedenen Grofienfraktionen, a) zeigt die Monomere, b) die Dimere, ¢)
die Tetramere, d) die Nonamere, ¢) die 16-mere und f) Molekiile unbekannter Linge.

Die Kamera des Mikroskops nimmt Einzelbilder auf, die digitalisiert als zweidimensio-
naler Intensitédtsdatensatz vorliegen. Da Helligkeiten in Bildern vom Betrachter nur schwer
evaluiert werden konnen, sind die Bilder der verschiedenen Fraktionen als dreidimensionale
Landschaft dargestellt. Die Hohen sind dabei direkt proportional zur Fluoreszenzintensitét
pro 25 ms Belichtungszeit, wobei die Intensitdtsskala fiir alle Bilder in Abb. A.2 identisch
ist. Die ausgeprigten Peaks in diesen Bildern werden durch einzelne, stationére Leucht-
punkte verursacht. Aufgrund der hochrein préaparierten Probenoberfliche und Losungen
sind die Leuchtpunkte auf oberflichen-immobilisierte eGFP Molekiile zuriickzufiihren. Die
sehr schmalen und flachen Peaks werden durch transiente Molekiile, Streulicht und elek-
tronisches Rauschen verursacht. Es ist klar zu erkennen, dass die absolute Fluoreszenzin-
tensitéit der Leuchtpunkte von Bild zu Bild zunimmt. Die Peaks in Bild b) haben in etwa
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Intensitat

Abbildung A.2: Typische Fluoreszenzbilder von lingensortierten eGFP Polyproteinen. a) Mo-
nomere b) Dimere ¢) Tetramere d) Nonamere e) 16-mere f) Unbekannte Lénge

die doppelte Hohe wie Peaks in Bild a), wihrend Peaks in Bild ¢) wiederum in etwa die
doppelte Hohe wie Peaks in Bild b) haben. Aufbauend auf der Monomerfraktion kann nun
Schritt fiir Schritt anhand des Fluoreszenzsignales auf die Lange der eGFP Polyprotei-
ne zuriickgeschlossen werden. Dazu muss sichergestellt werden, das mit dem aufgebauten
Instrument die Fluoreszenz einzelner eGFP Molekiile detektiert werden kann!. Dies kann
durch eine Untersuchung des Fluoreszenz-Zeitverhaltens einzelner Leuchtpunkte in einer
monomeren eGFP Losung erfolgen.

Abb. A.3 zeigt das Fluoreszenz-Zeitverhalten einzelner, Zweifach-Cystein mutierter
eGFP Molekiile. Das Fluoreszenz-Zeitverhalten wurde durch die Aufnahme von Bildserien
(bis zu mehreren tausend Einzelbildern) im Abstand von 28.5 ms und bei einer Belich-
tungszeit von 25 ms gewonnen. Die Fluoreszenz eines einzelnen Molekiils fithrt zu einem
beugungsbegrenzten Leuchtpunkt, der eine etwa 6x6 Pixel grossen Fliche auf dem Chip
der verwendeten EM-CCD Kamera ausleuchtet. Die Intensititen der ausgeleuchteten Pi-
xel wurden fiir jedes aufgenommene Fluoreszenzbild gemittelt. Abb. A.3 a) zeigt typische
Fluoreszenz-Zeitkurven fiir einzelne eGFP Molekiile, bei denen die Aminoséuren 3 und
132 durch Cysteine ersetzt wurden, wihrend Abb. A.3 b) Fluoreszenzsignale von einzelnen
(132, 212)-Cystein mutierten eGFP Molekiilen zeigt.

!Bei den Peaks in Abb. A.2 kénnte es sich in jedem Fall um Aggregate einzelner Molekiile verschiedener
Grofle handeln.



A.2 Fluoreszenz einzelner GFP Polyproteine verschiedener Linge 75

W

GFP(132,212)

]
b=
@
m
)
w
-
=}
L]
]

fﬁ

isitat [cts/25 ms

Inten

NPASLLAMA L 2 _
WWMWWWWWWML '_': me%wm
WMWW — LB

oo Mm AT SO, | ] . W) T J,f

10 18 0 2t 0 0 f 0 z 0

5  Fluoreszen
=]

Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung A.3: Fluoreszenzintensitiit-Zeitverhalten einzelner doppelt-cystein mutierter eGFP
Molekiile. a) (3,132) mutierte eGFP Molekiile. b) (132,212) mutierte eGFP Molekiile

Die Fluoreszenzeigenschaften einzelner eGFP Molekiile sind 1997 erstmals unabhéngig
voneinander durch Pierce et al. [84] und Dickson et al. [28] beschrieben worden. Thre Arbei-
ten zeigten iiberraschend komplexes zeitabhéngiges Fluoreszenzverhalten. Es tritt Blinken
durch die kurzzeitige Besetzung von nicht-strahlenden Dunkelzustdnden, reversibles Pho-
tobleichen (Dunkelzustdnde auf langeren Zeitskalen) und irreversibles Photobleichen auf.
Kurve A in Abb.A.3 a) zeigt die typische Signatur eines einzelnen GFP-Molekiils, wie es in
den ersten Arbeiten bereits beschrieben wurde. Man beobachtet ein um ein bestimmtes In-
tensitédtsniveaus relativ stark schwankendes Leuchtsignal, dass sehr plotzlich zum Erliegen
kommt. Dieses diskrete An/Aus -Verhalten ist die wesentliche Charakteristik eines einzeln
vorliegenden Farbstoffmolekiils. Dieses Verhalten weisen alle zwolf Fluoreszenzkurven in
Abb.A.3 a) und b) auf. Die Kurven B bis F in Abb. A.3 a) zeigen zudem Blinken als
ein weiteres typisches Element der Fluoreszenz einzelner GFP Molekiile. Dabei erlischt fiir
Zeitrdume im Bereich von 0.1 bis mehreren Sekunden die Fluoreszenz der Molekiile, die
dann jedoch plotzlich wieder erscheint. Kurve F zeigt ein extremes Beispiel dieses Blink-
verhaltens, das betreffende eGFP Molekiil befand sich die iiberwiegende Zeit in einem
nicht-emittierendem Dunkelzustand und wechselte selten in emittierende Zustdnde. Kurve
C und E zeigen ein dazu gegensitzliches Verhalten. Die Molekiile wechselten dabei etwa 50-
Mal schnell zwischen emittierenden Zusténden und Dunkelzustdnden. Ebenfalls beobachtet
werden Schwankungen in der absoluten Fluoreszenzintensitéit der einzelnen Molekiile. Die
Ursachen dieses Effektes sind nicht vollstéandig geklért, eine naheliegende Moglichkeit sind
jedoch verschiedene Orientierungen des Chromophores von oberflichenimmobilisierten Mo-
lekiilen im anregenden Feld. Zur Kontrolle sind die beschriebenen Experimente ebenfalls
mit einzelnen, nicht-mutierten nativen eGFP Molekiilen durchgefiihrt worden. Die erhal-
tenen Fluoreszenzsignale sind vollstdndig konsistent.

Die Ergebnisse zeigen, dass Fluoreszenzsignale einzelner eGFP Molekiile mit dem ver-
wendeten Aufbau detektiert werden konnen. Die Fluoreszenzsignatur Zweifach-Cystein mu-
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Abbildung A.4: Fluoreszenz-Zeitverhalten einzelner (132, 212) mutierter eGFP Polyproteine. a)
Dimere b) Tetramere ¢) Nonamere d) 16-mere e) Unbekannte Linge. Die Daten sind vertikal
verschoben worden.

tierter eGFP Molekiile zeigt dabei die gleichen Eigenschaften wie die des nativen eGFP.
Auf gleiche Weise sind nun einzelne Leuchtpunkte in den aufgereinigten eGFP-Polyprotein
Losungen verschiedener Lange analysiert worden. Die Experimente wurden dabei unter
exakt den gleichen Bedingungen wie fiir die Monomere durchgefithrt. Abb. A.4 zeigt das
typische Fluoreszenz-Zeitverhalten einzelner Polyproteine verschiedener Lénge.

Abb. A.4 a) zeigt typische Signale von Dimeren, in denen deutlich zwei diskrete In-
tensitiatsniveaus identifiziert werden konnen. Abb. A.4 b) bis e) zeigen immer komplexer
werdende und stark rauschende Intensitéitssignale, die jedoch auf derselben Zeitskala wie
die Monomere und Dimere abklingen. Die absolute Intensitdt der Leuchtsignale nimmt
von Abb. A.4 a) bis e) dabei etwa um einen Faktor 20 zu. In der Tetramer-Fraktion (b)
ist es noch moglich, diskrete Intensitédtsniveaus zu identifizieren, fiir Polyproteine gréflerer
Lange ist dies nicht mehr moglich. Das starke Rauschen von offenbar unabhéngig von-
einander statistisch zwischen Leucht- und Dunkelzustdnden wechselnden einzelnen eGFP
Molekiile macht dies unmoglich.

Fiir Abb. A.5 a) sind die Fluoreszenz-Zeitkurven mehrerer Leuchtpunkte aus den Po-
lyproteinfraktionen verschiedener Lange gemittelt worden. Es ist klar ersichtlich, dass
die absolute Fluoreszenzintensitéit der einzelnen Leuchtpunkte mit zunehmender Lénge
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Abbildung A.5: a) Mittleres Fluoreszenz-Zeitverhalten einzelner eGFP Polyproteine verschie-
dener Linge. b) Initiale Fluoreszenzintensitit relativ zur Monomerintensitéit als Funktion der
chromatographischen bestimmten Polyproteinlénge.

ebenfalls zunimmt. Dariiberhinaus ist ein exponentieller Abfall der mittleren Fluoreszenz-
Intensitdt zu beobachten, der in allen Fraktionen vergleichbar schnell erfolgt. Die Ab-
klingzeit ist dabei durch die mittlere Zeit bis zum irreversiblen Bleichen einzelner eGFP
Molekiile bestimmt und konsistent mit der Literatur [83]. Fiir Abb. A.5 b) ist die mittle-
re initiale Fluoreszenz-Intensitit einzelner Polyproteine im Verhéltnis zur Intensitét von
eGFP Monomeren aus den verschiedenen Léngenfraktionen iiber die chromatographisch
bestimmte Polyproteinldnge aufgetragen. Es ergibt sich eine Winkelhalbierende. Demnach
stimmt die anhand der Fluoreszenz einzelner Molekiile bestimmte Lénge mit der iiber
Grolenausschluss-Chromatographie bestimmten Lénge iiberein. Das bedeutet, alle GFP
Untereinheiten in GFP Polyproteinen sind vollstédndig funktional und korrekt gefaltet.

A.3 Reduktion einzelner GFP Polyproteine zu Mo-
nomeren

Die Fluoreszenzerscheinung des GFP ermoglicht es zudem, die spezifische Verkniipfung der
GFP Polyproteine iiber kovalente Schwefelbriicken zwischen den eingefithrten Cysteinen
direkt auf der Einzelmolekiilebene nachzuweisen. Abb. A.6 a) zeigt ein typisches Fluo-
reszenzbild von einzelnen Oberflachen-immobilisierten eGFP Polyproteinen aus einer 3000
Einzelbilder umfassenden Bildserie. Die Einzelbilder sind im Abstand von 28.5 ms bei einer
Belichtungszeit von 25 ms aufgenommen worden. Rotiert man diesen Bilderstapel um 90°
um die Hochachse, so ergibt sich die Darstellung in Abb. A.6b). Eine vertikale Linie der
Darstellung in Abb. A.6 b) ergibt sich durch Kollaps sdmtlicher Intensitétsinformationen
eines Einzelbildes aus der xy-Ebene auf die x-Achse. Die Aneinanderreihung der auf Lini-
en kollabierten Einzelbilder erméglicht, die Dynamik der Fluoreszenzsignale in Form von
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Abbildung A.6: a) Fluoreszenzbild einzelner GFP Polyproteine. b) Darstellung einer Fluoreszenz-
Bildserie mit GFP Polyproteinen als Nebelspur. ¢) und d): GFP Polyproteinlésung unter 20mM
DTT.

Nebelspuren auf einer Zeitachse abzubilden. Die horizontalen hellen Linien in Abb. A.6 b)
werden durch einzelne, stationédre und langsam bleichende eGFP-Polyproteine verursacht.
Das Probenvolumen ist extensiv gespiilt worden, um nicht-oberflichengebundene Molekiile
aus der Probe zu entfernen. Gelegentlich kommt es jedoch trotzdem zu einer Landung eines
neuen eGFP-Polyprotein Molekiils (z.B roter Pfeil in Abb. A.6 b), das fest an die Ober-
fliche bindet und wieder als stationérer, horizontaler Streifen langsam photobleicht. Die
wesentlichen Merkmale der Bildserie sind somit:

e Feste Bindung der Molekiile an die Oberfliche. Entbindung wird sehr selten innerhalb
der Zeit bis zum Photobleichen beobachtet.

e Geringe Zahl neuer Bindungsereignisse.

Gibt man nun das Reduktionsmittel DTT (Dithiothreitol) zum Probenvolumen dazu, so
andert sich das Bild radikal. DTT reduziert Cystin wieder zu Cystein. Die Schwefelbriicken,
die die GFP Polyproteine verkniipfen, werden damit durch DTT vernichtet. Unmittelbar
nach Erzeugung von 20mM DTT Konzentration in der Probe nimmt die Fluoreszenzinten-
sitdt einzelner Leuchtpunkte auf der Oberflache stark ab (Abb. A.6 c¢). Die Wirkung des
Reduktionsmittel manifestiert sich jedoch am stérksten in einer schlagartigen Zunahme der
Dynamik in der Probe. Abb. A.6 d) zeigt die aufgenommene Bildserie wieder als Nebelspur.
Im Gegensatz zu Abb. A.6 b) sind keinerlei horizontale Streifen, d.h stationéire Molekiile,
mehr zu beobachten, sondern nur noch Punkte mit schwacher Leuchtintensitét. Die Punk-
te sind auf kurzzeitig bindende und schnell wieder entbindende Molekiile zuriickzufiihren.
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Es gibt eine grofle Zahl dieser Landungs- und Startereignisse. Dariiber hinaus beobach-
tet man verwischte, unscharfe Intensitdtsspuren in der Darstellung. Diese sind auf eine
Vielzahl transienter, schnell in der Ndhe und auf der Oberflache diffundierender Molekiile
zuriickzufiihren. Die Auswirkung des Reduktionsmittels DTT sind somit:

e Riickgang der Fluoreszenzintensitit pro Molekiil.
e Starke Zunahme von neuen Bindungsereignissen als auch Entbindungsereignissen
e Auftreten von schnell diffundierenden Molekiilen

Offensichtlich zerlegt DTT die eGFP Polyproteine in ihre monomeren Einzelteile, was sich
durch einen sofortigen Riickgang der Fluoreszenzintensitét einzelner Leuchtpunkte mani-
festiert. Die Zerlegung fiihrt zu einer Vielzahl von eGFP Molekiilen im Probenvolumen,
die frei diffundieren kénnen. Ein interessanter Aspekt wird durch die Vielzahl von auftre-
tenden neuen Bindungs- und Entbindungsereignissen an die Oberfliche deutlich. Aus Abb.
A.6 b) geht hervor, dass lange eGFP Polyproteine eine stabile Bindung an die Oberflache
eingehen, wiahrend die Bindung von eGFP Monomeren offenbar nur sehr kurzeitig hélt. Die
Wahrscheinlichkeit, die Dissoziation eines Polyproteins von der Oberfliche zu beobachten,
ist eine bedingte Wahrscheinlichkeit, die die Dissoziation sdmtlicher oberflichengebundener
Untereinheiten erfordert. Die Stationéaritdt der einzelnen Leuchtpunkte in Abb. A.6 b) im
Vergleich zur Dynamik in Abb. A.6 d) zeigt damit unabhingig von der Fluoreszenzinten-
sitdt, dass es sich zundchst um Cystin-verkniipfte eGFP Polyproteine handelt, die durch
die Wirkung von DTT zu monomeren eGFP Molekiilen reduziert werden.

A.4 Cysteine Engineering Protokoll

Fiir ein detailliertes Schritt-fiir-Schritt Cysteine Engineering Protokoll sei auf [31] ver-
wiesen. Die fiir das entsprechende Protein (hier: GFP und Ig27) kodierende DNA Se-
quenz wurde in zytosolische F.coli Expressionsvektoren (pRSET5d und pET3c) iiber Re-
striktion und Ligation in die Cloning Site der Expressionsvektoren eingebaut (Abb. A.7
Start). Die Expressionsvektoren kodieren ebenfalls fiir sechs Histidin-Aminosduren, die
bei der Expression an die Proteine direkt angehéngt werden (GFP: C-terminal; Ig27: N-
terminal) und die Aufreinigung der Zielproteine tiber Ni-NTA Affinitdtschromatographie
ermoglichen. DNA-Codons, die fiir die zwei fiir als Kraftangriffspunkte gewéhlten nati-
ven Aminosauren kodieren, wurden mit dem QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis
Kit zu TGC oder TGT (Cysteine-Codons) mutiert (Abb. A.7 1). Erfolgreiche Mutati-
on wurde durch Sequenzierung (MWG Biotech, Ebersberg) iiberpriift. Die mutierten Ex-
pressionsvektoren wurden in einen F.coli Expressionsstamm (BL21-CodonPlus(DE3)-RIL,
Stratagene) transformiert und die Proteinexpression induziert (Abb. A.7 2). Die Expres-
sion der Proteine wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Dabei
lieferten 500 ml Zellkultur etwa 50 mg der mutierten Proteine. Die Proteinlosung wur-
de mittels HisTrap HP Affinitdtschromatographie-Séulen durch Elution mit aufsteigenden
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Abbildung A.7: Cysteine Engineering Protokoll

Imidazol-Konzentrationen aufgereinigt. Zur Polymerisation (Abb. A.7 3) wurden die Pro-
teinlosungen im Elutionspuffer (meist Lysis-Puffer mit 200mM Imidazol) mit Centricon
Filtern (Millipore) auf mindestens 200 uM Proteingehalt aufkonzentriert und in einem
Thermo-Schiittler bei 37°C fiir etwa 80 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit war bei allen
hier untersuchten Proteinlésungen ein Polymerisationsgrad erreicht, der der in Abb.A.9
vorgestellten Langendispersion entsprach. Nach diesem Schritt konnten ohne weitere Be-
handlung Kraftspektroskopie-Experimente an einzelnen Polyproteinen durchgefiihrt wer-
den (Abb. A.7 Ziel). Weitere Polymerisation konnte durch Lagerung bei 4°C oder, effekti-
ver, durch Verdiinnung deutlich unter 200 uM Proteingehalt verlangsamt oder zum Still-
stand gebracht werden. Fiir eine Copolymerisation verschiedener Verkniipfungsgeometrien
wurden bereits polymerisierte Proben mit 20 mM DTT (Dithiothreitol) zu Monomeren
reduziert und im 1:1 Proteinkonzentrationsverhéltnis gemischt. Im Anschluss wurde durch
zweimalige Anwendung von HiTrap Entsalzungsédulen der Puffer getauscht und das DTT
wieder entfernt. Nachfolgende Inkubation fiir etwa 80 Stunden fiihrte bei ausreichend ho-
hen Proteinkonzentrationen (> 200 uM) zu Copolyproteinen. Fiir die Durchfithrung des
Protokolls werden folgende Materialien benotigt:

e Fscherichia coli zytosolischer Expressionsvektor
e QuikChange Multi Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

e XL10 Gold Ultacompetent E.coli Zellen (Stratagene)
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e BL21-CodonPlus(DE3)-RIL E.coli Zellen (Stratagene)

e Lysis-Puffer: 50 mM NaHyPOy4-2 Hy0, 300 mM NaCl. Der pH-Wert sollte mit NaOH
auf pH = 8 eingestellt werden

e 5 verschiedene Elutions-Puffer, bestehend aus Lysis-Puffer mit jeweils 20 mM, 70
mM, 100 mM, 200 mM und 500 mM Imidazol

e Sterile Pipettenspitzen und Reagenzgeféisse

e French Presss oder Sonicator fiir das Aufschliessen von Zellen

e HisTrap HP oder FF Ni-NTA Affinitdtschromatographie-Saulen (GE Healthcare)
e Centricon Zentrifugationsfilter (Millipore)

e HiTrap Entsalzungsséulen (GE Healthcare)

e Grofenausschlusschromatographie-Séule, z.B Superose 6 10/30 oder Superdex 200
PC 3.2/30 (GE Healthcare)

A.5 Langendispersion von GFP Polyproteinen

Grofenausschluss-Chromatographie basiert auf Chromatographie-Saulen, die mit mikro-
porosem Material gefiillt sind. Die effektive Laufzeit eines Molekiils durch solch eine Saule
héngt sehr stark von der Form und Groéfle der Molekiile ab. Diese Faktoren beeinflussen,
wie oft und wie lange ein Molekiil in einer der Mikroporen der Sédule gefangen bleibt. In Ver-
bindung mit einer Hochleistungs-Pumpe und spektroskopischen Detektoren nach der Chro-
matographiesdule konnen mit der Groflenausschlusschromatographie sowohl analytische als
auch préaparative Experimente zur Molekulargewichtszusammensetzung von Lésungen bio-
logischer Makromolekiile mit Molekulargewichten von 1 kDa bis zu 1MDa durchgefiihrt
werden. Damit ist diese Technik gut geeignet, um die Langendispersion der hier konstru-
ierten Polyproteine zu untersuchen. Fiir die Experimente wurde eine FPLC Anlage Modell
AKTA Prime der Firma GE Healthcare verwendet. Fiir die Analysen wurden zwei ver-
schiedene GroBenausschlussséulen, Superdex 200 PC 3.2/30 und Superose 6 10/30 (GE
Healthcare), verwendet. Das Auftrennungsverhalten als Funktion des Molekulargewichtes
der GroBenausschlusssidulen muss kalibriert werden. Die Kalibration wurde anhand einer
Loésung mit bekannter Zusammensetzung aus Proteinen verschiedenen Molekulargewichtes
durchgefiihrt. Abb. A.8 zeigt exemplarisch das Auftrennungsverhalten der Superdex 200
PC 3.2/30 Séule als Funktion des Elutionsvolumens. Die Molekulargewichtsachse ist dabei
in GFP Einheiten angegeben (Mgrp = 26.9 kD). Der Bereich von 10-600 kDa wird durch
den Hersteller der Séule als Bereich optimaler Auftrennung spezifiziert. In diesem Bereich
findet man ein exponentielles Auftrennungsverhalten. Im Bereich 600 kDa bis zu 1.2 MDa
ist das Auftrennungsverhalten unklar. Fiir Abb. A.8 wurde das exponentielle Auftrennungs-
verhalten als Anhalt auch fiir diesen Bereich extrapoliert. Bei einem Molekulargewicht von



0]
\V]

A. Fluoreszenzeigenschaften von GFP Polyproteinen

70 L 1 1 s L 1 4 1 L 1

60 — o Exp. Kalibration ' L
— Fit Auftrennungsverhalten

[ | Ausschlussgrofe Saule Extrapolation Auftrennung
l : I 1Enthommene GFP Fraktionen —

40 -

50—

30+ L
Spezifizierter Auftrennungsbereich

20— =

D
r

——

! ' I I I I I ! =
1.00 1.10 1.20 1.30 1.40 1.50 160 1.70 1.L0 1.90 2.00

8
=
H

GFP-Polymerldnge [Anzahl GFP Monomere]

Elutionsvolumen [ml]

Abbildung A.8: Kalibration einer Gréfienausschluss-Chromatographiesiule: Molekulargewicht in
Einheiten des GFP Molekulargewichts (26.4 kDa) als Funktion des Elutionsvolumens. Die griinen
Balken zeigen Fraktionen an, deren Fluoreszenz in Einzelmolekiil-Experimenten analysiert worden
ist (vgl. Anhang A).

1.2 MDa ist die Ausschlussgréfie der Saule erreicht, d.h Molekiile dieser Grofie treten ent-
weder gar nicht erst in die Séule ein oder werden ohne Verzogerung durchgeleitet. Mit der
Kalibration kann das Absorptionssignal einer Proteinlosung als Funktion des Elutionsvo-
lumens durch eine Chromatographieséule direkt in ein Absorptionssignal als Funktion des
Molekulargewichtes umgerechnet werden. Handelt es sich um Polyproteine, ist die Moleku-
largewichtsangabe proportional zur Lénge der Polyproteine. Wird das Absorptionssignal
bei einem bestimmten Elutionsvolumen durch die entsprechende Polyproteinlénge geteilt,
erhélt man somit eine zur molekularen Konzentration eines Polyproteins bestimmter Lénge
proportionale Angabe.

Abb. A.9 a) und b) zeigen die typische Liangendispersion der konstruierten GFP Poly-
proteine am Beispiel einer (3,212) vekniipften GFP Polyproteinlésung. Die Graphen wur-
den anhand der Absorption der Proteinlosung als Funktion des Elutionsvolumen bei drei
verschiedenen Wellenléngen: 280 nm, 396 nm und 473 nm bestimmt. Abb.A.9 a) zeigt den
Bereich kleiner und Abb. A.9 b) den Bereich sehr groBer Lingen. Die Kurven sind zum
besseren Vergleich auf eine Konzentration von 1 fiir GFP Monomere normiert worden. Alle
drei Signale zeigen die Priasenz von GFP Polyproteinen bis zu Molekiilen, die etwa hundert
Untereinheiten umfassen. Die Absorption von Licht der Wellenldnge 280 nm einer Prote-
inlosung wird verursacht durch den Gehalt an den Aminoséduren Tyrosin und Tryptophan
und ist direkt proportional zum absoluten Proteingehalt und weitgehend unempfindlich
gegeniiber dem Faltungszustand von Proteinen. GFP Molekiile mit fertig ausgebildetem
Chromophor weisen zusétzlich zwei Absorptionsbanden auf, eine bei 396 nm und eine bei
473 nm. Dabei absorbiert GFP etwa 3 mal stérker bei 396 nm als bei 473 nm. Aggregati-
on bzw. Denaturierung des GFP kann zu einer Verdnderung des Absorptionsverhéltnisses
fithren [108][109]. Fiir Abb. A.9 ¢) sind die Quotienten aus den Absorptionskurven gebildet
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Abbildung A.9: a) und b) Léngendispersion von GFP Polyproteinen, bestimmt durch Absorption
bei drei Wellenléingen. Absorption ist proportional zum Proteingehalt. Aufgetragen ist die relative
Konzentration im Vergleich zum Gehalt von Monomeren. ¢) Verhéltnis der Absorpionssignale als
Funktion der Polyproteinlinge. Die Analyse wurde mit einer Superose 6 10/30 (GE Healthcare)
Chromatographiesdule durchgefiihrt.

worden. Man erkennt deutlich, dass das Verhéltnis der Absorption der GFP Polyproteine
bei 396 nm und bei 473 nm iiber einen grossen Bereich konstant bleibt. Die leichten Schwan-
kungen in den Kurven, die bei groflen Polyproteinléingen auftreten, sind vollsténdig korre-
liert und damit nicht auf Schwankungen in den Eigenschaften der Proteine zuriickzufiihren,
sondern auf das Erreichen des Detektionslimits der Chromatographieapparatur aufgrund
der geringen Proteinkonzentrationen. Die Lénge der Polyproteine hat somit keinen Ein-
fluss auf das Verhéltnis der Absorption der Molekiile mit anionischem bzw. neutralem
Chromophor.
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Anhang B

Kontrolle des Reaktionspfades bei
kraftinduziertem Bruch

Ein Kernziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften der Raum-
struktur eines Proteins bei punktueller Kraftbelastung. Eine interessante Fragestellung ist
jedoch auch, wie sich der Reaktionspfad des kraftinduzierten Bruchs eines Proteins bei
gegebener Belastungsgeometrie verhélt, wenn punktuell stabile Verkniipfungen im Inne-
ren des Proteins erzeugt werden. Die folgende Diskussion geht auf Messungen zuriick, die
hauptséichlich von Moritz Mickler in seiner Diplomarbeit in Zusammenarbeit mit dem Au-
tor durchgefiihrt worden sind.

B.1 Reaktionspfad bei N-C terminaler Belastung des
GFP

In Vorarbeiten wurde der mechanische Entfaltungspfad des GFP bei Belastung iiber den
N-C Terminus charakterisiert [32][29][74]. Dazu wurden Fusionsproteine konstruiert, bei
denen jeweils ein einzelnes GFP Molekiil iiber den N-C Terminus in ein modulares Protein
(Dictyostelium discoideum Filamin) eingefiigt wurde. Abb. 1.5 zeigt die typische Kraft-
Ausdehnungsantwort dieser GFP-Fusionsproteine, wihrend Abb. B.1 a) das typische Bru-
chereignis der N-C terminal belasteten GFP Struktur vergrofert darstellt.

Ein Ergebnis dieser Untersuchungen ist, dass der N-C terminale Zusammenbruch des
GFP iiber mehrere metastabile Zwischenzustédnde erfolgt. In einem ersten Schritt kommt
es bei Kriften um 35 pN zum Abldsen einer zehn Aminoséuren umfassenden N-terminalen
a—Helix (in Abb. B.1 nicht gezeigt). Die verbleibende, die Aminosduren 11 bis 229 um-
fassende GFP Fass-Struktur (im folgenden als GFPAa« bezeichnet) widersteht Kriften bis
zu 100 pN. Der Zusammenbruch von GFPA« erfolgt sequentiell iiber die Besetzung eines
kurzlebigen Zwischenzustandes. Die Prisenz dieses Zwischenzustandes manifestiert sich bei
Raumtemperatur in kurzen Zwischeniveaus in der Relaxationsphase des Cantilevers (gelber
Ubergang in Abb. B.1 a). Eine Analyse des Lingenzuwachses bei diesem Ubergang fiihrt
zu der in Abb. B.1 b) dargestellten Verteilung, die sich durch ein scharfes Maximum bei
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Abbildung B.1: a) Bruchereignis von GFPA« (entspricht einer Belastung iiber 11,229) bei 20°C.
b) Langenzuwachs Verteilung, die durch Besetzung von Zwischeniveaus in der Relaxationsphase
des Cantilevers nach Bruch vom GFPA« verursacht wird. ¢) und d) Daten bei 8°C.

6.8 nm und eine verbreiterte Population bei 14 nm auszeichnet, was auf die Pridsenz von
zwei strukturell verschiedenen Zwischenzustdnden hindeutet. Fiihrt man die Messungen
bei niedrigeren Temperaturen (8°C) durch, so beobachtet man eine ldngere Lebensdauer
der Zwischenzustande (Abb. B.1 ¢), deren Besetzung zudem nacheinander beobachtet wer-
den kann. Der zugehorige Langenzuwachs kann in zwei Verteilungen aufgetrennt werden,
deren Mittelwerte bei (L) = 6.8 nm und (L) = 16 nm liegen (Abb. B.1 d).

Unter der Annahme, dass es sich bei den Ubergéingen um ein Ablosen weiterer, kleiner
Teile des GFP handelt, deren Verlust die verbleibende Raumstruktur zumindest kurzzeitig
intakt 1aBt, kann aus dem mittleren Lingenzuwachs von 6.8 nm fiir den ersten Ubergang
mit Gl. 2.1 ein Strukturvorschlag angegeben werden. Es ergeben sich zwei Moglichkeiten.
In beiden Féllen handelt es sich um das Ablésen eines kompletten §—Stranges von der
GFP Struktur, beginnend entweder vom N— oder vom C'— Terminus des Molekiils. Die
sich ergebende Struktur wird daher als GFPAaAS bezeichnet. Fiir die Struktur des nach
GFPA«aAS auftretenden Zwischenzustandes ergeben sich nun schon vier Moglichkeiten.
Von einem Strukturvorschlag wird daher abgesehen und dieser Zustand als S3 bezeichnet.
Der Zusammenbruch der GFP-Raumstruktur bei N-C terminaler Belastung erfolgt damit
sequentiell iiber drei klar detektierbare Zwischenzustdnde: GFP — GFPAa — GFPAaAS
— S3. Es bleiben an dieser Stelle zwei Fragen offen:
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Abbildung B.2: a) GFPBc_jock- b) Lingenzuwachs-Verteilung durch Bruch von GFPSB¢_ ek
Molekiilen. c) Uberlagerung der Kraft-Ausdehnungssignatur bei Bruch von GFPSc_joek.
d) GFPBN_joek- €) Lingenzuwachs-Verteilung durch Bruch von GFPSyn_jor Molekiilen. c¢)
Uberlagerung der Kraft-Ausdehnungssignatur bei Bruch von GFPAx_joek- g) - 1) CGFPBN _1ock
in Anwesenheit des Reduktionsmittels DTT.

e Erfolgt der Ubergang GFPAa — GFPAaAR iiber den N-Terminus oder den C-

Terminus?

e Ist die Annahme intakter Raumstruktur gerechtfertigt?

B.2 Internes Cysteine Engineering

Cysteine Engineering basiert auf einer Doppelmodifikation der Sequenz eines Proteins, mit
dem Ziel, zwei reaktive Schwefel-Restgruppen an bestimmten Stellen auf der Oberfléche
der Proteinstruktur zu erzeugen, um iiber diese Punkte Kraft an die Raumstruktur anzu-
legen. Dasselbe Konzept kann jedoch auch verwendet werden, um zwei reaktive Gruppen
im Inneren des Proteins so zu positionieren, dass sie bei korrekter Faltung des Proteins
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an gewiinschten Punkten eine interne kovalente Schwefelbriicke ausbilden. Um die eben
gestellten Fragen zu beantworten, sind daher zwei weitere Zweifach-Cystein modifizierte
GFP Varianten erzeugt worden, bei denen das Aminosdurenpaar (202,225) bzw. (11,36)
durch Cysteine ersetzt worden ist. Cysteine an diesen Positionen sollten zur Ausbildung
von kovalenten Schwefelbriicken fithren, die den ersten C-terminalen (a) bzw. N-terminalen
(d) p-Strang fest an die Raumstruktur des GFP binden. Die Varianten werden im folgen-
den als GFPBc_joer bzw. GFPGn_joer bezeichnet. Die Molekiile sind schematisch in Abb.
B.2 a) und d) dargestellt. Abb. B.2 b) und e) zeigen Verteilungen des Léngenzuwachses
der durch den vollstandigen Zusammenbruch der beiden GFP Varianten verursacht wird.

Beide Verteilungen zeigen eine Population bei 77 nm, die auf den vollstdndigen Zusam-
menbruch aller Aminosduren der GFPA«q Struktur zuriickgeht [32]. Zusétzlich dazu ist im
Fall von GFPf¢_jer eine Population (griin) bei 69 nm und im Fall von GFP Sy _jee eine
Population (rot) bei 68 nm ersichtlich. Diese verkiirzten Léngenzuwéchse werden durch
die Entfaltung von GFP Molekiilen verursacht, bei denen die kovalente Schwefelbriicke
erfolgreich ausgebildet worden ist. Thre Ausbildung schirmt im Falle von GFPGc_joer 23
Aminoséduren und im Falle von GFPSy_joer 24 Aminosduren von einer Entfaltung ab, ent-
sprechend kiirzer (vgl. Kapitel 2: 23 - d,, = 8.4 nm) ist der beobachtbare Langenzuwachs.
Abbildungen B.2 ¢) und f) zeigen Uberlagerungen der Kraft-Ausdehnungssignatur die
durch Bruchereignisse von intern verkniipften GFPBc_joer bzw. GFPGn_joerr Molekiilen
verursacht werden. Im Falle von GFPBc_j,. beobachtet man wieder die in Abb. B.1 vor-
gestellten Zwischenniveaus in der Relaxationsphase des Cantilevers, wihrend diese Signa-
turen im Falle von GFP By _j,e vollstiandig fehlen. Um auszuschliessen, dass die Doppelm-
odifikation des GFP mit Cysteinen zu einer Pertubation der Struktur fiihrt, die die Be-
setzung von Zwischenniveaus im Falle von GFPSy_j, verhindert, wurden die Messungen
zusitzlich in Anwesenheit des Reduktionsmittels DT'T durchgefiihrt. DTT reduziert Schwe-
felbriicken. Die Verteilung des Langenzuwachses, der durch die Entfaltung von GFP Sy _joex
in Anwesenheit von DTT verursacht wird, zeigt nun eine dominante Population bei 77
nm, die auf die vollstindige Entfaltung zwar Zweifach-Cystein modifizierter, aber nicht
intern verkniipfter GFP Molekiile zuriickgeht. Abb. B.2 i) zeigt eine Uberlagerung der
Kraft-Ausdehnungssignatur, die durch den Bruch nicht-verkniipfter GFP 3y _j,cx Molekiile
zuriickgeht. Die Besetzung von Zwischenniveaus in der Cantilever Relaxationsphase wird
nun wieder konsistent beobachtet.

Damit kann nun geschlossen werden, dass der Ubergang GFPAa — GFPAaAS durch
das Ablosen des ersten N-terminalen G-Stranges verursacht wird. Die Variante GFP By _jock
verhindert diesen Ubergang, der Zustand GFPAaAS3 kann nicht besetzt werden und das
Molekiil muss einen anderen Reaktionspfad wéhlen. Ebenfalls kann nun geschlossen werden,
dass die restliche Raumstruktur des GFP bei diesen Ubergingen erhalten wird.



Anhang C

Superhelix-vermittelte Protein
Polymerisation

C.1 Prinzip

In diesem Kapitel wird ein weiterer Weg beschrieben, um einzelne Proteinmolekiile spezi-
fisch zu Polyproteinen zu assemblieren. Die Methode basiert auf der Konstruktion von reak-
tiven Fusionsgenen, bei denen die DNA-Sequenz des Zielproteins zwischen zwei Bindungs-
partnern zwischengeschaltet wird. Ein in der Natur h&ufig vorkommendes strukturelles
Motiv zur Dimerisierung von Proteinen basiert auf der Bildung von Superhelizes (englisch:
coiled coils). Superhelizes sind Thema der aktuellen Forschung [118][113][71][54]. Dabei
multimerisieren zwei oder mehr fiir sich genommen unstrukturierte Aminosédurensequenzen
mit einer sogenannten Heptaden-Signatur. Die Bindungspartner bilden dabei jeder fiir sich
eine helikale Struktur, die sich dann zu einer gewundenen Superhelix zusammenlagern. Ein
Eigenschaft von Superhelizes ist, dass sowohl die relative Orientierung der Helizes als auch
die Bildung von Homo- wie auch Heterosuperhelizes allein iiber die Aminosdurensequenz
programmiert werden kann. Superhelizes weisen somit ein grofles Potential fiir die spezi-
fische Konstruktion von supramolekularen Objekten auf. Auch fiir die gezielte Erzeugung
von Polyproteinen, also einfachen linearen supramolekularen Konstrukten, konnen Super-
helizes von Bedeutung sein. Abb. C.1 illustriert die zugrundeliegende Idee.

Ausgangspunkt ist ein Expressionsvektor. Eine Klasse der Superhelix-bildenden Sequen-
zen wird auch als ,Leuzin-Zipper”bezeichnet, da sie zum einen gehauft die Aminosdure
Leuzin beeinhalten und zum anderen einem Reifiverschluss dhnelnde Strukturen bilden.
Der Expressionsvektor wird nun so préapariert, dass die Cloning Site durch die DNA Se-
quenzen zweier Leuzin-Zipper flankiert wird. Jede Zipper-Sequenz besitzt dabei jeweils am
C-Terminus noch ein Cystein (gelber Punkt in Abb.C.1). In einem ersten Schritt wird
die DNA Sequenz des zu polymerisierenden Proteins zwischen die Sequenzen der beiden
Leuzin-Zipper fusioniert. Expression des modifizierten Vektors in Schritt 2 z.B in Bakterien
fithrt zur Erzeugung von Fusionsproteinen, bei denen jeweils eine Zipper-Struktur am N-
und am C-Terminus des Zielproteins montiert ist. Nach der Expression sollten damit die



90 C. Superhelix-vermittelte Protein Polymerisation
START 1 2
"d g N =
2 Insertion der DNA Sequenz Expression der monomeren
Ziel Protein DNA Seque g F L 2 4
el Froten gk et des Ziel Proteins Fusionsproteine (E.Coli)
Cloning Site
Pulymb
Gruppen
His, Polymerisations Kit
. Vektor °
Expressions
Vektor
\ AN AN J

ZIEL

In vitro Superhelix vermittelte Polymerisation

Abbildung C.1: Prinzip einer Superhelix-vermittelten Proteinpolymerisation

programmierten Zipper-Strukturen von selbst zu Superhelizes zusammenfinden und damit
lineare Polyproteine, wie in Abb. C.1 ,Ziel”bilden. Die terminalen Cysteine in den Zip-
pern sorgen dabei iiber die Ausbildung einer Schwefelbriicke fiir eine dauerhafte, kovalente
Verkniipfung der Polyproteine.

Es ist denkbar, diese Methode ebenfalls zur spezifischen selbst-assemblierten Konstruk-
tion von dreidimensionalen, funktionalen Objekten zu verwenden. Wahlt man unterschied-
liche flankierende Superhelix-Motive, so konnten Proteine verschiedener Funktionen spe-
zifisch und vorherbestimmt verbunden werden, und so beispielsweise ein Enzym mit ei-
nem anderen gezielt verbunden werden. Verwendet man flankierende Motive, die Dreifach-
oder Mehrfach- Superhelizes bilden, so kénnte man Gabelungspunkte oder sogar Kno-
tenpunkte fiir die Bildung dreidimensionaler Objekte einfiihren. In Anlehnung an die als
DNA-Nanotechnologie bekannten Projekte [99][66][101][27], sind so selbstassemblierte na-
nometergrosse Objekte vorstellbar, die bestimmte, gewiinschte Funktionalitdten aufweisen.

Ein notwendiger Schritt ist daher eine Untersuchung, inwiefern Superhelizes mit einfa-
chen geometrischen Kriterien in Form eines Baukastens verwendet werden koénnen. Abb.
C.2 a) zeigt einen elementaren Baustein, bei dem N- und C-Terminus des zu polymeri-
sierenden Proteins sich raumlich auf verschiedenen Seiten der Raumstruktur des Proteins
befinden, wihrend Abb. C.2 b) einen Baustein zeigt, bei dem N-und C-Terminus sich auf
gleichen Seiten des zu polymerisierenden Proteins befinden. Verwendet man Zippersequen-
zen, die nur in paralleler Orientierung zu Superhelizes dimerisieren, so kann jeder Zipper
als Pfeil dargestellt werden und eine ausgebildete Superhelix als zwei parallel angelagerte
Pfeile. Im Fall a) und b) konnen sich daher drei unterschiedliche Verkniipfungsgeometrien
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Abbildung C.2: Elementare Bausteine fiir eine Polymerisation mit verschiedenen Ver-
kniipfungsgeometrien.

zwischen zwei Bausteinen ausbilden. Die dimerisierten Bausteine haben dabei jeweils wie-
der zwei freie partnerlose Zipper. In a) sind die freien Zipper in jedem Fall geometrisch
voneinander getrennt und kénnen sich nicht gegenseitig abséttigen, ohne sterische Konflikte
zu verursachen. Im Fall b) miisste jedoch in jedem Fall ein einfache Rotation der Unter-
einheiten um die Bindung der Zipper an das Zielprotein geniigen, um die freien Zipper
abzusattigen. Das bedeutet, ein Baustein der Form a) sollte ungehindert zur Ausbildung
von langen Polyproteinen fiihren, die iiber drei verschiedene Verkniipfungsgeometrien po-
lymerisieren. Im Fall b) sollte es hingegen durch eine sterische Randbedingung zu einer
Akkumulation von Dimeren kommen. Im Fall ¢) ist schematisch ein weiterer Baustein
dargestellt, der nur noch zwei méogliche Verkniipfungsgeometrien zuldfit. Der elementare
Baustein besteht dabei aus einer Zippersequenz am N-Terminus des Zielproteins und einer
Dreifach-Zippersequenz am C-Terminus des Zielproteins. Die Orientierung der Unterein-
heiten in einem Polyprotein sollte daher determiniert sein, und zwar immer C-Terminus
an C-Terminus und N-Terminus an N-Terminus.

Als Modellsystem fiir Baustein a) in Abb. C.2 ist die Doméne 1g27 aus menschlichem
Herzmuskeltitin gewihlt worden, wihrend GFP als Modellsystem fiir Baustein b) und c)
verwendet worden ist. Die Fusionsproteine werden im folgenden als (a) Z-1g27-Z bzw. als
(b) Z-GFP-Z und (c) Z-GF P-Z3 bezeichnet. Die Assemblierung der verschiedenen Bau-
steine zu Polyproteinen wird im Folgenden mit Grofienausschluss-Chromatographie gezeigt
und die Geometrie ihrer Verkniipfung direkt am einzelnen Molekiil mit dem Kraftspektro-
meter untersucht.

C.2 Superhelix Polyproteine

Abb. C.3 zeigt die typische Langenverteilung in 7 - 1g27-Z, Z-GFP-Z und Z-GFP - Z3
Polyproteinlésungen. Die Kurven sind zum besseren Vergleich jeweils auf eine Konzentra-
tion von 1 fiir den Gehalt an Monomeren normiert worden. Im Falle von Z - I¢27 - Z und
7 -G F P-Z3 beobachtet man eine breite Langenverteilung. Der Gehalt an 30-meren betragt
in beiden Féllen immer noch etwa 30 Prozent im Vergleich zum Gehalt an den jeweiligen
Monomeren. Die Polymerisation iiber Superhelizes ist fiir diese beiden Bausteine unge-
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Abbildung C.3: Lingendispersion von Superhelix Polyproteinen. Die Konzentrationen wurden
im Falle von Z-1¢27- iiber die Absorption bei 280 nm und im Falle von Z-GFP-Z bzw. Z-GF P-Zs
iiber die GFP Absorption bei 473 nm bestimmt. Aufgetragen ist die relative Konzentration im
Vergleich zum Gehalt von Monomeren.

hindert moglich. Im Gegensatz dazu zeigt das Chromatogramm im Fall von Z - GFP - Z
nur einen deutlichen Peak bei Dimeren. Die Polymerisation kommt auf dieser Stufe zum
Erliegen. Diese Beobachtungen zeigen, dass der Polymerisationsprozess mit Superhelizes
tatsidchlich mit einfachen geometrischen Kriterien (vgl. Abb. C.2), gesteuert werden kann
und, abgesehen von sterischen Randbedingungen, nicht von den chemischen Eigenschaften
des zu polymerisierenden Proteins abhéngt.

In der Léngendispersion von Z - [¢g27 - Z zeigt sich eine Akkumulation von Poly-
proteinen geradzahliger Léange. Dies deutet auf einen Polymerisationsprozess hin, der so
schnell ablauft, dass die Menge verfiigbarer Monomere schnell in Dimere umgewandelt wird
und dabei aufgebraucht wird. Im weiteren Verlauf der Polymerisation entstehen dadurch
gehauft Polymere geradzahliger Lange. Es wurde versucht, die Kinetik des Polymerisati-
onsprozesses niher zu untersuchen. Es stellte sich jedoch fiir alle untersuchten elementaren
Bausteine heraus, dass direkt nach der Aufreinigung der Proteine aus den Expressions-
zellen bereits eine mit Abb. C.3 vergleichbare Langendispersion erreicht worden ist. Die
Polymerisation findet offenbar bereits sehr schnell zum Teil in vivo und wéhrend der Zeit,
die zum Zellaufschluss und Aufreinigung benétigt wird, statt.

Mit der Kraftspektroskopie ist es nun moglich, einerseits die erfolgreiche Polymerisa-
tion auf der Einzelmolekiil-Ebene nachzuweisen und andererseits die verschiedenen Ver-
kniipfungsgeometrien der Bausteine direkt am einzelnen Molekiil zu untersuchen. Schwai-
ger et al und Bornschlogl et al haben die mechanischen Eigenschaften von ausgewéhlten
Superhelizes in Einzelmolekiil-Experimenten bei Uberstreckung entlang der Helixachse
und bei Belastung orthogonal zur Helixachse (,,unzipping”) untersucht [98][13]. Bei ei-
ner Uberstreckung kommt es zur Trennung der Bindungspartner bei Kriften um 25 pN,
wéahrend es in der Unzipping Geometrie bereits bei Kriften um 15 pN zur Dissoziati-
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Abbildung C.4: a) Schematische Darstellung eines Z - 1927 - Z Polyproteins. b) Typische Kraft-
ausdehnungsantwort von Z - Ig27 - Z Polyproteinen. ¢) Mechanische Signatur des Uberstreckens
(I) und Unzippens (II) der verbindenden Superhelizes.

on kommt. Die kraftinduzierte Dissoziation der Superhelizes findet bei den experimentell
iiblichen Bedingungen im thermischen Gleichgewicht statt und fiihrt zu einer hochrepro-
duzierbaren und markanten Signatur in Kraft-Ausdehnungskurven. In einem Polyprote-
in, dass aus einem Baustein wie in Abb. C.2 a) konstruiert worden ist, sollten stati-
stisch gemischt drei verschiedene Verkniipfungsgeometrien vorhanden sein. Abb. C.4 a)
zeigt schematisch die Struktur eines Z - 927 - Z Polyproteins mit den drei verschiede-
nen Verkniipfungsgeometrien. Die Verkniipfungsgeometrien 1. und II. sollten sich durch
Auftreten der charakteristischen Signaturen des Uberstreckens bzw. Unzipping in Einzel-
molekiil-Kraftkurven bemerkbar machen, wéhrend eine Kraftwirkung auf die Superhelix
im Fall III. durch eine kovalente Schwefelbriicke abgeschirmt wird. Abb. C.4 zeigt eine
typische Einzelmolekiil-Kraftkurve an einem Z - 1¢27 - Z Polyprotein. Fiir die Messung der
Kraftkurve wurde zunéchst die Probenflache etwa 200 Nanometer von der Cantileverspitze
entfernt, um Vielfachwechselwirkungen mit dem Cantilever zu beseitigen (Abb. C.4 b),
grauer Abschnitt). Im Anschluss wurde in zehn Zyklen die Probenfliche bis auf 50 nm
an den Cantilever angenéhert und wieder auf 200 nm entfernt. Die Zyklen sind nétig, um
die Auflésung im Bereich der Superhelix Signaturen zu steigern. Im Anschluss wurde wie
in konventionellen Kraftkurven die Probenfliche mit konstanter Geschwindigkeit weiter
entfernt. In der Kraftkurve sind bis zum Abriss des Molekiils 15 dquidistante Kraftzacken
(blauer Teil) ersichtlich, die auf den sequentiellen Zusammenbruch aller im Molekiil ent-
haltenen Ig27 Strukturen zuriickzufiithren sind. Zusétzlich dazu ist bei Ausdehnungen bis
250 nm ein Kraftplateau ersichtlich. Mittelung der Zyklen in diesem Ausdehnungsbereich
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Abbildung C.5: a) Kraftkurve an einem Z - GFP - Z-Dimer. b) Typische Kraftkurven an
Z - GFP - Z3 Polyproteinen. Graue Linien: Ungefilterte Kraftkurven. Schwarze Linien: gefilterte
Kraftkurven

liefert Abb. C.4c). Es sind zwei diskrete Plateaus bei 13 pN und bei 27 pN ersichtlich.
Kombiniert man die theoretischen Modelle zur Beschreibung der Elastizitdt von Super-
helizes bei Uberstreckung [98] und bei Unzipping [13], und passt sie an die Kraftkurve
an, so ergibt sich die schwarze Linie in Abb. C.4 ¢). Aus dieser Analyse ergeben sich
drei Unzipping-Ereignisse und sieben Uberstreck-Ereignisse. Das Polyprotein beinhaltete
15 Untereinheiten, demzufolge waren die verbleibenden fiinf Untereinheiten iiber die ab-
geschirmte Geometrie III. verkniipft. Die Haufigkeit, Geometrie 1. anzutreffen, sollte bei
statistisch unabhéngiger Verkniipfung der Untereinheiten 50 Prozent betragen, wihrend
Geometrie II. und III jeweils mit 25 Prozent Héaufigkeit aufgefunden werden sollten. Diese
Verteilung wird in diesem Polyprotein reproduziert. Der Vollstéandigkeit halber zeigt Abb.
C.5 a) noch die Kraft-Ausdehnungsantwort von einem kurzen Z - GF P - Z Polyprotein mit
zwei GFP Bruchereignissen. Die Uberstreck-Signatur der Superhelix manifestiert sich in
einem Kraftplateau bei etwa 30 pN. Abb. C.5 b) zeigt typische Kraftkurven von einzelnen
Z - GFP - Z3 Polyproteinen. In dieser Konfiguration sind nur Unzipping-Signaturen (vgl.
Abb. C.2¢) der Dreifach-Zipper moglich, die in den gezeigten Kraftkurven jedoch nicht
aufgelost sind.

C.3 Ausblick

Damit ist die Machbarkeit einer Superhelix-vermittelten Proteinpolymerisation demon-
striert worden. Es sind vielversprechende Hinweise gesammelt worden, dass diese Tech-
nik zu einem Baukasten ausgebaut werden kann, mit dem Proteine spezifisch in einem
self-assembly Prozess verkniipft werden konnen. Die Verwendung von Mehrfach-Helizes
sollte damit auch die Konstruktion von dreidimensionalen Strukturen ermoglichen. Ei-
ne Anwendung findet die Superhelix-vermittelte Proteinpolymerisation unmittelbar in der
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie, da mit ihr unabhéngig von den KEigenschaften der zu
verkniipfenden Proteine auf einfache Weise Polyproteine erzeugt werden koénnen. Insbe-
sondere kénnen die markanten, elastischen Signaturen der Superhelix-Strukturen als ein
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Kraftstandard zur Kalibration der Kraftachse ausgenutzt werden.

C.4 Protokoll

Die fiir das entsprechende Protein (hier: GFP und 1g27) kodierende DNA Sequenz wurde
in die Cloning site des PolyKit-Expressionsvektors iiber Restriktion und Ligation einge-
baut. Der PolyKit Vektor wurde durch doppelte Insertion der Sequenz von zwei GCN4-
Leuzinzippern [13] in einen pRSET5d Expressionsvektor (Novagene) konstruiert. Die zwei
Zippersequenzen kodieren ebenfalls jeweils fiir ein Cystein, das C-terminal am Ende je-
des Zippers im exprimierten Protein erscheint. Der modifizierte Vektor wurde in BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL E.coli Zellen (Stratagene) transformiert. Protein Expression wur-
de analog der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Zielproteine wurden iiber Ni-NTA
basierte Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Polymerisation findet bei Proteinkon-
zentrationen > 20 puM bereits in den Expressionszellen und wahrend der Aufreinigung
statt. Weitere Inkubation ist daher nicht nétig. Fiir die Durchfithrung des Protokolls sind
folgende Materialien notwendig;:

e PolyKit-Expressionsvektor
e XL10 Gold Ultracompetent E.coli Zellen (Stratagene)
e BL21-CodonPlus(DE3)-RIL E.coli Zellen (Stratagene)

e Lysis-Puffer: 50 mM NaH;POy4- 2H50, 300 mM NaCl. Der pH-Wert sollte mit NaOH
auf pH = 8 eingestellt werden

e 5 verschiedene Elutions-Puffer, bestehend aus Lysis-Puffer mit jeweils 20 mM, 70
mM, 100 mM, 200 mM und 500 mM Imidazol

e Sterile Pipettenspitzen und Reagenzgefisse

e French Press oder Sonicator fiir das Aufschliessen von Zellen

e HisTrap HP oder FF Ni-NTA Affinitdatschromatographie-Saulen (GE Healthcare)
e Centricon Zentrifugationsfilter (Millipore)

e HiTrap Entsalzungssiulen (GE Healthcare)

e Superose 10/300 GL Séule (GE Healthcare)
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Anhang D
Methoden

D.1 Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die Einzelmolekiil-Fluoreszenzexperimente in dieser Arbeit wurde ein invertiertes,
objective-type TIR! Fluoreszenz-Mikroskop zur Abbildung von fluoreszenten Einzelmo-
lekiilen konstruiert. Abb. D.1 zeigt schematisch die Konfiguration des Instrumentes.

Kern des Mikroskops ist eine empfindliche EM-CCD Kamera (Andor iXON DU-897),
die in der Lage ist, mit jedem ihrer 512x512 Pixel einzelne Photonen zu detektieren.
Mit dieser Kamera konnten bei Belichtungszeiten von nur 25 ms die schwachen Lichtsi-
gnale von einzelnen GFP Molekiilen ausreichend vom durch elektronisches Rauschen und
Streulicht verursachten Hintergrund aufgelost werden. Diese Zeitauflosung wurde fiir al-
le aufgenommenen Fluoreszenzfilme verwendet. Ein weiteres wesentliches Element ist ein
100x Olimmersionsobjektiv (Zeiss alpha Plan-Fluar) mit einer numerischen Apertur von
NA=1.45.

Fiir die Anregung der GFP Molekiile wurde ein continous-wave Festkorperlaser mit
einer Wellenldnge von 473 nm (Roithner Lasertechnik) und einer maximalen Leistung von
50 mW in den Anregungsstrahlengang des Mikroskops eingebaut. Der Laser wurde bei
einer optischen Leistung von 35 mW betrieben. Durch verschiedene nachgeordnete Filter
wurde die Energiedichte des Anregungslichts in der Probe auf etwa 5 kW /cm? eingestellt.
Das Mikroskop enthélt nur die wesentlichen optischen Komponenten, um Streulicht und
Fluoreszenzlichtverluste so klein wie moglich zu halten. Das gesamte Mikroskop ist lichtun-
durchléssig ummantelt worden. Der Strahlengang des Anregungslichts wurde in Anlehnung
an eine von Dr. Felix Linke fiir ein ellipsometrisches Mikroskop entworfenen Konfiguration
[68] aufgebaut. Linse 1 fokussiert das aufgeweitete Laserlicht auf den Spiegel 1, welcher
wiederum im Fokus der Linse 2 positioniert ist. Linse 2 erzeugt dadurch wieder parallele
Strahlenbiindel, die durch Linse 3 iiber einen dichromatischen Spiegel (AHF Analysen-
technik) in die hintere fokale Ebene des Objektivs fokussiert werden. Linse 1 und Spiegel
1 kénnen gemeinsam {iiber préizise Mikrometerschrauben in zwei Richtungen verschoben
werden (durch rote Pfeile in Abb. D.1 gekennzeichnet). Diese Konfiguration erméglicht

ITIR = Total Internal Reflection
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Abbildung D.1: Einzelmolekiil-TIR Fluoreszenzmikroskop (Schema) mit Kraftspektrometerauf-
satz

es, das Anregungslicht in zwei Richtungen in nahezu perfekter Parallelitéit zur optischen
Achse zu verschieben. Die verschobenen Strahlenbiindel werden auf der Probenseite vom
Objektiv zur optischen Achse hin gebrochen. Durch die Parallelverschiebung kann der kri-
tische Winkel (und dariiberhinaus) fiir eine totale interne Reflektion? des Anregungslichts
am Probentridger sehr genau eingestellt werden. Das Mikroskop ist so konfiguriert worden,
dass die Eindringtiefe des evaneszenten Anregungslichts in das Probenvolumen im Mittel
zwischen 180 und 220 nm betrug. Dies konnte mit dem Kraftspektrometeraufsatz durch

2In totaler interner Reflektion klingt das Anregungslicht als evaneszente Welle im Probenvolumen gemi8
I(z) = Iy - e~*/% ab. Die Eindringtiefe dp hingt dabei sowohl von der verwendeten Wellenlénge, dem
Einfallswinkel® 1, als auch von den Brechungsindizes n; (Glas: 1.52) und ny (wissrige Losung: 1.38) ab:
dp = 2

4m-y/n?sin261—n2
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Messung der Fluoreszenzintensitiat der Spitze eines AFM Cantilevers in Abhéngigkeit von
der Entfernung von der Oberflache direkt bestéitigt werden (Daten nicht gezeigt). Das vom
Objektiv gesammelte Fluoreszenzlicht der Probe wird durch den bei 508 nm transparenten
dichromatischen Spiegel durchgeleitet und nach zusétzlicher Filterung durch zwei Band-
passfilter bei 50810 nm Wellenlénge mit einer Okularlinse (Linse 4) auf den CCD Chip
der Kamera fokussiert.

Von Linse 1 und Spiegel 1 abgesehen, ist der gesamte optische Strahlengang inklusive
Objektiv auf einer optischen Bank fest fixiert. Fiir die Translation der abzubildenden Probe
und Fokussierung ist daher ein Probenhalter konstruiert worden, der einerseits mit feinen
Mikrometerschrauben in drei Dimensionen relativ zum Objektiv mit einer Reichweite von
einigen Millimetern positioniert werden kann. Zusétzlich dazu ist in diesen Probenhalter
ein dreiachsiger Piezoscanner mit 100 pum horizontaler und 20 pm vertikaler Reichweite
eingelassen. Der Piezoscanner (Physik Instrumente P-517) kann elektronisch angesteuert
werden und ermoglicht eine nanometergenaue Positionierung der Probe.

Der Aufbau ist als invertiertes objective-type Mikroskop konzipiert worden, um den
probenseitigen Halbraum fiir verschiedene Funktionsaufsitze verfiighar zu halten. Es sind
zwei Aufsidtze konstruiert worden: eine Mikrofluidikhalterung und ein Kraftspektrometer.
Die Mikrofluidikhalterung ist kompatibel fiir Standard-Objekttrager der Grofle 75x25x1
mm und kann damit insbesondere fiir kommerziell erhéltliche Flusskammern zur Zellkulti-
vierung (z.B von der Firma IBIDI) sofort eingesetzt werden. Fiir die in Anhang A beschrie-
benen Einzelmolekiil-Fluoreszenzexperimente wurden jedoch selbstgebaute Kammern ver-
wendet. Diese Kammern wurden aus Standard-Deckglaschen (Firma Carl-Roth) der Grofie
18x18x0.17 mm gefertigt. Die Deckgléschen wurden dazu zunéchst vier Stunden in einer
Atzlosung (1 Teil Ammoniak, 1 Teil Wasserstoffperoxid, 1 Teil doppelt-destilliertes Was-
ser) gereinigt, um jegliche Oberflichenverschmutzung zu entfernen, mehrfach mit zweifach-
destillierten Wasser unter Ultraschall gespiilt und schliesslich aufeinandergelegt? bei 70°C
getrocknet. Fiir eine Messung wurden quer zur langen Achse abgeschnittene Pipetten-
spitzen als wenige Millimeter hohe Zylinder mit wasserunloslichem Vakuumfett auf ein
gereinigtes Deckgliaschen geklebt. Die Kammern erhielten damit die Form eines umgedreh-
ten Doktorhutes. Auf diese Weise konnten kleine Fliissigkeitsvolumina (< 10ul) auf den
Probentriger einfach aufgetragen und auch wieder getauscht werden.

D.2 Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie

Alle kraftspektroskopischen Messungen wurden auf einem durch Ingo Schwaiger konstru-
ierten Atomkraftmikroskop [96] bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die hochauflésende
Kraft-Zeitkurve in Abb. 6.1 b) wurde der vom Autor konstruierte Kraftspektrometerauf-
satz des Fluoreszenzmikroskops verwendet. Es wurden mit Gold bedampfte Cantilever des
Typs BioLever Typ A (Olympus, Tokyo, Japan) mit Federkonstanten um 30 pN/nm und
Resonanzfrequenzen in Wasser um 8 kHz verwendet. Fiir die Messungen wurden zunéchst

4Dies verhindert erneute Verschmutzung durch Luftkontakt.
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evtl. aufgetretende Aggregate durch 10 miniitige Zentrifugation bei 10000xg aus den Pro-
teinlosungen entfernt. Etwa 10 ul Proteinlésung wurden auf unbehandelte Glastrager auf-
getragen (GFP(117,182) und GFP(182,212) wurden auf goldbeschichtete Glastriger auf-
getragen) und fiir etwa 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Alle Kraftkurven wurden
bei konstanter Ziehgeschwindigkeit von 3.6 um/s aufgenommen. GFP(3,132) Polyproteine
wurden bei zwei unterschiedlichen Geschwindigkeiten untersucht: (2 pm/s und 12um/s).

D.3 Monte-Carlo Simulationen

Ziel ist es, aus experimentellen Bruchkraftverteilungen die Potentialbreite Az und die Hohe
der energetischen Barriere AG* einer gefalteten Proteinstruktur zu ermitteln. Dazu wurden
Monte-Carlo Simulationen, basierend auf [88], durchgefiihrt. In einer solchen Simulation
wird ein virtuelles Polypeptid der initialen Konturléinge Ly mit der Geschwindigkeit v, be-
ginnend mit der Ausdehnung = = 0 gestreckt. Dies fithrt zu einer zusétzlichen Ausdehnung
Az = v, - At in jedem Zeitschritt At. Nach jedem Zeitschritt wird die aktuell wirkende
Kraft F(t) bei der aktuellen Ausdehnung z(t) iiber die WLC - Interpolationsformel 2.2
berechnet. Es wurden n gefaltete Proteinstrukturen in dem virtuellen Polypeptid simu-
liert, die Konformationsiibergéinge vollfithren konnen. Die Eigenschaften der i—ten Struk-
tur sind dabei iiber eine natiirliche Ubergangsrate kq;, eine Potentialbreite Az; und einen
Konturlingenzuwachs AL; der mit einem Zusammenbruch der Struktur verbunden ist, be-
schrieben worden. Zur Simulation der Bruchkinetik der Proteinstrukturen unter Kraft wird
in jedem Zeitschritt eine Ubergangsrate k;(F) (i = [0,..,n]) unter der aktuell wirkenden
Kraft F' fiir jede der Strukturen berechnet.

kT

Ubergangsraten fiir den Prozess der Faltung konnen bei den in dieser Arbeit relevanten
Kréften vernachléssigt werden. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Konformationsiibergang
der i—ten Struktur in einem Zeitschritt At ist dann durch

P = k(F) - At (D.2)

gegeben. Es wurden in jedem Zeitschritt die Ubergangswahrscheinlichkeiten P; fiir alle
n Doménen berechnet und ein Wahrscheinlichkeitsstrahl wie in Abb. D.2 erzeugt. Die

Zeitschritte sind so klein gewéhlt worden, dass i P; << 1 galt. Mit einem Zufallsgenera-

tor wurde in jedem Zeitschritt eine Zufallszahlle%zeugt. Der verwendete Zufallsgenerator
(enoise, IGOR PRO, Wavemetrics) erzeugt gleichwahrscheinliche Zahlen im Bereich [0, 1],
die 23% verschiedene Werte annehmen kénnen. Die Periodizitit ist grofer als 10'®, wobei
die Startwerte iiber die aktuelle Systemzeit festgelegt werden. Fallt die Zufallszahl in einen
der Wahrscheinlichkeits-Késten P; (sieche Abb. D.2), so wurde fiir einen Bruch der entspre-
chenden Proteinstruktur entschieden. Die Konturldange des simulierten Polypeptids wird
um den jeweiligen Konturlingenzuwachs AL; verldangert und die entsprechende Struktur
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Abbildung D.2: Wahrscheinlichkeitsstrahl fiir Monte-Carlo Simulationen. Fillt eine Zufallszahl
in einen der P; Abschnitte, so wird auf Dissoziation der entsprechenden Struktur entschieden.

aus dem Wahrscheinlichkeitsstrahl geloscht. Diese Verfahrensweise erlaubt es auch, par-
allele Ubergangsmoglichkeiten derselben Proteinstruktur (vgl. Kapitel 4) zu simulieren.
Dazu wurden Ubergangswahrseheinlichkeiten P,, und Py, (sieche Abb. D.2) fiir die alterna-
tiven Pfade berechnet und entsprechend ein Abschnitt auf dem Wahrscheinlichkeitsstrahl
erzeugt. Sollten Strukturen simuliert werden, die iiber stabile Zwischenzustédnde entfalten,
so wurde bei einem Ubergang der entsprechenden Struktur eine neue Struktur mit den
Eigenschaften des Zwischenzustandes und ein neuer, zugehoriger Kasten auf dem Wahr-
scheinlichkeitsstrahl erzeugt.

Die Eigenschaften realer Cantilever mit begrenzter Reaktionszeit sind durch Einfithrung
einer Relaxationsphase nach einem Ubergang mit dem Kraft-Abstandsverhalten

Frelax - _k:c * X (D3)

simuliert worden. Die Relaxationsphase wurde als abgeschlossen angesehen, wenn die Aus-
dehnung mit Fee () = Fwiro(z, L + AL;) erreicht wurde. Danach wurde wieder auf
WLC-artiges Kraft-Ausdehnungsverhalten 2.2 umgeschaltet.

Die Simulationen zur Auswertung der experimentellen Bruchkraftverteilungen sind fol-
gendermaflen durchgefiihrt worden: In jeder gemessenen und in die Bruchkraftverteilun-
gen eingegangenen Einzelmolekiil-Kraftkurve v an Polyproteinen wurde die initiale Kon-
turlinge Lo, iiber einen WLC-Fit bestimmt und tabelliert. Ebenfalls wurde die Anzahl
der Bruchereignisse n, in jeder Kraftkurve v tabelliert. Es wurden nur Kraftkurven aus-
gewertet, die aufgrund der Hohe des letzten Peaks drauf schliessen liessen, dass alle be-
lasteten Strukturen auch entfaltet worden sind. Dies ergab eine Liste mit N Eintragen
(Loy,n,). Anhand dieser Liste wurden N Kraftkurven an virtuellen Polyproteinen mit der
initialen Konturlinge L, und n, iibergangsfiahigen Proteinstrukturen simuliert. Als Kon-
turlangenzuwachs AL;, der mit dem Bruch einer einzelnen Struktur verbunden ist, wurde
konstant der experimentell ermittelte mittlere Konturlingenzuwachs der entsprechenden
Proteinstruktur verwendet. Die Bruchkrifte, bei denen es zu Ubergéingen in den simulierten
Kraftkurven gekommen ist, wurden tabelliert und eine Bruchkraftverteilung mit insgesamt
g: n, Eintragen erzeugt. Es wurden 30 Bruchkraftverteilungen fiir einen Parametersatz

v=1
(Ax;, ko;) simuliert und gemittelt, um den Simulationen inhdrente Fluktuationen zu besei-

tigen. Die simulierten, mittleren Bruchkraftverteilungen wurde dann mit den experimentell
erhaltenen verglichen. Die Fit-Parameter Az; und ky; wurden variiert, bis es zu einer au-
genscheinlichen Ubereinstimmung zwischen experimenteller und simulierter Bruchkraftver-
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teilung kam. Im Anschluss wurden Simulationen fiir jedes Parameterpaar (A, ko;) auf der
Parameterfliche um die durch den Augen-Fit gefundenen Parameter durchgefiihrt. Dabei
wurde die Ubergangsrate kg; in einem exponentiellen Gitter iiber drei Gréssenordungen va-
riiert, wihrend die Potentialbreite Ax; in einem linearen Gitter {iber 0.3 nm variiert wurde.
Fiir jedes Parameterpaar in diesem Gitter wurde die quadratische Abweichung x*(Az;, ko;)
zwischen Experiment und Simulation berechnet und das Parameterpaar bestimmt, bei dem
x? minimal war. Die Fehlerbreiten der Fitparameter wurden aus der Kriimmung von x?

entlang der Parameterachse 1/4/d?x?/da?|p=const (2, b = Fitparameter) berechnet.
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