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1. Zusammenfassung

Die Kraftspektroskopie hat sich als eine moderne Methode zur Untersuchung der Elastizitat und
Entfaltung einzelner Proteine etabliert. Kraftspektroskopische Experimente zeichnen sich unter
anderem dadurch aus, dass die Entfaltungskinetik einzelner Proteine bestimmt werden kann. In
dieser Arbeit wurde die Kraftspektroskopie zur Analyse der Elastizitat und der Entfaltungskinetik
einzelner Zytoskelett-Proteine verwendet. Die untersuchten Molekile, die Superhelix-Struktur des
Myosin Schwanzes und das Aktin-bindende Protein Filamin (ddFLN) reprasentieren dabei zwei
wichtige Strukturmotive der Proteinfaltung. Die Messungen wurden mit dem Ziel durchgefuhrt, ein
detailliertes Verstandnis hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen der Struktur der Proteine und
deren mechanischen Eigenschaften zu gewinnen. Der Anwendungsbereich der Methode konnte mit
Hilfe eines neu entwickelten Messprotokolls erweitert werden. So wurde in Ruckfaltungsexperi-
menten neben der Entfaltungskinetik auch die Ruckfaltungskinetik einzelner Proteine bestimmt.

Die kraftspektroskopische Untersuchung des Schwanzes des Muskelmotor-Proteins Myosin 11
zeigte, dass das Molekul uiber elastische Dehnungseigenschaften verfugt. Die Superhelix-Struktur
des Schwanzes weist ein charakteristisches Kraftdehnungsverhalten auf, das bei Dehnung und
Entspannung des Molekils reversibel ist. Das Kraftdehnungsverhalten der Superhelix konnte
erfolgreich durch ein Zwei-Zustands-Modell analytisch beschrieben werden. Das Modell beruht auf
der Annahme, dass einzelne Segmente der Helix entweder einen gefalteten oder entfalteten Zustand
einnehmen. Ferner liegt dem Modell zugrunde, dass ein thermodynamisches Gleichgewicht beim
Ubergang zwischen den Zustianden besteht.

In den Experimenten mit dem Aktin-bindenden Protein ddFLN wurden die Entfaltungskrifte der
Immunoglobulindoméanen sowie die mechanische Stabilitat der Dimerbindung des inelastischen
Molekiils bestimmt. Es zeigte sich, dass die Dimerbindung im Vergleich zu den benachbarten
Domiénen von ddFLN uber eine grofere mechanische Stabilitit verfugt. Experimente mit
verschiedenen Konstrukten des Molekiils zeigten aulerdem, dass die Entfaltung einer der ddFLN-
Dominen, namlich Domiane 4 (ddFLLN4), uiber einen stabilen Zwischenzustand erfolgt. Auf Basis
der NMR-Struktur und der kraftspektroskopischen Daten verschiedener Mutationen von ddFLN4
wurde eine Analyse der Primirstruktur dieses Zwischenzustandes vorgenommen. Demnach
entfalten im ersten Entfaltungsschritt 50 Aminosduren, wahrenddessen die restlichen 50
Aminosauren von ddFLN4 den stabilen Zwischenzustand bilden.

Wiederholtes Dehnen und Entspannen von ddFLN ergab, dass es sich bei dem Entfaltungs-
zwischenzustand von ddFLN4 ebenfalls um einen Faltungszwischenzustand handelt. Die Analyse
der Ruckfaltungsereignisse fuhrte zu dem Ergebnis, dass die Ruckfaltung von ddFLN4 nur durch
ein kinetisches Drei-Zustands-Modell mit einem obligaten Zwischenzustand beschrieben werden
kann. Der Zwischenzustand stellt also einen ,,on-pathway* Zwischenzustand dar, der von ddFLN4
zuerst eingenommen wird, bevor die Doméne in ihre native Struktur ibergeht. Die quantitative
Bestimmung der Faltungskinetik von ddFLLN4 erfolgte durch Anpassung des Modells an die Daten.
Der Vergleich der Faltungskinetik von ddFLN4 und allen anderen Doméanen von ddFLN fuhrte zu
dem Ergebnis, dass ddFLN4 mit Zwischenzustand eine ca. 10fach schnellere Faltung aufweist,
obwohl alle Domanen eine homologe Struktur besitzen. Doméane ddFLN4 stellt demnach ein
Beispiel dar, inwiefern ein Faltungszwischenzustand zu einer substantiellen Beschleunigung der
Faltung fuhren kann.



2. Einleitung

Proteine stellen die bedeutendste Gruppe von Makromolekilen in der Biologie dar; als Nanoma-
schinen sind sie praktisch an allen biochemischen Prozessen der Zelle beteiligt. So sind Proteine als
Enzyme z. B. nicht nur fur die Herstellung aller wichtigen Lebensbausteine, sondern auch fur den
Abbau bzw. das ,,Recycling® fehlerhafter Bausteine eines Organismus verantwortlich. Die
Bedeutsamkeit dieser Makromolekile fur die Biologie spiegelt sich in deren Namen wieder —
Protein leitet sich von protos (,,erstes, wichtigstes®) oder proteuo (,,ich nehme den ersten Platz ein‘)
ab.

Proteine werden als lineare Sequenz aus 20 verschiedenen Aminosauren (Primarstruktur) in der
Zelle synthetisiert. Die Primarstruktur eines Proteins ist wiederum im Gencode der Desoxyribo-
nukleinsdure (DNA) festgelegt. Im Prozess der Proteinbiosynthese wird die Sequenz der DNA in
eine entsprechende Primarstruktur umgewandelt. Damit Proteine biologisch aktiv werden konnen,
muss eine strukturelle Transformation, ausgehend von der inaktiven linearen (denaturierten) in die
biologisch funktionsfahige (native) 3-D-Struktur des Molekils, stattfinden. Dieser allgemein als
Proteinfaltung bezeichnete Prozess ist im Bereich der Biowissenschaften Objekt intensiver
Forschung. Die Frage nach dem Zusammenhang zwischen Primar- und nativer Struktur, bzw.
Funktion des Proteins, ist seit Jahrzehnten Thema zahlreicher Arbeiten und stellt aufgrund der
Komplexitit des Problems eine grole wissenschaftliche Herausforderung dar. Sie zu beantworten
wire von groBem Nutzen: Ein tieferes Verstandnis iber den Zusammenhang zwischen Primér- und
nativer Struktur wiirde z. B. die pharmakologische Forschung in die Lage versetzen, schneller und
effektiver neue Zielmolekille fur eine gerichtete Medikamentenentwicklung fur diverse Krankheiten
zu finden. Dariiber hinaus wiirde man ein grundlegendes Wissen iiber die Funktionsweise biolo-
gischer Organismen erhalten.

Biologische Systeme besitzen die besondere Eigenschaft der Selbstorganisation. Aufgrund
verschiedenartiger inter- und intramolekularer Wechselwirkungen kommt es zur Bildung komplexer
Systeme wie Zellen oder ganzer Organismen. Auch die Proteinfaltung ist ein Beispiel fur den
Prozess der Selbstorganisation: In ersten experimentellen Studien in den 50er und 60er Jahren
konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Faltung um einen reversiblen und spontanen Prozess
handelt'. Trotz der immens groBen Anzahl an moglichen Protein-Konformationen findet das Protein
innerhalb kiirzester Zeit (1 ms - min) den richtigen Weg (Faltungspfad) durch den komplexen
Phasenraum, bis das Ziel, der native Zustand, eingenommen ist. Dieses Phanomen, auch als
Levinthal-Paradoxon bekannt, fuhrte zunachst zu der Annahme, dass der Faltungsprozess entlang
eines spezifischen Faltungspfades erfolgen miusste, d. h. eine bestimmte Abfolge an Konfigura-
tionen bei der Faltung des Proteins eingenommen wird. Die fortschreitende Weiterentwicklung der
Experimente sowie der Einsatz theoretischer Modelle gewahrten indes einen zunehmend detail-
lierteren Einblick in die Faltungsmechanismen von Proteinen und stellten das urspriingliche Bild in
Frage. Inzwischen geht man von einer erweiterten Sicht der Proteinfaltung aus, wonach Proteine
beim Ubergang in ihren nativen Zustand diversen Faltungspfaden folgen konnen>’. Es wird ange-
nommen, dass sich Proteine entlang einer Vielzahl von Routen auf der Oberfliche eines
dreidimensionalen Faltungstrichters der Energie bewegen, bis sie den Boden des Trichters — den
nativen Zustand — erreichen. Um ein detailliertes Verstandnis der Proteinfaltung zu gewinnen, ist es
daher von groBer Wichtigkeit, die Eigenschaften des Faltungstrichters zu bestimmen.

In klassischen Proteinfaltungsexperimenten wie z. B. der Kalorimetrie lassen sich zwar seit langerer
Zeit Durchschnittswerte von Faltungsenergien von Proteinlosungen bestimmen. Solche Experimen-
te liefern jedoch keine Information uiber die Form des Faltungstrichters, die der Faltung eines
Proteins zugrunde liegt. Zudem lassen sich aus klassischen Experimenten aufgrund der Mittelung
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der Messergebnisse vieler Molekiille nur bedingt Informationen uber einzelne Faltungspfade
gewinnen. Damit aber einzelne Faltungspfade von Proteinen untersucht werden konnen, ist es
erforderlich, Versuche an einzelnen Molekulen durchzufuhren.

Die Kraftspektroskopie ist eine moderne Methode, die vor allem zur Analyse der mechanischen
Eigenschaften einzelner Molekille eingesetzt wird. Ein weiterer Anwendungsbereich der Spektros-
kopie liegt in der Untersuchung der Faltung von Proteinen. Dabei bietet die Methode die
einzigartige Moglichkeit, experimentell Informationen uber die Form des Faltungstrichters
einzelner Proteine zu gewinnen. In einem kraftspekroskopischen Experiment werden fur gewohn-
lich die Entfaltungspfade der Proteine betrachtet. Um jedoch ein umfassendes Bild der Faltung zu
erhalten, ist es notwendig, auch den Faltungstrichter entlang von Faltungspfaden zu charakterisie-
ren.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Kraftspektroskopie eine effektive Methode nicht nur zur
Bestimmung der Entfaltungs-, sondern auch zur Quantifizierung der Faltungskinetik einzelner
Proteine darstellt. Es werden auBerdem Experimente zur Messung der besonderen elastischen
Eigenschaften dieser Proteine vorgestellt.



3. Experiment

Die Untersuchungen zur Charakterisierung der Dehnbarkeit einzelner Molekille wurden zum
GroBteil mittels eines eigens fur die Messungen konstruierten und optimierten Kraftspektrometers
durchgefuhrt. Die Funktionsweise des Kraftspektrometers geht auf das Funktionsprinzip der Raster-
kraftmikroskopie zuruck, deren biophysikalische Anwendung vor allem in der topographischen
Abbildung von biologischen Proben wie Biopolymeren bis hin zu lebenden Zellen liegt. Bei der
Rasterkraftmikroskopie wird die Probe lateral nanometergenau bewegt, wahrenddessen - im sog.
Kontakt Modus - eine feine Spitze am Ende einer Blattfeder auf die Probe eindriickt (s. Abb. 3). Es
kommt zu einer Verbiegung der Feder proportional zum Hohenprofil der Probe. Die Verbiegung der
Feder wird mithilfe eines Lichtzeigers nachgewiesen. Dieser ist auf eine Vierquadrantendiode
ausgerichtet, die proportional zur vertikalen Bewegung des Zeigers bzw. der Verbiegung der Feder
einen Fotostrom ausgibt (s. Abb. 3). Aus der lateralen Position und dem Diodensignal erhalt man
dann eine dreidimensionale Abbildung der Probe, auch — und das ist einer der Vorteile der Methode
- unter physiologischen Bedingungen.

Im Unterschied zum Rasterkraftmikroskop wird beim Kraftspektrometer die Probe wahrend der
Messung nur vertikal bewegt. Als Messsignale werden lediglich die vertikale Probenposition und
das Diodensignal aufgenommen. Als Ergebnis erhialt man folglich statt eines Hohenprofils Kraft-
Dehnungskurven. Wie in zahlreichen Arbeiten gezeigt werden konnte, liegt der besondere Einsatz-
bereich des Kraftspektrometers in der Analyse der Dehnungseigenschaften einzelner Molekiile®.
Alternative Methoden, wie die optische Pinzette, die sich insbesondere durch eine hohe
Kraftauflosung auszeichnet, haben sich ebenfalls als sehr effizient bei der kraftspektroskopischen
Untersuchung einzelner Molekiile erwiesen’®. Fur den Kraftspektrometer spricht jedoch seine
deutlich bessere Positionsgenauigkeit im Vergleich zur optischen Pinzette und seine einfache
Handhabung, insbesondere bei der mechanischen Untersuchung einzelner Molekiile.

A B
segmentierte

Fotodiode

(Detektor)

B lever

einfallender

Laserstrahl reflektierter

Laserstrahl
(Lichtzeiger)

Abb. 3: A) Funktionsprinzip des Rasterkraft- und Kraftspektrometers: Die Richtung des reflektierten
Laserstrahls andert sich proportional zur Verbiegung der Blattfeder, die iber die Spitze mit der Probe in
Kontakt steht. Gleichzeitig wird die Probe durch einen X-Y-Z-Piezotisch bewegt. Die Fotodiode dient als
Detektor und misst die Verschiebung des Lichtzeigers entsprechend der Verbiegung der Feder. B)
Elektronenmikroskopische Aufnahme der Olympus Bio-Lever des Typs A und B. Die Blattfedern werden aus
einem SiN-Chip geitzt und weisen unterschiedliche Steifigkeiten auf: Typ A 6 mit pN/nm und Typ B mit 30
pN/nm.



3.1 Das Kraftspektrometer
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Abb. 3.1: Fotografische Darstellung des Kraftspektrometers. Das Laserlicht aus einer Lichtfaser wird
kollimiert, fokussiert und wiber einen Spiegel auf die Oberseite der Blattfeder reflektiert. Die Bewegung des
reflektierten Strahls (Lichtzeiger) wird uber die Diode detektiert. Die Flusszelle, an deren Unterseite sich der
Chip mit den Blattfedern befindet, ist rot angeleuchtet. Uber die grofe Mikrometerschraube wird der AFM-
Kopf der Probe auf dem Glastriager angenahert. Die Probenhalter fixieren den Glastrager auf dem Probentisch,
der von einem darunter liegenden X-Y-Z-Piezotisch bewegt wird.

Im Folgenden wird kurz der Aufbau des Kraftspektrometers in Abb. 3.1 erlautert: Das Proben-
molekill befindet sich in geloster Form in einem Probentropfen auf einem mit Gold bedampften
Glastrager. Nach einer Inkubationszeit von mehreren Minuten ist die Goldoberflache vollstandig
mit adsorbierten Probenmolekillen bedeckt. Die nanometergenaue Verschiebung des Glastragers
bzw. der Probe erfolgt mithilfe eines X-Y-Z-Piezotisches (P-517.3, Physik Instrumente, Karlsruhe,
Deutschland), der sich durch eine hohe Verstellgenauigkeit fur alle drei Raumrichtungen (Z: < 0.5
nm; X, Y: 2 nm) sowie durch eine Apertur auszeichnet. In Abb. 3 B sind die Blattfedern (Olympus,
Tokyo, Japan) dargestellt, die bei den meisten der Experimente verwendet wurden. Diese wurden
speziell zur kraftspektroskopischen Analyse einzelner Molekile entwickelt und gewahrleisten ein
besonders gunstiges Signal-zu-Rausch-Verhaltnis fur Experimente in wassriger Umgebung. Der
SiN-Chip, auf dessen Oberkante sich 4 Blattfedern mit unterschiedlichen Steifigkeiten befinden,
wird zur Messung mit Silikonfett auf eine sog. Flusszelle geklebt. Die durchsichtige Flusszelle aus
Plexiglas verfugt iiber 2 Kanile, durch die Pufferlosung gespritzt wird. Auf diese Weise entsteht
zwischen den Ausgédngen der Kanile auf dem Chip ein Tropfen, in dem die Blattfedern vollstandig
eingetaucht sind. Nach dem Einbau der Flusszelle in den Kraftspektrometer-Kopf bringt man beide
Tropfen, den Proben- und Puffertropfen, iiber die Mikrometerschraube in Kontakt (s. Abb. 3.1). Es
bildet sich ein Meniskus zwischen Glastrager und Zelle aus - der Meniskus stellt somit die
eigentliche Messkammer des Experiments dar. Als Lichtquelle dient ein superlumineszierender
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Diodenlaser (Superlum Diodes, Moskau, Russland). Der Infrarotlaser zeichnet sich durch seine
breite Wellenlangenverteilung (>40 nm) aus und verhindert grof3tenteils, dass Interferenzen zwi-
schen den reflektierenden Strahlen ausgehend von der Blattfeder und dem reflektiven Substrat das
Messsignal verfalschen. Die Strahlformung erfolgt mittels einer Optik, bestehend aus einem
Kollimator und einer Linse (Schafter+Kirchhoff, Hamburg, Deutschland). Uber einen Spiegel wird
der Strahl nach der Linse in Richtung Flusszelle und auf die Oberseite der Blattfeder gelenkt. Von
dort aus kommt es zu einer erneuten Reflexion des Strahls, sodass der Strahl als Lichtzeiger iiber
einen zweiten Spiegel die Vierquadrantendiode erreicht (s. Abb. 3.1).

Die Blattfeder kann leicht durch duBlere Storquellen angeregt werden. Aus diesem Grund wurde
beim Bau des Kraftspektrometers z. B. darauf geachtet, dass die Eigenschwingungen der einzelnen
Bauteile des Mikroskops moglichst nicht mit der Schwingung der Blattfedern interferieren. Zudem
steht das Mikroskop auf einem Dampfungstisch, der Storquellen mit einer Frequenz von 0.7 bis
uber 100 Hz und dariiber hinaus aktiv ausgleicht bzw. passiv dampft. Der Piezotisch mit seiner
Apertur gewahrleistet einen bequemen optischen Zugang zum Glastrager von der Unterseite des
Piezotisches her. So lésst sich auf praktische Weise die Blattfeder mittels eines Objektivs und einer
CCD-Kamera durch den Glastrager filmen. Man erhélt dadurch die notige Orientierung beim
Ausrichten des Laserstrahls auf die Feder.

Fur das simultane Einlesen der Messsignale (Diodensignal und Positionssignal des Piezotisches in
vertikaler Richtung) und die Ausgabe des Positionssignals des Piezos wurde eine 16 Bit DA-
Wandlerkarte (Data Translation, Boston, USA) mit einer Samplingrate von 20 kHz eingesetzt.
Ansteuerung und Auswertung erfolgte mithilfe des Programms Igor 4.0 (Wave Metrics, Portland,
USA). Die Eichung der Blattfedern wurde mithilfe der Methode des thermischen Rauschens
durchgefuhrt.



4. Theorie

Vorrangiges Ziel dieser Doktorarbeit ist es, die mechanischen Eigenschaften von einzelnen
Proteinen, insbesondere von Filamin und der Superhelix von Myosin, zu untersuchen. Hierfur
wurden die Molekiile mit Hilfe eines Kraftmikroskops kontrolliert gedehnt. Aus den Kraft-Deh-
nungskurven konnten dann Steifigkeit und Stabilitit der Proteine bestimmt werden; unter
Berucksichtigung einiger Besonderheiten der Kraftspektroskopie, wie sie im Folgenden theoretisch
erlautert werden. Es wird sich z. B. zeigen, dass kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen den
Bildungsenergien, wie sie iiblicherweise in klassischen Proteinentfaltungsexperimenten bestimmt
werden, und der mechanischen Stabilitit eines Proteins besteht, dagegen aber die Form der
Potentiallandschaft, die der Faltung und Entfaltung des Proteins zugrunde liegt, mageblich fur
dessen mechanische Stabilitat ist. Eine weitere Besonderheit der Kraftspektroskopie liegt darin,
dass die mechanische Stabilitat einzelner Molekiile vom zeitlichen Verlauf der Belastung selbst
abhéangt - so bedingt eine erhohte Zuggeschwindigkeit einen Anstieg der Entfaltungskrafte eines
Proteins. Das dynamische Verhalten von Entfaltungskraften wird gezielt in der dynamischen
Kraftspektroskopie untersucht (s. Kap. 4.6) mit dem Bestreben, Information hinsichtlich der Form
der Potentiallandschaft sowie der Entfaltungskinetik des Proteins im unbelasteten Zustand zu
gewinnen. Im Folgenden werden die theoretischen Grundlagen der Kraftspektroskopie aus einer
thermodynamischen Sichtweise dargelegt’. Wir betrachten den Einfluss der mechanischen Grofie
Kraft auf klassische thermodynamische GroB3en wie der freien Energie (s. 4.1), Entropie (s. Kap.
4.1), freien Enthalpie (s. Kap. 4.2 und 4.3), den Reaktionsraten (s. Kap. 4.4) und der Gleich-
gewichtskonstante (s. Kap. 4.5) des Einzelmolekulsystems. Hierbei wird grundsatzlich zwischen
dem Fall des thermischen Gleichgewichts und Nichtgleichgewichts unterschieden.

Neben der mechanischen Charakterisierung der Entfaltung einzelner Proteine wurde mit Hilfe eines
neuen Messprotokolls das Kraftmikroskop ebenfalls zur Untersuchung der Faltung einzelner
Proteindominen eingesetzt. Zur Beschreibung der Faltungsdynamik der Domanen wurde ein 3-
Zustands-Ratenmodell verwendet (s. Kap. 4.7).

Auch strukturelle Informationen wie z. B. die Primarstruktur von Entfaltungszwischenzustanden
einzelner Doménen lassen sich auf Grundlage von Rontgen- oder NMR-Strukturdaten anhand kraft-
spektroskopischer Daten gewinnen. Die Beschreibung fur eine derartige Strukturanalyse ist Thema
des letzten Abschnitts 4.8.

4.1 Entropische und enthalpische Krafte

Angesichts der groen Anzahl von Konformationen eines Proteins erfolgt deren theoretische
Beschreibung mittels Methoden der statistischen Physik. Betrachten wir nun eine in Wasser geloste
Polypeptidkette, die idealerweise keine Sekundarstruktur ausbildet. Aus Sicht der statistischen
Physik stellt die Polypeptidkette eine statistische Kette dar. Aufgrund der Voraussetzung der
Entropiemaximierung im thermischen Gleichgewicht bildet die Kette bevorzugt eine im Vergleich
zu ihrer Konturlange kompakte Faltungsstruktur. In Bezug auf das kraftspektroskopische
Experiment stellt sich die Frage, wie die eingespannte verkndulte Kette auf die mechanische
Zugbelastung des Kraftmikroskops reagiert. Unabhéngig vom genauen mikroskopischen Mechanis-

* Aufgrund des Themas dieser Arbeit werden zwar die Grundlagen der Kraftspektroskopie anhand des Beispiels
der Proteine erklart, jedoch sind diese ebenfalls im Bezug auf andere Molekiilsysteme wie z. B. Zell-Zell
Adhision oder Ligand-Rezeptor-System gultig.



mus kommt es bei dullerer Belastung des Molekils zu einer Anderung der freien Energie A, und
einer damit verbundenen Gegenkraft

o) o) A
ox /) \ox )y ox )y

des Molekuls. Hierbei stellt x die Dehnung des Molekiils dar. Die Ableitung wird unter isothermen
Bedingungen betrachtet, angedeutet durch den Index 7. Druckt man die freie Energie A als Funktion
der inneren Energie U sowie der Entropie S aus, stellt der erste und zweite Term den enthalpischen
bzw. entropischen Beitrag der Gegenkraft dar. Beide Anteile fuhren zu einer positiven, attraktiven
Kraft. Bei Dehnung eines Molekiils bis auf eine Lange kleiner als seine Konturlange iiberwiegt der
entropische Kraftanteil. Die Gegenkraft beruht dann hauptsachlich auf einer Reduktion der Entropie
durch Einschriankung der Konfigurationsmoglichkeiten; die innere Energie bleibt dabei konstant.
Der enthalpische Anteil gewinnt dann an Bedeutung, wenn das Molekil eine Dehnung uiber seine
Konturlange hinaus erfahrt’. Eine Entropieabnahme bei Streckung ist verbunden mit einer Zunahme
der molekularen Ordnung des Systems. Negatives dS bedeutet aber auch Warmeabgabe, wie sie
beispielsweise bei rascher Dehnung eines Muskels beim Aufwédrmen spurbar ist. Dartiber hinaus
gibt Gl. (1) die spezielle Tatsache wieder, dass die entropische Kraft linear mit der Temperatur
ansteigt.

Zur analytischen Beschreibung des Kraft-Dehnungs-Verhaltens ist eine mathematische Modellie-
rung des realen Molekuls erforderlich. Insbesondere haben sich zwei Ansétze aus der grofen
Anzahl an Modellen bewiahrt: die freigelenkige und die wurmartige Kette. Die freigelenkige Kette
(freely jointed chain = FJC) besteht aus N starren Segmenten der Kuhnldnge /, die uiber frei
drehbare Gelenke aneinander gekoppelt sind (s. Abb. 4.1 A).

A B
FJC WLC
i
L
p
oy
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Polymermodelle FJC (A) und WLC (B).

In Abb. 4.1 B ist zum Vergleich die wurmartige Kette (,,wormlike chain“= WLC) schematisch
dargestellt. Das WLC-Modell beschreibt das Polymer als homogenen Faden konstanter
Biegefestigkeit, der auf der Skala der Persistenzlange p gerade erscheint. Obwohl man im Ansatz
des WLC-Modells von entropischen und enthalpischen Beitragen ausgeht, ist die Zuglange auf die
Konturlinge begrenzt”. Gl. (2) beschreibt als analytische Niherungsformel das Kraft-Dehnungs-
Verhalten des WLC-Modells®.

* Die Anderung der inneren Energie ist hierbei die Folge einer Anderung von Bindungswinkel und
Bindungslangen.

® Beim Kraftmikroskop greift die Messspitze das einzelne Molekiil an verschiedenen Stellen auf. Es sei daher
bemerkt, dass im Falle der Kraftspektroskopie die Konturlainge L im Folgenden fur jenen Abschnitt des
Molekiils steht, der zwischen Substrat und Spitze eingespannt ist. L. steht hier nicht fur die Gesamtlange des
Molekls.



k,T

F(x)= 2)

1( x)_z x 1
_1__ + ———
A\ L) L 4

Das WLC-Modell ist nach Gl. (2) definiert durch zwei Parameter: die Kontur- und Persistenzlange
p bzw. L (k;=Boltzmannkonstante). Die Persistenzlange stellt ahnlich wie die Kuhnlange ein Mal}
fur die Flexibilitat des Molekils dar. Fur beide Langen gilt: je kleiner, desto gro3er die Entropie des
Polymers und desto grofler der Widerstand der Kette bei Dehnung. Andererseits gilt: je groBer,
desto weniger ist das Polymer in der Lage, sich zu ,,verkndulen®.

Beide Modelle sind unabhédngig vom molekularen Aufbau des betrachteten Polymers. Das WLC-
Modell geht sogar von einem Kontinuum ohne Feinstruktur aus. Es ist daher fur gewohnlich kein
einfacher Zusammenhang zwischen den Parametern / und p und realen StrukturgroBen wie
Bindungsliangen oder der Lange einer Monomereinheit zu erwarten. Fur Dehnungen grofler als die
Konturlange des Molekuls muss fur das WLC-Modell neben der Biege- auch die
Dehnungselastizitat berticksichtigt werden. Dazu wird einfach in einem erweiterten WLC-Modell
Gl. (2) mit einem zusitzlichen Dehnungsterm erweitert, d. h. der Term x/L wird durch den Term
x/L-F/¢ ersetzt. Der Parameter ¢ steht hierbei fur die spezifische Steifigkeit des Polymers.

Die Entscheidung welches Modell, ob FJIC, WLC oder erweitertes WLC, zur Beschreibung der
Messdaten am besten geeignet ist, wird je nach Polymer empirisch getroffen. So hat sich die FIC-
Theorie zur Beschreibung flexibler Molekille wie Oligonukleotide, Polydimethylsiloxan, Poly-
sacharide und Polymethacrylat bewiahrt”'’, wihrend sich das WLC-Modell insbesondere fur die
Beschreibung des Kraft-Dehnungs-Verhaltens von DNA und Proteinen eignet®''. Wegen des rele-
vanten Kraftbereichs der in dieser Arbeit untersuchten Molekiile bis 300 pN wurde zur Beschrei-
bung des Kraft-Dehnungs-Verhaltens das WLC-Modell nach Gl. (2) herangezogen. Die gemessenen
Persistenzlangen von 0.35 bis 0.8 nm fur Filamin und Myosin stimmen mit den Flexibilitaten
anderer bereits untersuchter Proteine im entfalteten Zustand wie Titin, Spektrin, Ubiquitin etc.
iiberein'""".

4.2 Freie Enthalpie als Funktion der Kraft

Gemal des ersten Hauptsatzes der Thermodynamik ist die Anderung der inneren Energie eines
eingespannten Molekiuls dU gegeben durch die Summe der mit der Umgebung ausgetauschten
Wiarme dQ und Arbeit dW. Im Falle des eingespannten Molekuls setzt sich dW ferner aus zwei
Anteilen zusammen, namlich der Volumenarbeit PdV sowie der mechanischen Arbeit der Blattfeder
Fdx.

dU =dQ+ dW = (TdS) + (-PdV + Fdx). 3)

Fur gewohnlich sind im Experiment Temperatur 7 und der Druck P die unabhédngigen Variablen.
Mit Hilfe einer Legendre-Transformation lasst sich Gl. (3) in eine praktikablere Form, namlich als
eine Funktion der freien Enthalpie G umwandeln

dG =-5dT + Vdp + Fdx 4)
Bei konstanter Temperatur und konstantem Druck berechnet sich die notwendige Arbeit W zur
Dehnung des Molekils um eine Lange Ax zu
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Im kraftspektroskopischen Experiment erfolgt die Dehnung meist langsam genug, sodass das
System wiahrend des gesamten Experiments den Zustand eines quasi-statischen Gleichgewichts
nicht verlasst®. Damit ist die aufgewendete Arbeit W identisch mit der Anderung der freien
Enthalpie AG,,,(Ax)". Zur Berechnung von ~ AG (Ax) wird also einfach Gl. (2) nach der
Dehnung integriert. Gl. (5) gibt die schon oben erwahnte Tatsache wieder, dass zur Streckung
steiferer Molekiulle weniger Energie erforderlich ist. Generell gilt, dass sich die Beitrage der freien
Enthalpie sowie Entropie und Kraft aufgrund der Dehnung im entropischen Kraftbereich umgekehrt
proportional zur Persistenzlange p verhalten.

Dehnung

4.3 Anderung der freien Enthalpie als Funktion der Kraft

Betrachtet werden zwei Zustinde A und B eines Molekiils mit den Dehnungen x, bzw. x; bei F=0
(A, B sind z. B. gleich dem gefalteten bzw. denaturierten Zustand eines Proteins). Aus energetischer
Sicht stellen beide Zustiande Minimas an Positionen x, und x, in einer eindimensionalen Potential-
landschaft der freien Enthalpie dar (s. Abb. 4.3). Die Zustinde seien uiber eine Distanz von
Ax,_p=xz-x, entlang der mechanischen Reaktionskoordinate voneinander getrennt, wobei der
energetische Unterschied beider Zustinde AG,_,, betragt. Zwischen den Zustianden befindet sich
zudem eine Reaktionsbarriere der Hohe AG,_; und AG,_,; ausgehend von A bzw. B mit dem
Ubergangszustand 7" an Position x;. Im Folgenden wird der Einfluss einer dufleren Kraft auf die
Form der Potentiallandschaft untersucht. Fir den reversiblen Ubergang von Zustand A nach B bei
konstanter Kraft setzt sich die aus der Transformation resultierende Anderung der freien Enthalpie

aus der reversiblen Arbeit FAx,_, und der Anderung der Dehnungsarbeit AG;,”> . zusammen'*:

AG, .,(F)=-FAx, ,(F)+AG,. (F)+c (6)

Dehnung

Wegen der Verlangerung des Molekuls ist fur den Ubergang A—B die reversible Arbeit FAx
positiv, die wiederum selber von F abhangt: Ax,_4(F)=x,(F)-x,(F), mit x,(F) und x,(F) gleich der
Dehnung des Molekiils im Zustand A bzw. B bei Kraft F. Die Anderung der Dehnungsarbeit
AG, 72 st identisch mit der Differenz der Dehnungsarbeiten des Molekiils im Zustand A und B,

Dehnung

gemal GL. (5).

x(F) x4 (F)

AGp e = [F(xp)dx, - [F(x,)dx, (7)

Dehnung —

AGLTE . 1st stets positiv, da dieser Energiebeitrag aus der Umgebung (Blattfeder) bezogen wird®.

Fur die Konstante ¢ folgt c=AG,_,; aufgrund der Zwangsbedingung AG,_,(F=0)=AG,_;.

* Dies gilt, wenn kein Phaseniibergang des Systems eintritt (z. B. Entfaltung eines Proteins).

® W ist tatsiachlich eine Arbeit, die am System verrichtet wird, da beide Variablen F und x und folglich auch W
positiv sind.

¢ Fur Zustand B ist mehr Energie zur Dehnung notig als fur Zustand A (s. Gl. (5)).
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Abb. 4.3: Effekt der Kraft auf die eindimensionale Potentiallandschaft eines Zweizustandssystems. Die
Reaktionskoordinate x ist gleich der Dehnung des Molekiils. Im oberen und unteren Teil ist die Potentialland-
schaft fiur den Fall des unbelasteten bzw. belasteten Molekiils schematisch dargestellt, wobei A, T und B gleich
der native, Ubergangs- und denaturierte Zustand ist. Die Kraft bewirkt eine energetische Absenkung der
Zustande T und B i. Vgl. zu Zustand A bzw. eine Verkippung in erster Ordnung um den Betrag —Fx.

Zusammenfassend gilt:

AG, ,(F)=AG, ., -FAx, ,(F)+AG,. > (F) (8)

Dehnung

Gl. (8) ist auch fur die Ruckreaktion A<—B giltig. Hierzu werden einfach Zustand A und B
miteinander vertauscht. In erster Ordnung impliziert GI. (8), dass durch Belastung eines Molekiils
die eindimensionale Potentiallandschaft, wie in Abb. 4.3 schematisch dargestellt, um den Betrag Fx
abgesenkt bzw. zu negativen Energien hin ,,verkippt* wird. Dies hat eine Reduktion bzw. Erhohung
der Barriere AG,_, und AG,_,, zur Folge.
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4.4 Ubergangsraten als Funktion der Kraft

Reaktionen, die in Losung ablaufen, wie z. B. Proteinfaltung und — Entfaltung konnen allgemein als
eine Uberdampfte Bewegung des Molekulsystems entlang der Reaktionskoordinate angesehen
werden. Fur diesen Fall ist die Theorie nach Arrhenius heranzuziehen, nach der die Ubergangsraten
k,_und k,_,, zwischen Zustand A und B gegeben sind zu

. ~AGy_y kT

k b =W 9)

~AG_p kT
A—B .k

=w:-*e

GL. (9) beruht auf der Annahme, dass zum Ubergang von Zustand A in Zustand B - und umgekehrt -
zuerst der aktivierte Ubergangszustand T vom Molekiul iiberwunden werden muss. Die Boltzmann-
Faktoren entsprechen dabei der Wahrscheinlichkeit, dass es ausgehend von Zustand A oder B zu
einer Besetzung des Ubergangszustandes T kommt, wobei beide Faktoren exponentiell von den
Aktivierungsenergien AG,_,, und AG,_,, abhdngen. Der Vorfaktor w wird als Probierfrequenz
bezeichnet. Invertiert ist w gleich der mittleren Diffusionszeit, die das Molekul zum Erreichen des
Ubergangszustands ausgehend von Zustand A oder B benotigt. In erster Naherung wird in GI. (9)
davon ausgegangen, dass die Probierfrequenz fur beide Raten identisch ist. Mit der mechanischen
Belastung des Molekiils geht, wie oben erwéhnt, eine ,,Verkippung® der Potentiallandschaft einher,
verbunden mit einer Reduzierung bzw. einem Anstieg der Aktivierungsbarrieren. Zu den
Funktionen der kraftabhangigen Raten kommt man, wenn AG,_,; und AG,_,; aus GI. (9) durch die
entsprechenden kraftabhangigen Funktionen AG,_.(F) und AG,_(F) gemal} Gl. (8) ersetzt werden:

(AG,_p —F(xp (F)-x, (F)+AGH T, ) kg T

k, z,(F)=w-e sky J(F)=w-e

(AGBaT‘F(XT(F)—XB(F)*'AG&ZLW)/kBT (10)

Hierbei stellt k,_,(F) und k,_,(F) die kraftabhangige Dissoziations- und Faltungsrate dar. Der Effekt
von Kraft auf die Kinetik von Reaktionen wurde erstmals von Bell im Zusammenhang mit Zellad-
hision beschrieben". Bell ist dabei von einer linearen Approximation ausgegangen, bei der sich die
Barriere AG,_; bzw. AG,_, um den Betrag F(x;-x,) linear mit der Kraft reduziert bzw. um den
Betrag F(x;-x;) erhoht. Nach Gl. (8) ist diese Annahme fur Zustinde gerechtfertigt, die durch Belas-
tung nur eine geringe Dehnung, verglichen mit ihrer Konturlange, erfahren. Fur derartige Zustiande
A und B gilt dann x,(F)-x, y(F)=x(F=0)-x, (F=0)=Ax, ,_.; sowie AGY""* =0. Die Ratengleich-
ungen nach Bell konnen somit aus GI. (10) abgeleitet werden:

—(AG,_—FAx,_,.7 )/ kgT FAx,_; kgT
kA*)B(F)=(1)'e( AT a—1 ) kg =kA~>B.€ Xa—T I Kp

(1)

. (AGy_,~FAxg_ )T . FAxy_p lkgT
ky  (F)=w-e =k, e

Hierbei nimmt die Rate k,_,(F) wegen x,_,>0 ausgehend von k,_, exponentiell zu, wihrend
ky_..(F) ausgehend von k,_,, exponentiell wegen x,_,,<0 abnimmt. Die Faktoren k,_,, und k;_,, sind
gleich der spontanen Dissoziations- bzw. Faltungsrate des unbelasteten Molekiils (s. Gl. (9)).

Gl. (11) zeigt, dass bei zunehmender Kraft und der damit verbundenen Verkippung der Potential-
landschaft die Dissoziations- bzw. Faltungsrate eines eingespannten Proteins exponentiell mit der
angelegten Kraft grofer bzw. kleiner wird, wenn Zustand A den nativen und B den denaturierten
Zustand des Proteins reprasentiert. Gefaltete Proteine stellen z. B. aus mechanischer Sicht starre
Strukturen dar; deren kraftabhingige Dissoziationsrate wird uber GIl. (11) beschrieben.
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Im Folgenden wird der Einfluss von Kraft auf eine weitere thermodynamische Grofe, die
Gleichgewichtskonstante, erlautert.

4.5 Gleichgewichtskonstante als Funktion der Kraft

Anhand des Verlaufs von Kraft-Dehnungskurven kann schnell abgelesen werden, ob der
kraftinduzierte Konformationsuibergang eines Probenmolekils entweder im thermischen Un- oder
Gleichgewicht stattfindet: Sind namlich die Dehnungs- und Entspannungskurven aquivalent, erfolgt
der Ubergang im Gleichgewicht, wogegen bei Auftreten einer Hysterese zwischen den Kurven
Ungleichgewicht vorliegt - man spricht dann von elastischen bzw. inelastischen Molekulen.

Bisher konnte kein Nachweis fur ein elastisches Protein erbracht werden. Fur Proteine wie Titin,
Ubiquitin oder Tenascin wurde in zahlreichen kraftspektroskopischen Studien ein inelastisches
Dehnungsverhalten beobachtet'"'*'°. Die Molekiile wiesen eine sukzessive Verlangerung ihres
Molekulruckgrats als Konsequenz der Entfaltung einzelner Untereinheiten der Molekile- den
Proteindomiénen - auf. Diese entfalten bei mechanischer Belastung irreversibel und unabhédngig
voneinander, mit der Folge, dass bei nachfolgender Entspannung der Proteine eine Hysterese in den
Messkurven zu beobachten ist. Auf die theoretische Beschreibung der Entfaltung inelastischer
Proteine wird noch im néachsten Kapitel ausfuhrlich eingegangen werden.

Im Gegensatz zum Ungleichgewicht ist fur den Fall des thermischen Gleichgewichts neben der
kraftinduzierten Entfaltung auch die Moglichkeit zur Ruckfaltung des Molekils bei angelegter
Kraft gegeben. Beispiele fur elastische Molekiile sind DNA, Polyethylenglycol oder Dextran®”"".

Zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstante als Funktion der Kraft betrachten wir nun ein
elastisches Molekul mit N Untereinheiten, die unabhéngig voneinander entweder die Konfiguration
A oder B aufweisen (z. B. A=nativer Zustand, B=denaturierter Zustand). Im gedehnten Zustand
besitzen die Segmente nach GI. (5) die Eigenenergien

Gy =Gpi ™" + G, ,(F =0). (12)

Dehnung

Es wird angenommen, dass Hin- und Rucktransformation zwischen Zustand A und B fur jedes
Molekillsegment sehr schnell im Vergleich zur experimentellen Zeitskala ist; das Molekul erreicht
quasi sofort das thermodynamische Gleichgewicht. Fur das Molekil als kanonische Gesamtheit mit
n Untereinheiten im Zustand A und (N-n) in Zustand B gilt die Boltzmann-Statistik. Die
Zustandssumme fur das System berechnet sich zu

v i

Der Binomialkoeffizent gibt die Anzahl aller Permutationen der n Untereinheiten aus N-
Mboglichkeiten wieder. Die Gesamtlange des gedehnten Molekiils ist,

x(n)=nx, +(N-n)x, (14)
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mit x, und x, den Langen des belasteten Segments in Zustand A bzw. B. Die mittlere Kraft bei
konstanter Lange erhalt man durch Ableitung der Zustandssumme nach Linge x des Molekils bei
konstantem 7" und N:

; - (AGA_)B+AGA_’B +kBT1n( L )) (15)
X

(XB _ XA) Dehnung N -n

(F)= —kT(

&an) 1
T,N

Hierbei wurde zur Losung der Ableitung die Stirling Naherung verwendet. Auflosung nach der
Gleichgewichtskonstante K=n/(N-n) ergibt:

(F) = N(E) (MG, -Fxy-x )+ AGATE ) ks T _ o MGan (F)/kaT (16)

" N-n(F)

mit AG,_4F) aus GI. (8). Die Gleichgewichtskonstante K kann alternativ aus Gl. (11) abgeleitet
werden, da fur K auch die Identitat K(F)=k,_4(F)/ky_.(F) gilt. In Abb. 4.5 ist die Besetzungs-
wahrscheinlichkeit P/B] fur Zustand B als Funktion der Kraft F, berechnet nach GIl. (16)
dargestellt. Fur Zustand A und B wurden die Persistenzlangen 40 bzw. 0.4 nm angenommen. Fur
AG,_ =10, 30, 40, 70 und 90 kT kommt es bei einer mittleren Kraft von ca. 40, 77, 109, 140 bzw.
170 pN zu einem Phaseniibergang von A nach Zustand B?, wobei die Besetzungswahrscheinlichkeit
des denaturierten Zustands mit ansteigender Kraft kontinuierlich groBer wird.

0.8
0.6
— 10kT
—~ — 30kT
o
= 50 kT
70 kT
0.4 90 kT
0.2
0.0 T T T T T
0 50 100 150 200
Kraft [pN]
Abb. 4.5: Besetzungswahrscheinlichkeit des denaturierten Zustands als Funktion der Kraft, berechnet fur

verschiedene Werte fur AG, _ ;= 10, 30, 50, 70 und 90 kT. Fir A und B wurde eine Konturlinge von 2 bzw. 3
nm angenommen.

Das Ungleichgewicht bei der Entfaltung von Proteinen lasst sich auf die Verkippung der asymme-
trischen Landschaft zuriickfuhren; der entfaltete Zustand B wird hierbei im Vergleich zu A so stark
energetisch favorisiert, dass keine Ruckfaltung mehr auftritt. Dieser Fall ist Thema des folgenden
Abschnitts, in dem die Prinzipien der dynamischen Kraftspektroskopie erlautert werden.

* Es handelt sich hierbei um einen Phasentibergang zweiter Ordnung.
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4.6 Dynamische Kraftspektroskopie

Im kraftspektroskopischen Experiment werden einzelne Molekiile mit konstanter Ziehgeschwin-
digkeit v, gedehnt. Wie bereits gezeigt, fuhrt dies zu einer Verkippung der Potentiallandschaft,
verbunden mit einer Favorisierung des dissoziierten Zustands des Systems. Der Prozess der
Dissoziation ist ein thermisch induzierter Prozess, d. h. das Uberwinden der Barriere kann zu jeder
Zeit bei jeder Kraft in Folge von thermischen Fluktuationen auftreten. Der Dissoziations-vorgang
ist ein stochastischer Prozess: Entfaltet man eine Proteindomédne mehrmals bei gleicher
Ziehgeschwindigkeit, so beobachtet man eine Verteilung an Entfaltungskraften. Die Kraft, bei der
die Verteilung ihr Maximum aufweist, ist dabei ein Ma@ fur die mechanische Stabilitit der Doméne.
Im Folgenden wird gezeigt, dass die Stabilitit von der Ziehgeschwindigkeit v, sowie von der
Potentialbreite Ax abhéngt, jedoch nicht von AG,_,,, der Bildungsenergie.

Unter der Annahme, dass Ruckfaltung (Ubergang B—A) vernachlassigt werden kann (Ungleich-
gewicht!), gilt fur die Abnahme der Anzahl der nativen Dom#nen N, (A=nativer Zustand) pro Zeit
Gl. (17).

dN,
dt

-k, 4N, (17)

Hierbei ist k,_,, die Rate fur den Ubergang des Proteins vom nativen in den denaturierten Zustand.
Teilt man Gl. (17) durch die Gesamtzahl der Domanen N, erhilt man die Anderung der Besetzungs-
wahrscheinlichkeit dP, des gefalteten Zustands pro Zeitintervall dr:

dP, d(N,/N) N
A R s
Die Losung fur P, ergibt sich aus Integration von GI. (18):
P, (1) =exp(- [k, _;(t)dr"). (19)
0

Fur die Verteilung der Entfaltungskrafte ist jedoch die Besetzungswahrscheinlichkeit des entfalteten
Zustands B gleich P, mal3geblich. Da gilt P, =1- P, (1), ist

PB(t)=1_exp(_]kA—>B(t‘)dt')‘ (20)

Bei Kraftmessungen wird die Doméne mit einer wachsenden Kraft belastet:

F(t)=v, k. (F)t. 21)

Gesamt

Im Fall einer zwischen Substrat und Blattfeder eingespannten Doméne sind zwei Federn in Serie -
die Blattfeder und der elastische Teil des Molekuls, der bereits entfaltet ist - an die Domane
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gekoppelt. Demnach hangt &,,,,, von der Federkonstante der Blattfeder &, und von der Federkon-
stante des Molekils k,,,, ab. Letztere ist eine Funktion der Kraft, sodass insgesamt gilt:

kFeder ) kMoZ (F)
kFeder + kMol (F)

kGesamz (F) = (22)

Mit Hilfe von GI. (21) lasst sich eine Koordinatentransformation durchfiihren, bei der die Zeit t
durch die Kraft F in Gl. (20) ersetzt wird:

Py(F) =1=exp(= [ kyy (F)——dF") 23)
0 F(F")

mit F als neuer Integrationsvariable und
vpk

F F! — Feder 24
( ) 1 + (kFeder /kMol(F')) ( )

der so genannten Kraftladungsrate. Fur die Beschreibung der Entfaltung ,.steifer Doménen fur
k,_p(F) gilt die Bell’sche Naherung (s. Gl. (11)). Durch Differenzieren von Gl. (23) nach der Kraft
erhalt man schlieBlich die Verteilung der Dissoziationskrafte

dP,(F) 1 T N
P(F) = =2 = = ki (F)——exp(= [ Ky oy (F) ———dF"). (25)

F(F) 0 F(F")

Das Maximum der Verteilungsfunktion befindet sich an Position F *, der Kraft, bei der die Wahr-
scheinlichkeit zur Entfaltung der Domine am groften ist. Fur F gilt:

d(dpP, .\ _
E( L (F )) 0. (26)

F" stellt daher ein MaB fur die mechanische Stabilitit der Domane dar. In erster Naherung sei die
Kraftladungsrate dF/dt=konstant. Man erhilt fur F~ eine logarithmische Abhingigkeit von der
Kraftladungsrate:

. kT | F Ax,,

In 5
Ax k kT

A—B

F

(27)

Hierbei ist entsprechend nach Gl. (11) Ax,_,; gleich der Potentialbreite und k,_,, gleich die spontane
Entfaltungsrate. Wie schon eingangs erwéhnt, hiangt also die mechanische Stabilitat in erster
Naherung logarithmisch von der Zuggeschwindigkeit v, bzw. von der Kraftladungsrate dF/dt ab.
Um Aussagen uiber die Form der Energielandschaft zu treffen, wird bei der dynamischen Kraftspek-
troskopie die Stabilitat von Proteindoménen bei verschiedenen Zuggeschwindigkeiten untersucht.
Aus der linearen Abhédngigkeit der Entfaltungskriafte der Domédnen vom Logarithmus der Zugge-
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schwindigkeit kann dann nach GIl. (27) uber einen linearen Fit die Steigung und damit die
Potentialbreite Ax,_,; bestimmt werden. Eine weitere Moglichkeit die Parameter Ax,_, und k,_, zu
quantifizieren, ist es, die theoretische Verteilung (s. Gl. (25)) an die gemessene Krafteverteilung
anzupassen. Beide Verfahren wurden zur quantitativen Analyse der Messdaten in Kap. 6.2 und 6.3
verwendet. Wie aus GI. (27) ersichtlich, existiert kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen den
Bindungsenergien und der mechanischen Stabilitat eines Proteins. Vielmehr bestimmt die Form, d.
h. die Potentialbreite und die Barrierenhohe, mafigeblich die mechanische Belastbarkeit: Chemische
Stabilitat kann daher nicht mit mechanischer Stabilitat gleichgesetzt werden.

AbschlieBend noch eine wichtige Erganzung zur dynamischen Kraftspektroskopie: Wegen der
Bewegung der Blattfeder durch das Medium kommt es bei den Messungen zu einer Uberlagerung
der Dehnungskrafte des eingespannten Molekiils mit hydrodynamischen Kraften, welche auf die
Blattfeder wirken. Diese sind proportional zur Zuggeschwindigkeit v,. Zur quantitativen Analyse
der gemessenen Entfaltungskrafte F,,,,,,. ist es erforderlich, den Beitrag der hydrodynamischen

Krafte auszuschliefen. Man erhalt somit die korrigierten Entfaltungskriafte F,,, mit

FReal =F kMal ). (28)

Messung + FReibung(
kMol + kFeder

Der zweite Term gibt die Reibungskraft im Moment der Entfaltung an. F
halben Hysterese zwischen Hin- und Ruckfahrkurve der freien Blattfeder.

ist hierbei gleich der

eibung

4.7 Ratenmodell der Dreizustandsfaltung

In der bisherigen Betrachtung ist man von 2 Zustinden ausgegangen, die ein Protein einnehmen
kann. Derartige Proteine werden deshalb auch als Zwei-Zustands-Falter bzw. -Entfalter bezeichnet.
Neben dieser Proteinklasse existieren noch weitere Arten von Proteinen, die wéahrend ihrer Faltung
und Entfaltung stabile Zwischenzustinde einnehmen. Diese werden je nach Anzahl der
intermediaren Zustande als 3-Zustands-, 4-Zustands-Falter etc. klassifiziert. Bei den Zwischen-
zustanden unterscheidet man grundsatzlich zwischen obligaten und nicht-obligaten Zustanden, d. h.
ob zur Faltung die Bildung eines Zwischenzustands notwendig ist oder nicht. Zur Interpretation der
Daten in Kap. 6.3 wird das Reaktionsschema (29), das Schema eines 3-Zustands-Falters angewen-
det.

U—-sj—L N (29)

Es beschreibt den Ubergang eines Proteins vom Ausgangszustand U (denaturierter Zustand) in
seinen Endzustand N (nativer Zustand) uiber einen obligaten Zwischenzustands I bei den Raten %,
und k,. Spontane Entfaltung von I nach U bzw. N nach U wird vernachléssigt. Obiges Reaktions-
schema fuhrt zu folgenden Differenzialgleichungen fur die Besetzungswahrscheinlichkeiten der drei
Zustande [U], [I] und [N]:

AN _ 17y 41O

5 P k,[1](7) (30)
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Unter Beruicksichtung der Randbedingungen [U](#)+[1]()+[N](#)=1, [U](#=0)=1 und [F](=0)=0
kommt man zu folgenden Endergebnis:

. R ok — (R _
[U](t) = exp(=k,t);[F1(t) = -k exp(—k,t) ((k1 s + Dexp(-k,t) +1. 3D

4.8 Analyse des Konturlangenzuwachses einer 3-Zustands Protein-Domine

Betrachten wir nun eine native Proteindoméane mit insgesamt N aa, die itber zwei denaturierte
Peptidketten (,,Spacern®) zwischen AFM-Spitze und Unterlage eingespannt ist. Die Proteindoméne
sei ein 3-Zustands-Entfalter mit einem stabilen obligaten Zwischenzustand. Die Konturlange des
gesamten Molekills im nativen Zustand ist gleich L, (s. Abb. 4.8).

LN = L Spacer | + ETIE(1 ) +
—\\\MU—

L= Lopperr + nd + ETE(n+1)+
1 1 I} {
I I 1

I‘U = Spacer| + N-d + .
I I : I 1

Abb. 4.8: Konturlingendnderung einer Proteindomédne mit stabilem Entfaltungszwischenzustand.

Die Domiine ist iiber zwei Spacer an Spitze und Substrat gebunden (Lg,,,; (blau) und Lg,,..;; (gelb)). Bei
dem Parameter d und der Funktion ETE (,End-To-End-Distance”) handelt es sich um die
Konturlingendnderung pro entfalteter aa bzw. um den Abstand einzelner aa in der Domaine i. Vgl. zum
C-Terminus der Domadne. Ly, L; und Ly sind die Konturlingen des eingespannten Molekiils, wenn sich
die Domidne im nativen, intermedidren bzw. entfalteten Zustand befindet. Die roten und griinen
Abschnitte stehen fiir die aa der Domine, die im ersten bzw. zweiten Schritt entfalten.

Durch mechanische Belastung des Molekuls entfalten zuniachst n aa, wahrend N-(n+1) aa den
stabilen Zwischenzustand bilden. Es kommt zu einer Verlangerung des Molekiils um ALI/=L,-L,,
mit L; gleich der Konturldnge des Molekuls mit der Doméane im Zwischenzustand (Abb. 4.8, Mitte).
In einem zweiten Schritt verlangert sich das Molekul um die Lange AL2=L,-L, erneut; die Domane
ist jetzt komplett entfaltet, und die Konturlinge des eingespannten Molekuls betragt L, (Abb. 4.8,
Unten). Geht man davon aus, dass die Struktur der aa, die den Zwischenzustand bilden, nach dem
ersten Entfaltungsschritt erhalten bleibt, kann eine Strukturanalyse der Priméarstruktur des
Zwischenzustands unter Verwendung von NMR- oder Rontgenstrukturdaten auf einfache Weise
durchgefuhrt werden. Dazu wird der End-zu-End-Abstand aller aa der Domine zu einem Aufpunkt,
z. B. der C-terminalen aa als Funktion von aa (i. F. ETE(aa)) aus den Strukturdaten errechnet.
Zudem muss der Langenzuwachs pro entfalteter aa gleich d bekannt sein. Zur Bestimmung der
Anzahl der aa, die im ersten Schritt freigesetzt werden (=n) bzw. der Primarstruktur des Zwischen-
zustands, wird schlieBlich folgende Gleichung verwendet,

nd + ETE(n +1) =0.5(Nd + ETE(1) - (AL2 — AL1)) (32)

die sich aus den theoretischen Konturlangenanderungen AL/ und AL2 aus Abb. 4.8 ergibt. Fur ALI
und AL2 werden dann die experimentell bestimmten Werte in Gl. (32) eingesetzt.
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5. Probenmolekiile

In der Biologie werden lebende Organismen in 2 Gruppen eingeteilt: Die Prokaryonten und
Eukaryonten. Organismen wie Bakterien gehoren den Prokaryonten an, wahrend Tiere, Pflanzen
und Pilze Vertreter der Eukaryonten sind. Letztere konnen als Mehrzeller aus mehreren Arten von
eukaryotischen Zellen aufgebaut sein. Im Gegensatz zu den prokaryontischen besitzen eukaryon-
tische Zellen einen Kern, der das Erbgut der Zelle enthalt. Eukaryotische wie prokaryotische Zellen
grenzen sich durch eine Hulle, der sog. Zellmembran, von der Umwelt ab. Das Zytoskelett, bis vor
kurzem noch eine Besonderheit ausschlieBlich von eukaryotischen Zellen, unterstutzt die
Zellmembran und stellt das mechanische Geriist der Zelle dar'®. Neben seinen statischen
mechanischen Eigenschaften zeichnet es sich durch seine Dynamik aus. Es ist in der Lage, den
Lebensbedingungen und Anforderungen der Zelle entsprechend, sich auf- und wieder abzubauen.
Eine starke Umstrukturierung des Skeletts ist erforderlich, wenn z. B. die Zelle eine Teilung eingeht
oder sich fortbewegt. Die passiven mechanischen Eigenschaften des Zytoskeletts gehen letztlich auf
dessen molekulare Bausteine, die Zytoskelett-Proteinen zuruick.

Ziel dieser Arbeit war es, die mechanische Eigenschaften zweier Zytoskelett-Proteine, Myosin II
und Filamin oder abp 120 (i. F. ddFLN) am einzelnen Molekiil zu untersuchen, um damit speziell
im Fall von ddFLN eventuell Ruickschluisse auf dessen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften
des Zytoskeletts ziehen zu konnen. Zudem wurde eine quantitative Bestimmung der Faltungskinetik
der Probenmolekiile mittels Kraftspektroskopie am einzelnen Molekil angestrebt.

A B C D

Abb. 5: A) Band-Darstellung einer rechtsgangigen a-Helix. Die Struktur wird uber Wasserstoff-
bruckenbindungen (orange Linien) stabilisiert. B) Jede CO-Gruppe ist mit der NH-Gruppe einer Peptidbindung
iiber eine H-Briucke verbunden, die jeweils vier Aminosaurereste (R) entfernt in derselben Kette vorliegt. C) Die
Ketten der p-Faltblattstruktur liegen nebeneinander mit H-Briicken zwischen der CO-Gruppe der einen und der
NH-Gruppe einer anderen Peptidbindung der benachbarten Kette. D) Mehrere Ketten konnen ausgedehnte
Faltblattstrukturen bilden. Dabei verlaufen die Ketten entweder in entgegengesetzter (antiparalleles Faltblatt)
oder gleicher Richtung (paralleles Faltblatt; nicht dargestellt). Die Ketten konnen entweder vom gleichen oder
einem anderem Peptid stammen.
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Die Probenmolekiile Myosin II und ddFLN sind aus zwei grundlegenden Strukturmotiven der
Proteinfaltung aufgebaut: Die a-Helix und das B-Faltblatt (s. Abb. 5). Die als Sekundarstrukturen
bezeichneten Konformationen der Peptidkette sind eine Konsequenz intramolekularer Wechsel-
wirkungen. Abb. 5 A und B zeigen schematisch die Struktur einer rechtsgingigen a-Helix, einer der
am haufigsten vorkommenden Sekundarstrukturen. Die Peptidkette ist hier schraubenformig
gewunden, sodass auf jede Umdrehung der Helix 3.6 Aminosaurereste entfallen. Stabilisiert werden
a-Helices durch Wasserstoff-Briicken zwischen den NH- und CO-Gruppen von Aminosaureresten,
die in der Kette jeweils um 4 Positionen voneinander entfernt sind. Wasserstoff-Briicken haben
auch bei den Faltblattstrukturen den grofiten Anteil am Zusammenhalt der Struktur, bilden sich aber
im Gegensatz zur o-Helix zwischen weiter auseinanderliegenden Abschnitten der Polypeptidkette,
aber auch zwischen verschiedenen Ketten aus (s. Abb. 5 C). Verlaufen beide Stringe in entgegen-
gesetzter Richtung, spricht man von einem antiparallelen Faltblatt (s. Abb. 5 D), laufen sie gleich-
sinnig, liegt ein paralleles Faltblatt vor. Im Folgenden werden die Probenmolekiille Myosin II und
ddFLN vorgestellt und in ihren strukturellen Eigenschaften beschrieben.

5.1 Myosin II

Das Zytoskelett ist ein feinmaschiges Netzwerk, das sich aus drei Arten von Protein-Filamenten
zusammensetzt: Mikrotubuli, Aktinfilamente und Intermediarfilamente. Neben seiner Rolle als
mechanisches Geruist der Zelle sowie seiner Funktion als Motor der Zellbewegung dient es
zusiatzlich als ,,Schienensystem* fur den Stofftransport innerhalb der Zelle. Das Protein Myosin II
ist ein Motorprotein und besitzt die Fahigkeit, unter Verbrauch von chemischer Energie an
Aktinfilamenten entlangzuwandern. Myosin war und ist Thema zahlreicher aktueller
Forschungsarbeiten, vor allem im Zusammenhang mit dem Mechanismus der Muskelkontraktion;
hierbei hat man z. B. festgestellt, dass die Kontraktion auf molekularer Ebene letztlich auf eine
Konformationsianderung der Myosinstruktur unter Hydrolysierung von ATP zuriickgeht".

Abb. 5.1.1 A zeigt das elektronenmikroskopische Bild eines Myosin II Molekuls®. Fir die
kraftspektroskopischen Untersuchungen wurde das Molekiil aus Hasen extrahiert. Myosin ist ein
Hexamer, das sich aus 2 schweren Peptidketten (HMM) und 4 leichten Ketten (LMM) zusammen-
setzt (s. Abb. 5.1.1 B). Das Monomer besitzt einen globularen Kopf, der sich zum Ende hin in
einem 150 nm langen Schwanz fortsetzt (= schwere Ketten; s. Abb. 5.1.1 B). Als Sekundarstruktur
weist der Schwanz eine langgestreckte a-Helix mit Wiederholungen eines charakteristischen
Aminosdure-Sequenzmotivs auf, welches man als Heptaden (Siebener)-Wiederholung bezeichnet.
Dieses Motiv, bestehend aus 7 Aminosauren ist fur die Bildung von linksgangigen Doppelwendel-
Dimeren (Superhelix) aus zwei parallel verlaufenden a-Helices verantwortlich (s. Abb. 5.1.1 B,
o).

Die Einteilung der 20 verschiedenen Aminosduren von Proteinen erfolgt einerseits nach der
chemischen Struktur ihrer Seitenketten, andererseits nach deren Polaritat. Zu den stabilisierenden
Wechselwirkungen zwischen Aminosauren gehoren Wasserstoff-Briicken, kovalente Bindungen
(Disulfid-Brucken) und elektrostatische Wechselwirkungen. Ein weiterer, besonders wichtiger
Stabilisierungsfaktor bei der Proteinfaltung ist der hydrophobe Effekt: Proteine gehen eine Faltung
in der Weise ein, dass die aa mit apolaren (hydrophoben) Seitenresten moglichst im Inneren der
Faltungsstruktur lokalisiert sind, wahrend die polaren (hydrophilen) aa an der Oberflache der
Struktur im direkten Kontakt mit der wassrigen Umgebung stehen.

Innerhalb der Heptaden-Wiederholung befindet sich jeweils eine hydrophobe Aminosdure an
Position 1 und 4. Aufgrund des hydrophoben Effekts kommt es zu einer Anlagerung mehrerer
dieser hydrophoben Seitenreste zweier komplementarer a-Helices, sodass die Kontaktflache der
apolaren Seitenketten zum Wasser hin minimal ist. Es ensteht ein Dimer mit linksgéngiger
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Abb. 5.1.1: A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Myosin-Molekiils'. B) Schematische Darstellung
des Muskelmotors Myosin. Myosin ist ein Hexamer, das aus zwei identischen schweren Peptidketten und vier
leichten Ketten zusammengesetzt ist und als Monomer die Gestalt eines Hockeyschlagers hat. Die beiden o-
helikalen schweren Ketten bilden zusammen eine linksgangige Superhelix aus. C) Rontgenstruktur des Myosin-
Schwanzes.

Superhelix-Struktur (s. Abb. 5.1.1 C). AuBerdem weist die Heptaden-Wiederholung der
linksgangigen Superhelix charakteristischerweise polare aa an Position 5 und 7 auf. Sie bewirken
eine zusatzliche Stabilisierung der Superhelix durch deren elektrostatische Wechselwirkung
untereinander. Die Stabilitdt der Superhelix hangt demnach auch von der Ionenkonzentration und
dem pH-Wert der Umgebung ab. Die zwar einfache, aber sehr vielseitige Superhelix-Struktur ist
eine der wenigen Faltungsmotive, die direkt anhand ihrer Primédrsequenz mit groBer Wahrschein-
lichkeit vorhergesagt werden konnen.

8 10

12

Abb. 5.1.2: Der schematische Aufbau von Haaren. Alle Strukturelemente sind der Grofle nach nummeriert:
(1) a-Helix; (2) Superhelix; (3) Protofilament; (4) Proto-, (5) Mikrofibrille; (6) Interfilamentmaterial; (7)
Makrofibrille; (8) Paracortexzelle; (9) Ortho-, (10) Paracortex; (11) Endo-, (12) Exi-, (13) Epicuticula; (14)
Cuticula.
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In Kap. 6.1 werden Ruckschliisse aus der Dehnbarkeit der molekularen Superhelix-Struktur auf das
mechanische makroskopische Verhalten von Haaren sowie Wolle gezogen. Im Folgenden wird
daher kurz erlautert, inwieweit die Superhelix am Aufbau von Haaren beteiligt ist”*: Haare, aber
auch Wolle, Federn, Nagel etc. bestehen uiberwiegend aus dem Strukturprotein Keratin. Grund-
baustein von Keratinen sind zum Grofteil rechtsgangig o-helikal gewundene Peptidketten, die in
dimerisierter Form eine linksgangige Superhelix-Struktur bilden - die gleiche Struktur, wie sie auch
der Myosin-Schwanz aufweist. Die nachste grolere Struktureinheit mit einem Durchmesser von 3
nm ist das Protofilament, das sich aus 4 aggregierten Superhelices zusammensetzt. 8 Protofilamente

wiederum aggregieren zu einem Intermedidr-Filament mit einem Durchmesser von 10 nm usw. (s.
Abb. 5.1.2).

5.2 ddFLN

Das Protein ddFLN, ein Aktin-bindendes Protein, besitzt ein molekulares Gewicht von 120 kD und
wird in den Zellen des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum exprimiert. Das Protein gehort der
groBen Familie der Filamine an und wird auch als ABP120 bezeichnet™. Die biologische Funktion
der Filamine liegt in der Vernetzung von Aktin-Filamenten des Zytoskeletts. Ferner sind Filamine
fur die Verankerung von Aktin-Filamenten an die Zellmembran verantwortlich. Abb. 5.2 A zeigt
schematisch die Struktur von ddFLN. An den beiden Enden (N-Termini) des stabformigen
Molekils befinden sich sog. Aktin-bindende Domanen (ABD), die, zusammen mit der Fahigkeit
des Molekills eine Dimerbindung einzugehen, dessen biologische Funktion gewahrleisten. Das
Monomer ist aus 6 homologen Ig (Immunoglobulin)-Faltungsdomédnen und der ABD am N-
Terminus zusammengesetzt. Die Dimerisierung basiert auf einem Uberlapp der Monomere
zwischen den Dominen 6, sodass die Monomere antiparallel gegeneinander ausgerichtet sind. Wie
McCoy et al. anhand einer rontgenspektroskopischen Analyse zeigen konnten, basiert die Dimer-
bindung auf insgesamt 6 Wasserstoff-Briicken zwischen B—Faltblatter der beiden Doménen 6>,

Abb. 5.2: A) Schematische Darstellung des nativen Aktin-bindenden Proteins ddFLN. Das Molekiil setzt
sich als Monomer aus insgesamt 6 homologen Immunoglobulin Doméanen und einer Aktin-bindende Domane
(ABD) zusammen. Die Dimerbindung beruht auf einen Uberlapp zwischen den Doméanen 6. B) NMR-Struktur
von ddFLN4%, Die 7 Faltblatter sind der Reihe nach mit Buchstaben gekennzeichnet.

Abb. 5.2 B zeigt die NMR-Struktur fur Doméane 4 von ddFLN (i. F. ddFLN4), wie sie von Fucini et
al. bestimmt wurde®. Wie alle anderen ddFLN-Dominen — die ABD ausgenommen - weist ddFLN4
im nativen Zustand eine Ig-Faltungsstruktur auf. Dieses hdufig vorkommende Faltungsmotiv besitzt
eine fassformige Struktur, die sich aus mehreren antiparallelen f—Faltblattern zusammensetzt- 7 im
Falle von ddFLN. Fur die kraftspektroskopische Untersuchung wurden mehrere Konstrukte auf
Basis des nativen ddFLN-Proteins mit biotechnologischen Methoden entwickelt: ddFLN1-6 mit
insgesamt 12 Ig-Doménen aber ohne ABD, ddFLN1-5 ebenfalls ohne ABD mit insgesamt 5 Ig-
Dominen, ohne Domiane 6. Fur die Mutationsexperimente wurden Mutanten von ddFLN1-5
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expremiert, die 5 zusatzliche Glycine an verschiedenen Schlaufen der Ig-Struktur von ddFLN4
aufweisen (s. Anhang). Des Weiteren wurden zur Untersuchung einzelner ddFLN-Dominen diese
in ein 8-mer des Muskelproteins Titin eingebaut.
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6. Ergebnisse

Die nachfolgenden Kapitel fassen den Inhalt der Publikationen dieser Arbeit kurz zusammen. Zum
besseren Verstandnis sowie zur Komplettierung werden hierbei auch bisher unveroffentlichte
Ergebnisse vorgestellt. Fur detaillierte Informationen sei an dieser Stelle auf die Veroffentlichungen
im Anhang verwiesen.

In Abschnitt 6.1.1 werden die besonderen mechanischen Eigenschaften der Superhelix-Struktur von
Hasen-Myosin II vorgestellt. Erstmals konnte in der Veroffentlichung ,,The myosin coiled-coil is a
truly elastic protein structure® der Nachweis fur ein Protein mit elastischen Dehnungseigenschaften
gefuhrt werden. Die kraftspektroskopische Untersuchung eines weiteren Cytoskelett-Proteins, dem
Aktin-bindenden Protein ddFLN, zeigte, dass im Gegensatz zu Myosin ddFLN ein inelastisches
Protein darstellt mit der besonderen Eigenschaft, dass eine seiner Faltungsuntereinheiten ddFLN4
als einzige Domine einen stabilen Zwischenzustand bei der mechanischen Entfaltung bildet (s. Kap.
6.2). Alle Ergebnisse und Diskussionen hiertiber sind in der Publikation ,,A mechanical unfolding
intermediate in an actin-crosslinking protein zusammengefasst. In der jungsten Publikation ,, The
folding pathway of a fast folding immunoglobulin domain revealed by single molecule mechanical
experiments* wird die kraftspektroskopische Analyse auf die Faltungseigenschaften von ddFLN hin
erweitert. Die Kraftspektroskopie erweist sich hierbei als effektive Methode bei der quantitativen
Analyse der Faltungskinetik sogar einzelner Proteindoménen (s. Kap. 6.3).

6.1.1 Die mechanischen Eigenschaften der Superhelix-Struktur

25 pN

100 —

50 —

Kraft [pN]

1 1 T
0 100 200 300 0 100 200

Dehnung [nm]

Abb. 6.1.1: A) 3 Dehnungs- und Entspannungszyklen der Superhelix-Struktur von Myosin II aus einer
Serie von uber 20 Zyklen. Dehnungskurve (rot) und Entspannungskurve (blau) weisen lediglich eine kleine
Abweichung im griin markierten Bereich auf®. B) Vergleich zwischen theoretischem Fit (schwarze Graphen) und
Daten. Daruber schematisch die Superhelix-Struktur, deren Segmente in Abh#angigkeit von der Kraft
entsprechend eines Zwei-Zustandmodells entweder in ihrem entfalteten oder gefalteten Zustand vorliegen.

* Die Abweichung beider Graphen am zweiten Kraftanstieg ist auf thermische Drift der Blattfeder
zurickzufuhren.
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In Abb. 6.1.1 A sind 2 typische Kraft-Dehnungskurven (rot: Dehnung; blau: Entspannung) von
Hasen-Myosin II aus einer Serie von insgesamt uber 20 Dehnungs- und Entspannungszyklen
dargestellt. In allen Zyklen war das gleiche mechanische Verhalten des Molekuls zu beobachten.
Wie in Kontrollexperimenten mit rekombinanten Myosin ohne Kopfe gezeigt werden konnte, geht
das gemessene Dehnungsverhalten des Molekiils ausschlieBlich auf den Myosin-Schwanz mit seiner
Superhelix-Struktur zuriick - die mechanischen Eigenschaften der Myosin-Kopfe sind in Bezug auf
die Dehnbarkeit des gesamten Molekiils vernachlassigbar. Auch wurden Myosine aus anderen
Quellen untersucht: Myosine des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum wiesen ein aquivalentes
mechanisches Verhalten auf.

Wie in Abb. 6.1.1 A zu sehen, liegt bis ca. 120 nm Dehnung noch keine Kraft am Molekul an. Erst
bei Dehnung im Bereich der Konturldnge des eingespannten Molekiils baut sich eine Gegenkraft
auf. Durch das willkurliche Aufgreifen der Molekiile an verschiedenen Stellen variiert die Position
des ersten Kraftanstiegs in einem Dehnungsbereich zwischen 60 und 140 nm. Diese Beobachtung
ist konsistent mit der tatsachlichen Lange des Myosin-Schwanzes, welche fur Hasen-Myosin II 150
nm betragt. Nach dem ersten Kraftanstieg weisen die Kraft-Dehnungskurve zwischen ca. 20 und 30
pN ein ausgeprigtes Kraftplateau auf, bei dem das Molekill eine starke Strukturanderung bei
geringer Kraftzunahme eingeht und sich auf uiber das Doppelte seiner Lange dehnt. Fur Kréfte
groBer als ca. 30 pN ist ein weiterer deutlicher Kraftanstieg festzustellen.

Die Uberdehnung von Myosin ist ein nahezu reversibler Prozess: Bei Entspannung des Molekils
folgt die Entspannungskurve (blau) - bis auf die kleine Abweichung (griine Flache) am ersten Kraft-
anstieg - der Dehnungskurve (rot). Die Superhelix von Myosin ist daher als eine Struktur mit
elastischen mechanischen Eigenschaften anzusehen. Der kraftinduzierte Konformationsubergang
vom gefalteten zum entfalteten Zustand des Molekiils ist reversibel und erfolgt im thermischen
Gleichgewicht (s. Kap. 4.5). Neben der Reversibilitit stellt die Geschwindigkeitsunabhangigkeit des
Konformationsuibergangs eine weitere Konsequenz des Gleichgewichts dar. Tatsachlich konnten in
Experimenten mit unterschiedlichen Ziehgeschwindigkeiten zwischen 200 und 3000 nm/s keine
Veranderungen im mechanischen Verhalten des Molekils festgestellt werden.

Der theoretischen Beschreibung des mechanischen Verhaltens der Superhelix liegt die Annahme zu
Grunde, dass Segmente der Struktur entsprechend eines Zwei-Zustandmodells entweder in einem
gefalteten oder entfalteten Zustand vorliegen (s. Kap. 4.3 und 4.5). Die Besetzung beider Zustiande
erfolgt unter der Voraussetzung des thermodynamischen Gleichgewichts. In Abb. 6.1.1 B ist das
Ergebnis (schwarze Graphen) der theoretischen Berechnungen nach GI. (14) und (16) auf Basis
eines solchen Zwei-Zustandmodells zusammen mit einer experimentell gemessenen Dehnungs- und
Entspannungskurve zum Vergleich dargestellt. Fur folgende Fitparameter geben beide Kurven das
gemessene mechanische Verhalten der Superhelix sehr gut wieder: N=40 (Gesamtanzahl der
Segmente); py=40 nm und p,;=0.4 nm (Persistenzlange des Segments im nativen bzw. entfalteten
Zustand); LN=3.04 nm und LU=7.92 (Konturlange des Segments im nativen bzw. entfalteten
Zustand). Auch die kleine Abweichung zwischen den Kurven im ersten Kraftanstieg wird von dem
Modell beschrieben: Sie geht auf 3 permanent entfaltete Segmente zuruck, die nach einmaliger
Entfaltung keine Ruckfaltung mehr eingehen. Unter der Annahme eines Zwei-Zustandsmodells
ergibt sich folgendes Bild fur die Dehnung der Superhelix-Struktur: Der untere Kraftbereich bis 20
pN spiegelt die entropische Elastizitdt des vollstandig gefalteten steifen Molekiils wieder. In diesem
Zustand weist das Molekull noch eine hohe Persistenzlange von 40+20 nm auf, ein Wert, wie er
auch in Lichtstreuungsexperimenten (55 nm) ermittelt wurde®®. Im Kraftbereich zwischen 20 und 30
pN wird die Besetzung des denaturierten Zustands der Segmente immer wahrscheinlicher; das
Molekil verldangert sich in diesem Bereich bei kaum zunehmender Kraft auf bis das ca. 2.6-fache
seiner urspringlichen Lange und es kommt zur Bildung des charakteristischen Plateaus. Oberhalb
30 pN sind schlieBlich alle Segmente des Molekils entfaltet. Das Molekil befindet sich nun im
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Zustand maximaler Dehnbarkeit mit einer Persistenzlainge von 0.4 nm, exakt die Lange, wie sie
charakteristisch ist fur entfaltete Polypeptidstringe®”**. Der denaturierte Zustand des Molekiils
entspricht deshalb der Konfiguration des entfalteten Monomers.

Im thermischen Gleichgewicht ist es moglich, direkt die Faltungsenergien der Zustinde AG zu
bestimmen: Der obige Fit ergab ein AG von 7.5 kcal/(mol-nm). Das kraftspektroskopische Exper-
iment kann daher auch als ein ,,Einzel-Molekul-Kalorimetrie-Experiment* angesehen werden.

Die mittels Kraftspektroskopie gemessenen Daten bestéitigen das Ergebnis klassischer Faltungs-
experimente, wonach der Prozess der Faltung der Superhelix als kooperativ angesehen wird und mit
dem Prozess der Dimerisierung der Struktur zusammenfallt**’. Gezielte Anderungen der Primir-
sequenz der Superhelix konnen jedoch eine Faltung uber einen obligaten Zwischenzustand
bewirken’'. In diesem Zusammenhang wire es von Interesse, in fortfilhrenden Experimenten die
mechanischen Eigenschaften genetisch manipulierter Superhelices zu untersuchen.

6.1.2 Die mechanischen Eigenschaften der Superhelix-Struktur als mogliche Ursache
fur das makroskopische Dehnungsverhalten von Haaren

Die Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften von Haaren oder Wolle ist Thema
zahlreicher wissenschaftlicher Arbeiten aus weiten Bereichen der Kosmetik, Medizin, Biologie
sowie der Textilindustrie’>”. Vor allem in der Medizin wird durch intensive Forschung des
mechanischen Verhaltens von Haaren versucht, Riickschlusse uiber das Vorliegen bestimmter
Erkrankungen, das Alter, die Rasse etc. von Menschen ziehen zu konnen. Den rheologischen
Eigenschaften von Wolle kommt im Bereich der Textilindustrie eine besondere Bedeutung zu, da
sie das Trageverhalten von Kleidung (Faltenbildung, Flexibilitat) maBgeblich bestimmen. Die
Analyse des Dehnungsverhaltens von Haaren erfolgt durch einen einfachen Zugversuch. Hierbei
wird das einzelne, in Wasser eingelegte Haar bei gegebener Temperatur mit konstanter
Geschwindigkeit gedehnt und die Widerstandskraft der Probe gemessen. Tragt man die Spannung
(Verhiltnis von Verlangerung zur Gesamtlange) gegen die Dehnung auf, ergibt sich eine Kurve mit
3 charakteristischen Bereichen: (i) Hookscher Bereich (pre-yield), (ii) FlieBbereich (yield) und (iii)
Nach-Fliebereich (post-yield) (s. Abb. 6.1.2 A). Die Dehnung ist reversibel, vorausgesetzt das
Haar

A
Hook'scher Bereich —_
< 30
a
o
c
c E 20 ok'scher Bereich
& £ :
Nach- 8 10
FlieBbereich FlieBbereich FlieBbereich N
L | L | L | ] | 1
> 0 2 4 6 8
Dehnung Dehnung [%]
Abb. 6.1.2: A) Spannungs-Dehnungskurve von Haaren qualitativ dargestellt B) Experimentell bestimmtes

Dehnungsverhalten von Menschenhaaren bei verschiedenen Messtemperaturen zwischen 295 und 300 K *. Die
Dehnung ist hier auf die Gesamtlange des Probe-Haares bezogen.
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befindet sich in wiassriger Umgebung. Vergleicht man Abb. 6.1.1 A mit Abb. 6.1.2 A liegt der
Verdacht nahe, dass moglicherweise ein Zusammenhang zwischen dem mikroskopischen
Dehnungsverhalten der Superhelix - dem Grundbaustein von Haaren (s. Kap. 5.1) - und dem makro-
skopischen von Haaren besteht. Eine Abschatzung der Plateaukraft der Superhelix-Struktur aus der
mittleren Spannung des FlieBbereichs von Haaren unterstutzt diese Annahme: Reinier et al.
beobachteten eine mittlere Spannung fur den Nach-FlieBbereich bei einer Me3temperatur von 300
K von 31 MPa (s. Abb. 6.1.2 B)*. Geht man von einem Querschnitt 1 nm* der Superhelix aus,
entspricht diese Zahl gerade der Plateaukraft von 31 pN pro Superhelix, was der im
kraftspektroskopischen Experiment gemessenen Plateaukraft der einzelnen Superhelix bei ca. 25 pN
sehr nahe kommt. Dennoch kann das elastische Verhalten von Haaren nicht vollstandig auf das
mikroskopische Dehnungsverhalten einzelner Superhelices zuruickgefuhrt werden. Neben der entro-
pischen Elastizitat der Superhelix muss zusdtzlich noch ein enthalpischer Beitrag existieren, da
ansonsten der positive thermische Ausdehnungskoeffizient von Haaren nicht erklarbar wire (s.
Abb. 6.1.2 B)".

Zur Interpretation des besonderen Kraft-Dehnungsverhaltens von Haaren wurden bisher diverse
Modelle in Betracht gezogen™. All diese Modelle gehen von der Annahme aus, dass die Superhelix-
Struktur des Keratins im Nach-FlieBbereich ausgehend von seinem nativen Zustand bei Belastung
in einen stabil gefalteten, sog. p-Zustand uibergeht. Unsere kraftspektroskopischen Daten haben
jedoch das gleiche Ergebnis zur Folge wie das der klassischen Faltungsexperimente: Die Superhelix
vollzieht einen kooperativen Ubergang direkt in einen denaturierten gestreckten Zustand der
einzelnen Polypeptidkette des Monomers. Anzeichen fur die Existenz eines 3-Zustands wurden
nicht festgestellt.

6.2 Die mechanischen Eigenschaften von ddFLN

Dank des komplexen Dehnungsverhaltens des Molekiils ddFLN konnten neue Einsichten in die
Faltungsmechanik einzelner Ig-Faltungsdoménen im speziellen, Dehnungseigenschaften von Aktin-
bindenden Proteinen im allgemeinen gewonnen werden. Dabei stellte sich heraus, dass sich ddFLN
fur die kraftspektroskopische Analyse in besonderem Malle eignet. Fur die kraftspektroskopischen
Untersuchungen von ddFLN wurde neben einem molekularbiologischen auch ein erheblicher
technischer Aufwand betrieben, da neben der Expression zahlreicher Konstrukte des Molekils auch
die Entwicklung eines leistungsfahigeren Kraftmikroskops erforderlich war. Abb. 6.2.1 A zeigt das
Kraft-Dehnungsverhalten des Konstrukts ddFLN1-6 bestehend aus 6 Ig-Doménen. Im seinem
nativen Zustand bildet das Protein ein antiparalleles Homodimer aus (s. Kap. 5.2). Die fur ddFLN
typischen Kraftkurven weisen ein periodisches Sdgezahnmuster auf, eine Konsequenz des
sequentiellen Entfaltens der einzelnen ddFLN-Domianen. Allgemein gilt: N Peaks stehen fur die
Entfaltung von N-1 Domanen. Im Experiment werden die Molekiile an verschiedenen Stellen
aufgenommen; die Anzahl der eingespannten Doménen N-1 ist daher variabel. Die beiden gezeigten
Kraftkurven resultieren demnach aus der Entfaltung von 7 bzw. 8 Ig Doménen entsprechend den 8
bzw. 9 Entfaltungspeaks des Sagezahnmusters. Die haufig gemachte Beobachtung der Entfaltung
von mehr als 6 Doménen lésst schlieBen, dass die Dimerbindung mechanisch stabiler sein muss als
die benachbarten Ig-Domanen. Bei mechanischer Belastung entfalten diese mit groBerer
Wahrscheinlichkeit als Erste, bevor das ganze Molekul vollstindig in seine beiden, 6 Domanen
umfassende Monomere dissoziiert. Eine untere Abschidtzung anhand des letzten Desorptionspeaks
in den Kraft-Dehnungskurven ergab eine mittlere Dissoziationskraft der Dimerbindung von
mindestens 200 pN. Neben den periodischen Peaks (grun und rot) des Siagezahnmusters sind

* Die rein entropische Elastizitit fithrt zu einem gegenteiligen Effekt, namlich der Verkurzung des Haares bei
zunehmender Temperatur.
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Abb. 6.2.1: A) Zwei charakteristische Kraft-Dehnungskurven von ddFLN1-6 als Folge der Entfaltung von 7

(obere Kurve) bzw. 8 ddFLN-Ig Dominen (untere Kurve). Griine und blaue Peaks stehen fur die Entfaltung von
ddFLN4, rote Peaks fur alle anderen Doménen. Die schwarzen Graphen sind WLC-Fits, berechnet nach Gl. (2)
bei gleicher Persistenzlange p=0.5 nm. AL1, AL2 und AL stehen fir den Konturlangenzuwachs, bedingt durch
die Entfaltung der nativen ddFLN4-Domane in ihren Zwischenzustand, vom Zwischenzustand in dessen
denaturierte Konfiguration bzw. durch die Entfaltung aller anderen Domanen. B) Entfaltungskrafte dargestellt
in Abhangigkeit von der Kraft-Ladungsrate. Lineare Fits ergeben fiir den nativen (blau) und intermediaren
Zustand (grin) von ddFLN4 eine Potentialbreite von 0.6 bzw. 0.62 nm, fur alle anderen Domanen (rot) eine
Breite von 0.58 nm (s. Kap. 4.6).

zusiatzliche Zacken zu beobachten (blau markiert). Mithilfe diverser Filamin-Konstrukte konnte
nachgewiesen werden, dass diese Zwischenzacken die Konsequenz eines stabilen
Entfaltungszwischenzustands von ddFLN4 sind. Andere potentielle Ursachen wie die Dimer-
bindung oder intermolekulare Wechselwirkung zwischen benachbarten Doménen konnten indessen
ausgeschlossen werden. Die Existenz eines Entfaltungszwischenzustands fur eine Ig-Domane war
zuerst einmal nicht zu erwarten. So konnte z. B. in einer fruheren kraftspektroskopischen
Untersuchung des zu ddFLN verwandten humanen Filamins (hFLN oder abp280) kein
Zwischenzustand irgendeiner Domine nachgewiesen werden™.

Im Gegensatz zu allen anderen ddFLN-Doménen erfolgt die Entfaltung von ddFLN4 in zwei
Schritten. Zur quantitativen Analyse der Kurvenform der Zacken wurden die Flanken mit dem
WLC-Modell (s. Gl. (2)) verglichen, das offensichtlich mit einer Persistenzlange von 0.5 nm und
den entsprechenden Konturlingen (iiber den Zacken) die Elastizitat des Molekiils reproduziert.
Hierbei skaliert die Elastizitat des Molekuls mit der Konturlange des gedehnten, bereits entfalteten
Peptidstranges, die sich fur ddFLN4 nach dem ersten und zweiten Entfaltungsschritt um 15 nm
(=AL1) bzw. um 17 nm (=AL2) und fur alle anderen Domanen bei deren Entfaltung um 31.5 nm
(=AL) vergroBert. Dies zeigt, dass die Elastizitiat des Molekuls praktisch nur durch die entropische
Elastizitat des bereits entfalteten Polymerstrangs festgelegt ist.

Zur quantitativen Charakterisierung der Potentialbreiten fur den Ubergang N—1I und I—=U (N, I und
U= nativer, intermediarer bzw. denaturierter Zustand) von ddFLN4 wurde zunachst ddFLN1-6
mittels dynamischer Kraftspektroskopie untersucht. In Abb. 6.2.1 B sind die Ergebnisse dieser
Untersuchung zusammengefasst. Hierbei wurden die zur Entfaltung erforderlichen Abrisskrafte des
nativen Zustands (grune Kreise) bzw. Zwischenzustands (blaue Kreise) bei verschiedenen Ziehge-
schwindigkeiten zwischen 30 nm/s bis 2um/s analysiert. Offensichtlich steigt die mittlere
Abrisskraft fur beide Uberginge mit steigender Geschwindigkeit bzw. Kraft-Ladungsrate an.
Jedoch kann die theoretisch vorhergesagte Proportionalitat zur Bestimmung der Potentialbreiten
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zwischen den Abrisskraften und dem Logarithmus der Kraft-Ladungsrate beider Ubergange nicht
durch das Experiment verifiziert werden (s. Kap. 4.6). Dagegen ist ein nichtlinearer Anstieg vor
allem fur den Ubergang N—1I zu beobachten. Die roten Kreise stehen fur die Abrisskrifte aller
anderen ddFLN-Dominen. Auch bei diesen Domianen ist tendenziell ein nichtlinearer Anstieg
festzustellen. Eine Erklarung fur diese Diskrepanz wire, dass ddFLLN4 bei mechanischer Belastung
zwischen 40 und 50 pN je nach Ubergang eine Ruckfaltung eingeht. Demnach wiren die
Abrisskrafte unabhdngig von der Ziehgeschwindigkeit und Kraftplateaus im unteren Kraft-
Ladungsratenbereich wiaren die Folge. Evans et al. konnten jedoch theoretisch zeigen, dass, fur der
ddFLN4-Domine ahnlichen Faltungsstrukturen Ruckfaltung von Ig-Doménen erst bei Kréaften von
unter ca. 15 pN auftritt’”’. Zudem wurden im Experiment keine Anzeichen fur die Existenz eines
Gleichgewichts festgestellt. Der nichtlineare Verlauf wird daher nicht auf die Ursache einer
moglichen Riickfaltung von ddFLN4 bzw. auf einen moglichen Gleichgewichtsfall zuriickgefihrt.
Eine genauere Analyse der Potentialbreiten fur ddFLN4 wurde in spateren Versuchen bei den
Riuckfaltungsexperimenten (s. Kap. 6.3) vorgenommen. Ein neu entwickeltes Messprotokoll fihrte
zu einer deutlich hoheren Datenausbeute, mit der Folge, dass im Gegensatz zu den oben
durchgefuhrten dynamischen Kraft-Dehnungsmessungen eine deutlich groflere Anzahl von
Kraftkurven aus einem Experiment fur die Analyse zur Verfugung steht. Experimentelle Artefakte
wie Eichfehler der Blattfeder konnten im Vergleich zu den dynamischen Messungen somit
minimiert werden.

Mit Hilfe von NMR-Strukturdaten von ddFLN4 nach Fucini et al. lasst sich zusammen mit den
gemessenen mittleren Konturldangenanderungen AL1 und AL2 eine Analyse der Primérsequenz des
Zwischenzustandes durchfithren (s. Kap. 4.8)”. Hierzu wurde der Abstand aller 100 ddFLN4-aa
zum C-Terminus der Doméne bestimmt (s. Abb. 6.2.2 A). Abb. 6.2.2 B gibt Gl. (32) wieder,
mit dem Ergebnis, dass 50 aa (u. a. Band a, b, und c¢) von ddFLN4 im ersten Schritt entfalten,
wiahrend die restlichen aa (u. a. Band d, e, f, und g) der Doméne den Zwischenzustand bilden.

Hierbei wurde ein Konturldngenzuwachs pro entfalteter aa d=0.36 nm angenommen™*.
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Abb. 6.2.2: A) End-zu-End-Abstand (ETE) aller 100 aa von ddFLN4 zum Aufpunkt, der C-terminalen aa

der Doméane in Abhéangigkeit von der Nummer der aa’s gleich n. Die aa der 7 B-Faltblatter von ddFLN4 sind
farbig markiert B) 50d+ETE(51) = 0.5(100%0.36+ETE(1)-(AL2-AL1))=19.2 (s. Gl. 32). Dies bedeutet 50 aa
entfalten im 1. Schritt, wahrend die restlichen aa der Bander d, e, f und g den Zwischenzustand bilden.

* Dieser Faktor wurde in Mutationsexperimenten nachgewiesen und stimmt sehr gut mit Faktoren aus anderen
Arbeiten uberein.
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In der Veroffentlichung ist man zur Bestimmung der Priméarsequenz des Zwischenzustands noch
nicht von dieser Art der Analyse ausgegangen. Zur Bestimmung der Priméarstruktur wurden
Mutationsexperimente herangezogen, mit dem Ergebnis, dass mindestens 40 aa im ersten Schritt
entfalten. Unglucklicherweise konnte der Nachweis fur die Entfaltung von 50 aa nicht mittels der
Mutationsexperimente vollstindig erbracht werden, da die Mutation am C/D-Loop zu einer
kompletten Destabilisierung der Domane fihrte. Zusammenfassend kommen wir zu dem Schluss,
dass bei der Entfaltung von ddFLN4 50 aa im ersten Schritt entfalten, d. h. sich der Zwischen-
zustand aus den aa der -Faltblitter d, e, f, g zusammensetzt (s. Abb. 5.2 B). Um genauere
Informationen uber die Struktur des Zwischenzustands zu erhalten, sind weitere Messungen mit
NMR oder mit Rontgenstrukturanalyse notwendig. Erste Ergebnisse einer NMR-Analyse der
Arbeitsgruppe unseres Kooperationspartners Prof. Schleicher bestatigten die in den Mutations-
experimenten gemachte Beobachtung (Mutante BC), namlich dass der Zwischenzustand selbst eine
stabile Faltungsstruktur aufweist.

Auch nach dem bisherigen Stand der Untersuchungen kann keine endgiiltige Antwort auf die Frage
nach der physiologischen Bedeutung des Entfaltungszwischenzustands gegeben werden. Es wire
denkbar, dass ddFLLN4 eine Art Sollbruchstelle darstellt, die bei Uberbelastung des Molekiils durch
Entfaltung bis in den Zwischenzustand oder bei Bedarf bis in den denaturierten Zustand eine
Verlangerung des Dimers bewirkt und somit dessen komplette Dissoziation verhindert. Eine
mechanische Uberlastung des Cytoskeletts der Zelle konnte auf diese Weise schlagartig abgebaut,
irreparable Schiaden des Skeletts konnten vermieden werden. Dieser Hypothese geht jedoch voraus,
dass die Bindung des Molekiils zum Aktinfilament via ABD mechanisch stabiler ist als die
Dimerbindung oder die Entfaltungskrifte der 6 Ig-Domanen des Molekils. Um dies zu zeigen, sind
fortfuhrende Experimente erforderlich.

Obwohl ddFLN4 von der Struktur her homolog zu allen anderen ddFLN-Dominen ist, d. h. die
Strukturen der Doménen bei unterschiedlicher Primarsequenz sehr dhnlich sind, bildet sie
erstaunlicherweise als einzige Domiéne einen Entfaltungszwischenzustand aus. Inwieweit dieser
Zustand Einfluss auf die Faltungseigenschaften von ddFLN4 im Vergleich zu den anderen
Domanen hat, wird im nachsten Abschnitt diskutiert.

6.3 Kraftspektroskopische Untersuchung der Faltungs- und Entfaltungskinetik von
ddFLN4

Die Untersuchungen der Superhelix von Myosin haben gezeigt, dass sich die Kraftspektroskopie
neben der Charakterisierung der Entfaltung auch zur Charakterisierung der Faltung einzelner
Proteine in einem hervorragenden Malle eignet, allerdings bisher unter der Voraussetzung, dass es
sich bei der Probe um ein elastisches Molekul handelt. Die mechanische Untersuchung der Faltung
inelastischer Molekiile wie ddFLN ist aber dennoch moglich. Fur die Untersuchung der Faltung
eines inelastischen Molekiils wie ddFLN war es notwendig, ein neues Messprotokoll zu entwickeln,
welches am Beispiel von Abb. 6.3.1 im Folgenden erlautert wird:

Die 6 Dehnungs- und Entspannungszyklen aus Abb. 6.3.1 A-F sind charakteristisch fur die kraft-
spektroskopische Analyse der Faltungskinetik von ddFLLN4. Sie stammen aus Messungen mit dem
Konstrukt ddFLN1-5, welches aus den ddFLN-Doméanen 1-5 besteht. In Abb. 6.3.1 G ist zum
besseren Verstandnis des Messprotokolls auch der zeitliche Verlauf der Probenposition abgebildet.
Zunachst wird im ersten Schritt die Probe der Spitze angenahert, bis diese mit einer Kraft von etwa
300 pN auf das Substrat eindriickt (nicht zu sehen). Wahrenddessen wird eine sog. ,,Eindrickkurve*
aufgenommen, die dazu dient, die Probenposition a des Kontaktpunkts zu berechnen, der fur die
weitere kontrollierte Belastung des Molekiils als Referenzposition dient (s. Abb. 6.3.1 A).
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Abb. 6.3.1: A-E) Dehnungs- und Entspannungszyklen von ddFLN1-5 (s. Erlauterung im Text). F)
Desorption des Molekiills von Substrat oder Spitze. G) Probenposition in Abhangigkeit von der Zeit. Als
Wartezeit wurden 30 ms vorgegeben (s. Plateaus).

Anschliefend wird die Probe von der Spitze mit konstanter Geschwindigkeit entfernt, es kommt zu

einer ersten Entfaltung eines eingespannten ddFLN1-5 Molekiils. Die Kraft-Dehnungskurve aus
Abb. 6.3.1 A zwischen Position a und b gibt diesen Entfaltungsvorgang wieder. Offenbar entfalten
ddFLN4 und 2 weitere ddFLN-Domanen. Nach Relaxierung des Molekils (zw. Position b und c)
folgt eine erneute Dehnung im Bereich zwischen 10 und 100 nm (zw. Position d zu e, Abb. 6.3.1 B)
bei konstanter Piezogeschwindigkeit. Im Gegensatz zur ersten Dehnung treten keine Entfaltungs-
peaks auf, da keine Ruickfaltung des Molekils vorher an Position ¢ stattgefunden hat, das Molekul
ist aber weiterhin an Spitze und Substrat gebunden. Ausgehend von Position d bei 100 nm wird das
Molekiul wieder entspannt, bis sich die Spitze etwa bei 70 nm uber dem Substrat befindet (Position
e). Danach wird zwischen Position e und dem Ausgangspunkt ¢ die Probe mit maximaler
Geschwindigkeit innerhalb ca. 2 ms bis auf Position g angehoben. Das Molekiil befindet sich jetzt
im Zustand minimaler Belastung, aus dem heraus fur eine definierte Wartezeit (hier 30 ms) dem
Molekul die Gelegenheit zur spontanen Faltung gegeben ist. Hinterher wird die Probe von 10 nm
auf 70 nm (Position h bzw. i, Abb. 6.3.1 C) innerhalb von 2 ms in umgekehrter Richtung abgesenkt.
Der letzte Schritt des eigentlichen Messzyklus in Abb. 6.3.1 ist die Dehnung des Molekuls
zwischen 70 und 100 nm (Position i bzw. j) bei konstanter Piezogeschwindigkeit von 2 um/s. 3
Entfaltungsereignisse sind hier zu beobachten: Entfaltung von ddFLN4 ausgehend
vom nativen Zustand mit 2 Entfaltungspeaks (Abb. 6.3.1 C), Entfaltung des Zwischenzustands mit
1 Entfaltungspeak (Abb. 6.3.1 D) und keine Entfaltung des Molekiils, da sich ddFLN4 vorher erst
gar nicht zuruckgefaltet hat (Abb. 6.3.1 E). Die Entfaltungspeaks von ddFLN4 haben sich auf die
Position des letzten Entfaltungspeaks aus Abb. 6.3.1 A zu hoheren Dehnungen hin verschoben.
Diese Verschiebung geht darauf zuriick, dass ddFLN4 im Vergleich zu den anderen Doménen in
uber 85 % der Falle als einzige schnell genug war, eine Ruckfaltung einzugehen. Die zwei anderen
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Dominen stehen daher dem Experiment als ,,Opferdoméanen® zur Verfugung. Diese gewahrleisten
im entfalteten Zustand eine moglichst kontrollierte Faltung von ddFLN4, d. h. eine Faltung, die
unter der Bedingung minimaler entropischer Kraft des eingespannten ddFLN1-5 Molekuls
stattfindet. Waren diese entropischen Krifte zu grof (ca. >5pN), konnten andernfalls keine
definierten Messbedingungen hergestellt werden. Im Falle, dass doch in unter 15 % der Ruckfal-
tungsereignisse neben ddFLN4 ebenfalls eine andere Domane eine Ruckfaltung eingeht, ist ein
einzelner Peak wie in Abb. 6.3.1 A statt den beiden Entfaltungspeaks von ddFLN4 zu sehen. Diese
,verschwinden® stattdessen in der ausgepragten Hysterese zwischen 10 und 70 nm. Die Hysterese,
eine Folge des schnellen Hin- und Herschaltens zwischen Position h und i bzw. k und I und den
daraus resultierenden, auf die Blattfeder wirkenden hydrodynamischen Kriaften, stellt ein ,,blindes
Messfenster* dar. Entfaltungspeaks, die in diesen Bereich fallen, konnen nicht mehr nachgewiesen
werden. Zwar kommt es in diesem Bereich zu einer starken Verbiegung der Blattfeder, jene
Reibungskrifte stellen aber keine unmittelbare Belastung des eingespannten Molekils dar, sodass
wiahrend des Schaltens das Molekul nicht verloren geht. Das beschriebene Messprotokoll wird
automatisch durchgefuhrt und kann beliebig lange fortgesetzt werden. In Abb. 6.3.1 (grauer
Hintergrund) und in Abb. 3 B aus der Veroffentlichung ist die Uberlagerung aller Kraft-Dehnungs-
kurven von 8 bzw. 50 Zyklen dargestellt. In beiden Messreihen treten offensichtlich die
Entfaltungpeaks von ddFLN4 immer wieder im Messfenster zwischen 70 und 100 nm an gleicher
Position auf, eine Konsequenz dessen, dass die Liange des eingespannten Molekiuls wahrend der
Messung konstant bleibt. Dies vermittelt einen ersten Eindruck, von der Effizienz dieses
Messverfahrens, das mittels eines einzelnen Molekills den Gewinn grofer Datenmenge gewiéhr-
leistet. So konnten z. B. uiber 300 Messzyklen innerhalb von 10 s durchgefuhrt werden, bevor das
Molekul schlieBlich desorbierte (s. Abb. 6.3.1 F)*.

Das oben beschriebene Messprotokoll ist ein Einzel-Molekiil-Analogon zur klassischen Methode
der Double-Jump Stop-Flow Technik, bei der zur Analyse der Faltungskinetik von Proteinlosungen
zwischen renaturierenden und denaturierenden Losungsbedingungen nach einer definierten
Zeitdauer hin und her geschaltet wird”. Re- und denaturierende Bedingung entsprechen fur das
oben beschriebene Messprotokoll den Situationen, wenn die Spitze an Position a in die Probe
eindriickt bzw. auf das Molekill eine geniigend grofle Kraft einwirkt, sodass fur das Molekil nur die
Moglichkeit zur Entfaltung besteht. Letztere Voraussetzung ist fur das Messfenster zwischen 70
und 100 nm gegeben.

Anstatt wie bei der klassischen Methode den strukturellen Zustand des Molekils mittels optischer
Spektroskopie nachzuweisen, wird im mechanischen Einzelmolekiil-Experiment einfach der
Zustand des Molekiils nach der Riickfaltung durch mechanische Entfaltung abgefragt. Bei ddFLN4
sind 3 Typen von Entfaltungskurven zu beobachten; sie geben an, dass die Domane sich nach
kompletter Entspannung entweder im nativen, intermediaren oder denaturierten Zustand befindet (s.
Abb. 6.3.1D-F). Analog zur klassischen Technik ist zu erwarten, dass sich durch Variation der
Schaltzeit die Besetzungswahrscheinlichkeit der Zustinde #@ndert. Abb. 6.3.2 zeigt die
Besetzungswahrscheinlichkeit dafur an, dass ddFLLN4 nach Wartezeiten von 5, 10, 20, 30, 40 ms fur
die Ruckfaltung entweder den nativen (griinen Kreise) oder intermediaren (blauen Kreise) Zustand
erreicht hat. Die roten Kreise entsprechen dem Fall, dass ddFLN4 keine spontane Ruckfaltung
eingegangen ist. Offensichtlich kommt es zu einer signifikanten Anderung der Besetzungswahr-
scheinlichkeiten bei zunehmenden Wartezeiten. Insbesondere fur den nativen und denaturierten
Zustand ist ein starker Anstieg bzw. Abfall der Wahrscheinlichkeiten von 5 % auf 80 %

* Zur Gewihrleistung einer minimalen Belastung des eingespannten Molekiils aufgrund entropischer Kréfte zum
Zeitpunkt der Ruckfaltung von ddFLN4 wird die Feder mit einer Kraft von ca. 150 pN in die Probe eingedruckt.
Fur gewohnlich wird dabei kein weiteres Molekiil aufgenommen.
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Abb. 6.3.2: Besetzungswahrscheinlichkeiten fir den nativen Zustand N (N=*‘“native‘‘; griine Kreise),

intermediaren (RFI=“refolding intermediate‘‘; blaue Kreise) und denaturierten Zustand (U=*“unfolded‘‘; rote
Kreise). Die Fits entstammen dem Ratenmodell aus Kap. 4.8, welches auf dem Reaktionsschema im oberen Teil
basiert.

bzw. 80 % und 10 % aller Ruckfaltungsereignisse bei 5 und 40 ms zu beobachten. Aus der
Abhangigkeit der Besetzungswahrscheinlichkeiten von der Wartezeit lasst sich die Faltungskinetik
von ddFLN4 bestimmen. Dazu wird das in Kap. 4.7 diskutierte Ratenmodell an den gemessenen
Daten angepasst (durchgehende Graphen; s. Gl. (31)). Es zeigt sich, dass das Modell mit den
Ubergangsraten k,=50+4 s™ fur den Ubergang U—1I und k,=179+20 s™ fir [-==N die Daten sehr gut
beschreibt (s. Gl. (29)). Das Modell gibt die Faltung iiber einen obligaten Zwischenzustand wieder.
Andere Modelle mit einem nichtobligaten Zwischenzustand sind dagegen nicht in der Lage, die
Daten zu reproduzieren. Wir kommen daher zum ersten Hauptergebnis der Untersuchung: Die
Faltung von ddFLLN4 erfolgt iber einen obligaten Zwischenzustand.

Mit den Kraftverteilungen aus Abb. 6.3.3 lassen sich fur die angegebenen Ubergange die Parameter
k gleich der spontanen Entfaltungsrate und Ax gleich der Potentialbreite bestimmen. Dazu werden
die Kraftverteilungen mit der Kurve der theoretischen Verteilung gefittet (s. Gl (25)), die offen-
sichtlich die experimentell bestimmten Kraftverteilungen sehr gut mit den Fitparametern ky_,,;=0.28
s’ und AXx,.=4x0.35 A bzw. k_,= Kkgpo0=0.33 s und A X, ;=AXpp_y=5.25£0.4 A
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Abb. 6.3.3: Histogramme der Entfaltungskrifte fur die oben stehenden Ubergange. Die schwarzen Graphen

sind Fits, berechnet nach GI. (25).
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wiedergeben. Eine signifikante Abweichung ist lediglich im Bereich bis 45 pN zu beobachten.
Diese geht auf den begrenzten Messbereich zwischen 70 und 100 nm zuriick. Entfaltungsereignisse,
die bei kleineren Kraften als 45 pN auftreten, also in einem Detektionsbereich zwischen 0 und 70
nm liegen, entziehen sich zum Grofiteil der Detektion und werden nicht in der Statistik
beruicksichtigt.

In der Veroffentlichung wird anfanglich zwischen Entfaltungs- und Faltungszwischenzustand
unterschieden, da per se nicht von der Identitit der beiden Zustande ausgegangen werden kann. Da
aber beide Zwischenzustiande die gleichen Kraftverteilungen (s. mittleres und rechtes Histogramm
in Abb. 6.3.3) sowie die gleiche Konturlangenanderung aufweisen, kann im Rahmen der Auflosung
des Experiments davon ausgegangen werden, dass beide Zustande sehr ahnlich wenn nicht identisch
sind, zumal kleine Anderungen in der Primérstruktur von Proteinen bekanntlich zu drastischen
Anderungen der mechanischen Stabilitat fithren™.

Die schon oben erwiahnte Beobachtung, dass in unter 15 % der Ruckfaltungsereignisse auch eine
der beiden anderen ddFLN-Domiénen gefaltet ist, erlaubt eine Abschatzung der Faltungskinetik der
anderen Dominen im Vergleich zu ddFLN4. Wir kommen zu dem zweiten Hauptergebnis der
Untersuchung: ddFLLN4 mit Zwischenzustand faltet mindestens zehnmal schneller als alle anderen
ddFLN-Doménen ohne Zwischenzustand, obwohl alle ddFLN-Domanen homologe Struktur-
merkmale aufweisen. Demnach ist anzunehmen, dass ein Zusammenhang zwischen der Existenz
eines obligaten Zwischenzustands und der Faltungskinetik eines Proteins besteht. In der bisherigen
Literatur wird die Bedeutung von Zwischenzustinden kontrovers diskutiert. Ergebnisse einiger
theoretischer Arbeiten sagen eine Faltungsbeschleunigung aufgrund der Existenz stabiler
Zwischenzustinde voraus®'. Es konnten zwar auch Zwischenzustinde experimentell nachgewiesen
werden, jedoch stellen sie in Anbetracht der sog. ,,Downhill-Folder*, die direkt in kuirzester Zeit
vom Grundzustand in ihren nativen Zustand falten, keine Grundvoraussetzung fur schnelle Faltung
dar*’. Zur Klarung der Rolle von stabilen Zwischenzustinden bei der Faltung ist es notwendig, die
Faltungskinetik homologer Doméanen mit und ohne Zwischenzustand zu vergleichen. Dies wurde in
einer von Plaxco et al. durchgefuhrten klassischen Proteinfaltungsstudie anhand homologer
Fibronectin Dom#nen FN10 und FNO erreicht”. Ergebnis der Studie war, dass FN10 um ein
Vielfaches schneller faltet als FN9. Spater wiesen Clarke et al. nach, dass fur FN 10 ein obligater
Zwischenzustand bei der Faltung existiert*. Beide Studien unterstiitzen unsere Annahme, dass
obligate Zwischenzustande zu einer Faltungsbeschleunigung fuhren konnen.

Das beschriebene Messverfahren zeigt, dass das Kraftmikroskop ein potentes Mittel zur
Untersuchung der Faltung von Proteinen darstellt. Auf einzigartige Weise ist man dadurch nun in
der Lage die Faltungskinetik einzelner Proteine, sogar einzelner Proteindom#nen zu
charakterisieren. Fur die Zukunft ist denkbar, das Messverfahren fur die Erforschung der
Faltungskinetik einzelner Proteine in Abhédngigkeit aulerer Parameter wie z. B. Temperatur oder
ph-Wert oder Zuggeschwindigkeit anzuwenden. Ferner konnte durch den Einsatz von besonders
schnellen Piezotischen das Verfahren weiter in seiner Qualitdt d. h. in seiner zeitlichen Auflosung
verbessert werden - die bestehenden technischen Moglichkeiten dahingehend sind bei weitem noch
nicht ausgeschopft. In jedem Fall ist es moglich, den Einsatzbereich sowie die Leistungsfahigkeit
der Kraftspektroskopie weiter auszubauen.
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and structural tasks in the cell. Their mechanical properties are

important in various contexts ranging from hair elasticity' to
synaptic fusion’. Beyond their importance in biology, coiled-coils have
also attracted interest as programmable protein sequences for the
design of novel hydrogels and materials®>. We have studied the elastic
properties of the myosin coiled-coil at the single molecule level. The
coiled-coil undergoes amassive structural transition at forces between
20 and 25 pN where the coil extends to about 2.5 times its original
length. Unlike all other proteins investigated mechanically so far, this
transition is reversible on a timescale of less than a second, making the
coiled-coil atruly elastic protein.

The amino acid sequence of parallel left-handed coiled-coils shows
acharacteristic seven-residue periodicity with apolar residues in the first
and fourth position. The resulting hydrophobic stripe drives the
assembly of two a-helices into a coiled-coil with a crossover repeat of
14 nm. Examples of coiled-coils* are the tails of myosin and kinesin
motors and cytoskeletal proteins such as cortexillin, lamin and keratin.
Keratins occur in hair and skin, providing the necessary elasticity.
Mechanical stability of the coiled-coils against deformation forces is no
doubtimportantforthe molecular function inall ofthe above examples.
However, as yet no direct measurements of molecular elasticity have
been available. Recently, single-molecule techniques such as atomic
force microscopy (AFM) or optical tweezers have been used to study the
mechanical properties of DNA>7, polysaccharides® and the muscle
proteintitin'®*'3. Here, we have used single-molecule force spectroscopy,
to investigate the elasticity of a coiled-coil. Because the myosin II tail is
one of the longest coiled-coil structures known, we have chosen this
molecule as amodel system for our experiments.

The muscle motor myosin II is the most prominent member of the
myosin motor family'%. Myosin I1 is a hexamer consisting of two heavy
chainsand four light chains. Each heavy chain hasa globular N-terminal
motor domain. The two heavy chains dimerize into a 150-nm-
long parallel coiled-coil and form the myosin tail. This tail mediates
the assembly of single myosin molecules into the thick filaments
of muscle'.

The experimental geometry is sketched in Fig. 1a. Full-length rabbit
skeletal myosin molecules were adsorbed onto an amino-reactive
aldehyde surface or a gold surface and single molecules were picked up
by an AFM cantilever tip. In numerous studies, non-specific anchoring

c oiled-coils occur in a variety of proteins involved in mechanical
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of proteins and other biopolymers to a non-functionalized AFM
cantilever tip has proved a powerful way to achieve high coupling forces
of up to several hundred piconewtons'.

Figure 1b (uppertrace) showsatypical forceagainstextension curve
of the myosin tail. Up to an extension of ~100 nm the molecule
experiences no measurable force. When the myosin tail is fully
straightened the force rises steeply. Because the myosin molecule can be
picked up anywhere along its tail, the stretched coiled-coil parts vary in
length. The maximum contour length wasalways below 150 nm for full-
length rabbit skeletal myosin, consistent with the total length of a single
molecule. At forces beyond 20 pN a shallow force-plateau marks a
massive structural transition of the tail. The molecule extends to more
than twice its original contour length while the force rises only from 20
to 25 pN. Beyond this extension the force again rises steeply.

Because the skeletal myosin was purified from muscle tissue it is
importantto rule out contributions of otherlong muscle proteinsto the
measured elasticity. In fact, one myosin sample obtained from a
commercial source (Cytoskeleton, Denver, Colorado) had large
amounts of impurities in the form of titin or a similar long modular
muscle protein. Although these impurities were not visible in the gels
provided with the sample, they were readily detectable in our single-
molecule mechanical experiments. We therefore did additional
experiments with myosin Il purified from other sources. A sample trace
of myosin Il purified from Dictyostelium discoideum is given in Fig. 1b
(middle trace). The plot of force against extension is virtually
indistinguishable from the one obtained from skeletal myosin. Because
of the non-specific anchoring of the protein to the AFM tip it is also
important to rule out contributions from the unfolding of the motor
domain of myosin IL Figure 1b (lower trace) shows data obtained ona
bacterially expressed shortened construct comprising 768 amino acids
ofthe Dictyosteliusn myosin II tail, lacking the entire motor domain and
two-thirds of the tail. Because the folded contourlength of this construct
is only 109 nm, the observed lengths are shifted to shorter values.
However, the molecular fingerprint is identical to the ones obtained
from the full-length molecules, indicating that the observed elasticity is
indeed due to stretching of the coiled-coil.

Tocorroborate this point further, we also investigated the dependence
of the coiled-coil elasticity on anion concentration. The histograms in
Fig. 1¢ showthe midpoint transition force in the absenceand presence of
0.6 M sodium acetate. The average forces increased from 23 + 4 pN
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Figure 1 Extensibility of the myosin coiled-coil. a, Experimental geometry. b, Sample plots of force against extension for rabbit skeletal myosin l (upper trace), Dictyosteliummyosin i
(middle trace) and from a shortened tail construct of Dicfyostelium myosin l expressed in bacteria (lowertrace). ¢, Dependence of the average plateau force on sodium acetate

concentration (buffer conditions as indicated).

(withoutacetate) to 31 + 6 pN (with 0.6 M acetate). In both buffers an
additional concentration of 0.6 M KCI was present. No change in
stability was observed for a KCl variation in the range 0.6 M to 1.2 M
(data not shown). The strong dependence of the transition force on
acetate concentration (Fig. 1¢) is in agreement with temperature
denaturation experiments of the myosin rod by Stafford!é, where
addition of 0.6 M sodium acetate led to an increase in melting
temperature by more than 7 °C.

Myosin overstretching is an almost fully reversible process.
In Fig. 2a, a molecule is repeatedly stretched (red curve) and relaxed
again (blue curve). The force-extension profile of relaxation follows
almost exactly the same trace as during pulling. There is, however, a
consistentsmall hysteresisin the earlypart of the plateau (shaded inlight
blue). Even at pulling velocities of up to 3 um s stretching remains fully
reversible (data not shown). In comparison, unfolding and refolding of
modular proteins like titin (Fig. 2b) at similar extension rates occurs far
from equilibrium with a large hysteresis between unfolding (red) and
refolding traces (blue).

Biomolecular elasticity is governed by different processes in
different force regimes. At low forces, entropic elasticity due to the
different polymer conformations dominates, whereas at higher
forces, structural transitions lead to pronounced deviations. Models
combining entropic elasticity with force-induced transitions have
successfully reproduced the elasticity of many biopolymers such as
DNA18 polysaccharides and proteins'®. An analysis of the
force—extension traces based on an elastically coupled two-level

nature materials | VOL 1| DECEMBER 2002 | www.nature.com/naturematerials

system!? allows for a quantitative interpretation of the data (for
details see Methods). In brief, the model (see Fig. 3) divides the
myosin tail into small folded segments of contour length /; that can
each undergo a transition into a stretched, unfolded state of contour
length L. An external force F changes the difference in free energy
between the two states AG(F) (see in Fig. 3, lower panels) so that with
increasing force more and more segments unfold. The two states have
different persistence lengths p; and p,. A fit to the data traces (for
example, the black curve in Fig. 3) yields the following parameters:
L=3+1nm,L/,=25+02,p, =25+ 10 nm, p, = 0.4 + 0.1 nm,
AG(F=0)=2.3 + 0.7kcal mol* nm™.

Our data and the fit suggest the following mechanism of myosin
elasticity: starting at low extensions, the coiled-coil is in its intact folded
structure forming a semi-flexible polymer. The initial part of the force-
extension curve up to 20 pN reflects the entropic elasticity of the folded
coiled-coil. The value of p, =25 + 10 nm is broadly consistent with data
derived from light-scattering experiments”. Between 20 and 25 pN
short coiled-coil segments start to unfold. The unfolding leads to the
observed plateau. At the end of the plateau the coiled-coil is completely
unfolded and the force rises again. Supporting this conclusion, the
persistence length of p, =0.4 nm in this high force part is identical to the
persistence length of unfolded polypeptide strands obtained for other
proteins such as titin'?, spectrin, tenascin® and fibronectin?.
Moreover, duringthe force plateau the coiled-coil is overstretched to 2.5
timesits original length. This number is very close to the expected length
difference between a folded coiled-coil (1.4 A per amino acid) and the
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Figure 2 Elasticity of the myosin coiled-coil. a, Series of three pulling (blue) and
relaxing (red) cycles of a single molecule of rabbit skeletal myosin at extension rates
between 0.04 and 0.13 ums". b, Extension (red) and relaxation (blue) of native human
cardiac titin with a pulling velocity of 0.38 ums~". The light blue area reflects the energy
dissipated during unfolding of titin domains.

completely unfolded polypeptide (3.6 A per amino acid). Free-energy
values for the unfolding-refolding transition can be obtained from our
mechanical experiment. Because the stretching process occurs under
equilibrium conditions, the area underneath the plateau reflects the
free-energy changesassociated with the transition. The force—extension
trace can thus be viewed as a calorimetric experiment with a
single molecule.

The main difference between myosin coiled-coil elasticity and the
forced unfolding of all other proteins mechanically characterized so far,
such as titin, tenascin or spectrin, resides in the timescales on which
structural transitions occur. An example of a stretch-release cycle of the
muscle protein titin, a modular protein responsible for passive muscle
elasticity, is given in Fig. 2b. Titin shows discrete non-equilibrium
unfolding of single domains at high forces ranging from 150 to 300 pN.
At such high forces refolding rates are negligible!®. Therefore, on
relaxation, considerable hysteresis is visible. Refolding can only occur at
forcesbelow 4 pN (ref. 10) and elasticity s entirely dominated by entropic
forces of the unfolded polypeptide chain (blue trace in Fig. 2b). The high
unfolding forces together with discrete unfolding events add high
toughness to the titin molecule. It is able to dissipate high amounts of
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Figure 3 Two-state model of coiled-coil elasticity (see Methods). Pulling (blue) and
relaxing (red) cycle of a single molecule of rabbit skeletal myosin. Superimposed (black
scurves) are the results of the two-state model fit. Between the two cycles there isa small
hysteresis which can be accounted for by a small number of permanently unfolded
segments in the model fit.

energy (1,000kT; light blue area underneath the peaks) although the free
energy of folding is only of the order of 10kT. This property makes titin
ideally suited to act as a shock absorber in muscle, in spite of its poor
elasticity. Similar characteristics of proteins have been shown to be
important for the mechanical properties of sea shells and bones?>.

In contrast the myosin coiled-coil undergoes rapid
folding—refolding transitions in equilibrium making the myosin tail a
truly elastic protein structure able to refold against considerable forces
of up to 30 pN on a timescale of much less than a second. No energy is
dissipated and the complete mechanical energy absorbed in the
stretching cycle (free energy of folding) is given back during relaxation.
Nature seems to choose a topologically simple coiled-coil fold in order
to realize elasticity in a protein structure. This observation blends in
with recent observations in protein folding that folding rates of proteins
are determined to alarge degree by topology”®. The topologically simple
coiled-coil has fast refolding rates rendering its mechanical unfolding
reversible, whereas the topologically more complicated Ig domains of
titin require longer refolding times, which results in non-equilibrium
discrete unfolding events. Interestingly, double-helical DNA shows
elastic properties similar to those reported here for the myosin coiled-
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coil*”. DNA can be overstretched at a force of 65 pN in an equilibrium
transition to 1.7 times its length. Although the interactions and the
nature of the stretching transition in detail are different from those of
the coiled-coil, the similarity of topology and force-profile is intriguing.

It was once thought that coiled-coil folding—unfolding transitions in
the tail part might havea role in force production in myosin®”. Nowadays,
motor activity can be unequivocally attributed to the myosin motor
domain, and such a mechanism can therefore be excluded. On the other
hand, coiled-coil unwinding in the head-rod junction seems to
contribute considerably to the flexibility needed for proper mechanical
performance both in myosin II*® and in the motor protein kinesin?-°.

Hair and wool fibres are highly elastic and can be reversibly
stretched by more than 30% of their length. Hair elasticity has been
attributed to aconformational transition of the keratin coiled-coil. The
exact molecular mechanism of keratin elasticity, however, is still under
debate!. In current models, researchers have attributed the elastic
component in hair to a conformational transition in the keratin coiled-
coil with an estimate of 0.07 GPa (ref. 1). Assuming a cross-section of
1 nm per coiled-coil this number corresponds to 70 pN per coiled-coil.
This is close to the 30 pN we measure for the force-plateau in single
myosin coiled-coils, given the uncertainties of such an estimate.

The myosin II coiled-coil has shown that it can actively produce
forces of up to 30 pN on folding. We anticipate that beyond the examples
discussed here, nature may take advantage of these properties in many
other contexts where coiled-coil mechanics is important. Moreover,
coiled-coils are important building blocks for the design of nano-
biomaterials,and their special mechanical properties could be exploited
to realize simple motor function through the folding of the two strands
intoacoiled-coil.

METHODS
SAMPLE PREPARATION

Rabbit skeletal muscle myosin and light meromyosin was prepared according to previous methods®’.
Myosin II from Dictyostelium discoideumwas purified as described elsewhere®. Unless otherwise stated
the experimental buffer contained 25 mM Imidazole, 600 mM KCl,4 mM MgCl,, 1 mM DTT,pH 7.4.
Myosin was allowed to bind to an amino-reactive aldehyde surface (Xenopore, Hawthorne, New Jersey)
or afreshly evaporated gold surface from a 20-pl drop of a myosin solution (1 mg ml™) for 10 min.
Before the experiment the sample was thoroughly rinsed with buffer to remove excess myosin.
Experiments were done at ambient temperature (20 °C).

FORCE MEASUREMENTS

Myosin molecules were picked up with an untreated Si,N, AFM tip (Microlevers, Park Scientific
Instruments, Sunnyvale, California). The extension of the molecule was controlled with sub-4ngstrém
precision with a piezo translator and the force was measured from the deflection of the AFM cantilever
spring. The spring constant of each lever was calibrated by measuring the amplitude of the thermal fluc-
tuations. Spring constants varied between 10 and 14 pN nm, and the resonance frequency of the can-
tilevers in buffer was between 900 and 1.1 kHz. The measurements were carried out on a custom-built
AFM. The sampling rate was 60 kHz. Each force curve consisted of 4,096 steps. We averaged 1 to 200 data
points per step depending on the desired pulling speed. A box smoothing window was applied to some of
the data shown.

TWO-STATE MODEL

Force—extension curves of the myosin coiled-coil were modelled with a modified version of the two-state
model by Rief et al."”. The chain was divided into segments with two possible forms, a folded form of
length /, and an unfolded form of length 7, (see Fig. 3). The total contour length of the tail is then given by
L,= n ]I, + n,L,where n, and n, are the numbers of segments in the folded and unfolded conformation
respectively. The total extension L(F) of the chain is L(F) = n,Ix, (Fp,) + n,Lx,(Ep,), where x,(Fp,) and
x,(E,p,) are the fractional extensions of the segments at a given force Fdetermined by entropy elasticity
according to the approximation of the worm-like chain model for polymer elasticity”. The lengths p, and
p, are the persistence lengths of the segments in their respective states (folded or unfolded). The numbers
7, and n, also depend onforce according to

11,(F) B
m,(E) —¢

where AG(F) is the free energy as a function of force AG(F) = AG(0) — F{ Lx,(F) — I,x,(F)].

—AG(F)

kT n
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A mechanical unfolding intermediate in an

actin-crosslinking protein

Ingo Schwaiger!, Angelika Kardinal!, Michael Schleicher?, Angelika A Noegel? & Matthias Rief!

Many F-actin crosslinking proteins consist of two actin-binding domains separated by a rod domain that can vary considerably
in length and structure. In this study, we used single-molecule force spectroscopy to investigate the mechanics of the
immunoglobulin (Ig) rod domains of filamin from Dictyostelium discoideum (ddFLN). We find that one of the six Ig domains
unfolds at lower forces than do those of all other domains and exhibits a stable unfolding intermediate on its mechanical
unfolding pathway. Amino acid inserts into various loops of this domain lead to contour length changes in the single-molecule
unfolding pattern. These changes allowed us to map the stable core of ~60 amino acids that constitutes the unfolding
intermediate. Fast refolding in combination with low unfolding forces suggest a potential in vivo role for this domain as a

mechanically extensible element within the ddFLN rod.

In a moving cell, the cytoskeleton undergoes constant reorganization.
The protein components of the cytoskeletal meshwork are therefore
subject to mechanical deformation. Despite its obvious importance,
we know little about the mechanical response of the individual
cytoskeletal components to a force. Many actin crosslinking proteins
share a common building scheme: two actin-binding domains are
connected by a rod domain. The length and structure of the connect-
ing rod varies considerably among actin crosslinkers. The family of
filamins has rod domains of the Ig fold. Depending on the specific
filamin isoform, the number of rod domains can vary from 6 to 24
(ref. 1). Here we have used single-molecule mechanical experiments in
combination with protein engineering to characterize the mechanical
response to a stretching force of the rod domains of the Dictyostelium
discoideum filamin ddFLN.

ddFLN consists of an N-terminal actin-binding domain and a rod
domain of six Ig domains (1-6, N terminus to C terminus; Fig. 1a).
Fucini et al.? and McCoy et al.® have shown that ddFLN dimerizes into
an antiparallel homodimer via Ig domain 6. Here we explore the
response of the ddFLN rod domains to a stretching force using single-
molecule force spectroscopy.

RESULTS

Mechanical stability of the ddFLN rod

We investigated the stability of the dimer bond between each domain
6 of the two ddFLN monomers using a construct containing the
entire dimerized rod lacking the N-terminal actin-binding domain
(ddFLN1-6). The dimers were incubated on a freshly evaporated
gold surface and picked up by an atomic force microscope (AFM) tip
(Fig. 1b). In force-extension curves obtained for this construct

(Fig. 1c), similar to those of many other modular proteins investi-
gated so far, a sawtooth pattern reflects the unfolding of individual Ig
domains*>. In the experiment, the molecules can be picked up any-
where along their contour, and so the number of unfolding peaks per
force curve can vary from zero to the total number of domains in the
rod. Many of the traces (see Fig. 1c¢) exhibit clearly more than six
unfolding peaks, which is the number of domains present in a
ddFLN monomer. This result shows that under deformation forces
the individual domains in the rod unfold before the dimer bond
breaks. A lower estimate for the average strength of the dimer bond
of ~200 pN at pulling velocities between 100 nms~! and 1 um s~! can
be obtained from the average force of the last rupture in our traces.
This number is a lower estimate because we cannot distinguish rup-
ture of the dimer bond from desorption of the molecule from either
the tip or the substrate. Both events disrupt the mechanical connec-
tion between tip and substrate.

Domain 4 unfolds via an intermediate state

Most unfolding peaks show clear two-state unfolding of the Ig
domains. The distance between two adjacent peaks is AL = 31.5
0.1nm (n = 636) and thus is consistent with the gain in length
expected for the unfolding of a 100-residue domain. However, in the
initial part of the force-extension curves, unfolding events with inter-
mediate peaks are observed in the sawtooth pattern (green arrows,
Fig. 1c). This indicates that at least one of the six Ig domains does not
unfold in a two-state manner but via an intermediate state. To identify
the Ig domain with these special mechanical properties, we studied
the domains individually. In force spectroscopy experiments, single-
molecule unfolding events must be distinguished from multiple
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Figure 1 Single-molecule mechanics of ddFLN.
(a) Schematic illustration of the rod construct
ddFLN1-6. The rod consists of six Ig domains
and forms a tail-to-tail dimer. (b) Experimental
geometry. (¢) Sample traces of force-extension
curves of ddFLN1-6. The sawtooth pattern
reflects unfolding of seven (upper trace) and eight
lg domains, respectively. At low forces and
extensions, intermediate peaks (green arrows)
indicate the presence of unfolding intermediates.
The fits to the left-hand slopes of the lower
unfolding trace were calculated using the worm-
like chain model (see Methods). The length
change AL1 corresponds to unfolding from the
native to the intermediate state, AL2 to unfolding
from the intermediate to the fully unfolded state
and AL to unfolding from the native to the fully
unfolded state.
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interactions and nonspecific background. Protein domains are often
studied by constructing polyproteins composed of identical subunits®.
The resulting sawtooth pattern serves as a selection criterion for
single-molecule events. However, the interpretation of data from
polyproteins may become complicated if the individual domains do
not unfold in a two-state manner. We therefore chose a different strat-
egy combining the advantage of a clear single-molecule fingerprint
with the ability to carry out experiments with only a single protein
domain. We sandwiched each of the ddFLN Ig domains between four
C-terminal and four N-terminal Ig domains from the muscle protein
titin (Fig. 2). Titin Ig domains are mechanically well characterized and
provide a clear sawtooth pattern allowing the
detection of single unfolding events’. Sample
traces of two such constructs (Ti/ddFLN2and @
Ti/ddFLN4) with domains 2 and 4, respec-
tively, from ddFLN are shown in Figure 2.
At large extensions the sawtooth pattern of
titin domains unfolding at forces between 150
and 250 pN is clearly visible. Because ddFLN
domains unfold at forces <100 pN (Fig. 1c),
the sandwiched ddFLN domain unfolds in
the initial part of the force curve with the titin
domains still folded (arrows, Fig. 2).
Domain 4 shows a clear double peak that
indicates an unfolding intermediate. In

300

200
100
~ 0

Force (pN

b 300

Figure 2 Single-domain force spectroscopy.

(a) Schematics of the construct Ti/ddFLN2, with
rod domain 2 sandwiched between Ig domains 200
127-30 and domains 131-34 from titin. A force-

extension curve of this construct is shown below. 100
The peak marked with an arrow is due to the

unfolding of domain 2 showing no intermediate 0
states. (b) Schematics of the construct

Ti/ddFLN4. The force-extension curve of this

Titin lg-dom. no: 27 28 29 30 Eal

Titin lg-dom. no: 27

without any intermediate visible.

The number of amino acids forming the
structured part of the intermediate can be
estimated by measuring the distance between
the respective unfolding peaks. This was done for the dimeric con-
struct (ddFLN1-6), for a monomeric construct lacking the dimeriza-
tion domain 6 (ddFLN1-5) and for Ti/ddFLN4. The fits to the rising
slope of the peaks (Fig. 1c) yvield a distance of AL1 = 15.1£ 0.1 nm and
AL2=16.9+0.1nm (n=296) for ddFLN1-6,AL1 =14.2£0.1 nmand
AL2 =16.0 £ 0.2 nm (n = 53) for ddFLN1-5 and AL1 = 14 £ 0.2 nm
and AL2 =16.6 +0.2 nm (n = 17) for Ti/ddFLN4. Assuming a length of
0.36 A per residue, a length change of 14—15 nm for AL1 indicates that
~40 residues unfold during the first unfolding step and the remaining
60 residues constitute the structured portion of the intermediate.
Also, the forces required for unfolding from the ground state to the

250 300

EELEBELE

32 3
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construct shows two peaks (marked with arrows) 6
for the unfolding of Ig domain 4 via a stable
unfolding intermediate.
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intermediate (peak 1) are consistently higher (62.9 = 3 pN, n = 296,
ddFLN1-6) than those for unfolding from the intermediate to a com-
pletely unfolded structure (peak 2) (52.5% 3 pN, n = 296, ddFLN1-6).

Structured portion of the intermediate

To unequivocally identify the amino acids that form the structured
portion of the intermediate, a more elaborate approach is necessary.
Insertion of residues into the various loops of the domain® should
result in length changes of ALl or AL2 depending on the position
of the inserts. If the inserted amino acids are part of the structured
portion of the intermediate, AL2 will increase; if not, AL1 will increase.
We chose four different positions in the loops of domain 4 (Fig. 3)
and inserted five glycine residues into each of these positions. Figure 3
shows averaged force-extension traces for the unfolding of
domain 4 in the mutated constructs Ti/ddFLN4AB, ddFLN1-5BC,
Ti/ddFLN4EF and Ti/ddFLN4FG (see Methods). We chose the posi-
tions for inserts considering that the unfolding of middle strands dur-
ing the first step would be highly unlikely. For any scenario involving
strands other than terminal ones, the domain would have to break into
two folded portions plus an unfolded middle portion in the first step.
We did not observe such additional intermediate peaks. Insertion in
the loop connecting strands A and B (AB loop) increases AL1 by 1.7+
0.4 nm (n = 17) and leave AL2 unaffected (Fig. 3a). At the same time,
the average unfolding force for peak 1 is reduced but the unfolding
force of peak 2 is unchanged (Fig. 3a). This indicates that the amino
acid insert occured in the part of the protein that unfolds during the
first unfolding event but that the insert is not part of the structured
portion of the intermediate. We obtained a similar result for a five-
glycine insert into the BC loop of domain 4 (Fig. 3b). The effects are
even more pronounced and the first unfolding peak vanishes com-
pletely. However, the unfolding force of the second peak is unchanged,
as is AL2. This insertion apparently affects the stability of the domain
so much that it does not fold completely and unfolding starts from the
intermediate as the stable ground state. The BC loop is therefore not
part of the structured portion of the intermediate either. In contrast,

ARTICLES

Figure 3 Characterization of the unfolding
intermediate structure in single-molecule
experiments using loop mutations. The NMR
structure of ddFLN domain 4 is shown in the
center8. Five glycine residues were inserted

in various loops of the domain. The numbers
above each peak are the average unfolding
forces measured for the respective peaks and
constructs. (a) Superimposed are the average
curves of Ti/ddFLN4 (black) and Ti/ddFLN4AB
(red). The gray area reflects the additional change
in contour length after the first step of unfolding
of Ig domain 4 owing to the five glycines
integrated at position 17. (b) Superimposed

are the average curves of ddFLN1-5 (black)

and ddFLN1-5BC (green). (¢) Superimposed

are the average curves of Ti/lddFLN4 (black) and
Ti/ddFLN4EF (blue). The gray area reflects the
additional change in contour length after
unfolding of the structured portion of the
intermediate owing to the five glycines integrated
at position 71. (d) Superimposed are the average
curves of Ti/ddFLN4 (black) and Ti/ddFLN4FG
(orange). The gray area reflects the additional
change in contour length after unfolding of Ig
domain 4 owing to the five glycines integrated at
position 87.
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glycine inserts into the EF loop result in a length increase of AL2 by
1.6+ 0.4 nm (n = 30); this suggests that the EF loop is part of the
folded intermediate structure (Fig. 3c). This insertion reduces the
average unfolding force of both peak 1 and peak 2. The insertin the FG
loop destabilizes the intermediate state so substantially that in the
averaged trace (Fig. 3d) peak 2 can no longer be detected.

Combining all the information obtained from the loop variants,
we suggest the following sequence of events for the mechanical
unfolding of domain 4: during the first unfolding event strands
A and B (yellow parts of the structure in Fig. 3) detach from the
domain and unfold. Strands C—G (red parts in Fig. 3) form a stable
intermediate structure, which then unfolds in the second unfolding
event. This result agrees well with our above estimate of ~40 amino
acids unfolding in the first unfolding event, judged from the length
gain of 14—15 nm. According to the NMR structure® strand C starts
at Phe43.

DISCUSSION

Intermediates in Ig domains

A force-induced intermediate structure for the Ig domain 127 from the
muscle protein titin has been reported®!°. However, this intermediate
is very similar to the full native structure and lacks only seven amino
acids at the N terminus. In contrast, the unfolding intermediate we
find for domain 4 of ddFLN lacks the complete strands A and B and is
only 60% of the size of the native folded domain. This result expands
the current picture of the interactions stabilizing an Ig domain against
mechanical forces. A patch of six hydrogen bonds between the A” and
G strands includes the key residues controlling mechanical stability of
the Titin 127 Ig domain®. Mutations in this localized region had
marked effects on the unfolding force whereas mutations outside this
region did not affect mechanical stability'!. In contrast, all of our
mutations in various regions of the domain had a pronounced effect
on mechanical stability. Thus, the stability of domain 4 cannot be
attributed to alocalized patch of hydrogen bonds. In fact, even the core
of only 60 residues that forms the structured portion of the inter-
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Figure 4 Series of three unfolding (black) and refolding (red) cycles of a
single ddFLN1-5 rod. The curves were recorded at an pulling velocity of
200 nm sL. The lowest black curve reflects the unfolding of domain 4
(intermediate peak) at low forces and two more stable domains at higher
forces of a fully folded molecule. Relaxation (middle and upper red curves)
and subsequent restretching of the molecule (middle and upper black
curves) shows, that only domain 4 folds fast enough at the time scale of the
experiment (~0.5 s).

120

mediate seems to fold independently into a stable structure, as our
results on the ddFLN1-5BC construct show. The different interactions
that stabilize this domain in comparison to 127 of titin may also
explain the lower unfolding forces of the Ig domains of ddFLN
(60-90 pN) as compared with unfolding forces of titin Ig domains
(100-300 pN) at similar pulling velocities. Sequence details can
strongly influence stability and unfolding pathways even for domains
similar structures. Earlier findings that B-structures are mechanically
more stable than domains with an all o-fold seem therefore not gener-
ally applicable!> 4, For fibronectin type 3 domains, molecular
dynamics simulations have predicted the existence of an unfolding
intermediate similar to the one observed here!®. A clear experimental
indication of this intermediate, however, is missing. Oberhauser
et al.'® have observed possible intermediate states for the domain FN1
from fibronectin. However, folding of this domain seems to be com-
promised by the absence of its neighboring domains. Notably, in an
equilibrium NMR study, McParland et al.'” report an unfolding inter-
mediate in an Ig domain from microglobulin. This intermediate is dif-
ferent from that described by our results in that it lacks strands A and
G, with the other strands forming a native-like B-sheet. Although
unfolding pathways in these experiments using denaturants cannot be
directly related to our forced-unfolding data, these studies show that
different domains with the same fold can adopt various stable
substructures during unfolding.

Physiological relevance of the intermediate

What are the physiological implications of the mechanical behavior of
domain 4, which is distinct from that of all the other Ig domains in this
protein? Notably, domain 4 not only has the lowest unfolding force of
all rod domains in ddFLN but also refolds fastest. Repeated unfolding

and refolding experiments with ddFLN1-5 (Fig. 4) illustrate this
behavior. The lowest trace shows the unfolding of the folded rod, with
domain 4 unfolding first and two other domains following at higher
extensions. If the unfolded polypeptide is relaxed and subsequently
extended again, only domain 4 refolds within the experimental
timescale of 0.5 s (middle and top trace, Fig. 4). Low unfolding forces
in combination with fast refolding make domain 4 unique among the
rod domains of ddFLN. The presence of the intermediate could serve
two purposes: reducing the overall unfolding forces and, at the same
time, ensuring fast refolding. An intermediate can reduce unfolding
forces if it breaks up the free energy barrier to unfolding of a two-state
folder (native—unfolded) into two barriers (native—intermediate—
unfolded) and if each of them is lower than the two-state unfolding
barrier. If the intermediate that we observed during forced unfolding is
also transiently populated during the folding process, it may guide the
protein through a productive folding pathway and hence speed up
folding. With its low unfolding forces and fast refolding kinetics,
domain 4 may act as an extensible element within the ddFLN rod; this
would allow the rod to double in length compared with its folded
length. Notably, in the much longer rod of human filamin A contain-
ing 24 Ig domains, such intermediates have not been observed'®.

We have shown here that mechanical single-molecule unfolding
experiments in combination with site-directed mutagenesis can yield
structural information about unfolding intermediates in single pro-
tein domains. We cannot yet determine whether the 3-strands in the
structured portion of the intermediate will retain their native fold or
adopt a non-native structure. Future experiments combining mecha-
nical and fluorescence experiments may be able to address this ques-
tion, even on the single-molecule level.

METHODS

Cloning and protein expression. The full-length rod construct ddFLN1-6 con-
taining six Ig rod domains and the shortened construct ddFLN1-5 are identical
to those described elsewhere?. The titin construct 127-134 was as described’. To
insert single ddFLN domains into the titin construct, two restriction sites, Neol
and Bstell, were introduced between I30 and I31 using the QuikChange muta-
genesis kit (Stratagene). The vector was digested and the ddFLN domain of
choice was introduced and religated. Protein purification was done using an
N-terminal Hiss-tag. Glycine inserts were introduced using the QuikChange
protocol. The four constructs Ti/ddFLN4AB, ddFLN1-5BC, Ti/ddFLN4EF and
Ti/ddFLNFG were expressed with five glycines inserted at positions 17, 33, 71
and 87. All mutations were introduced into the Ti/ddFLN4 construct except for
ddFLN1-5BC, which was derived from ddFLN1-5. The presence of the inserts
was verified by DNA sequencing.

Force spectroscopy of single proteins. All single-molecule force measurements
were made on a custom-built AFM!?. Calibration was done in solution by using
the equipartition theorem. Si3sN, tips with spring constants between 8 and
15 pN nm! were used. A drop of protein solution was placed on an amino-
reactive aldehyde surface or, alternatively, on a freshly evaporated gold surface
and incubated for 5 min at room temperature. Subsequently the sample was
thoroughly rinsed with PBS buffer to remove excess protein. The force curves of
all constructs except ddFLN1-6 (v=25nm s}, 1.5 um s!) were collected at a
pulling speed ranging from 250 to 350 nm s~!. Experiments were conducted at
room temperature.

Data analysis. For quantitative analysis the force-extension curves were fit to
an analytical approximation of the worm-like chain model?®, F(x) = (kT / p)
[0.25 (1 —x/L)2—0.25+ x/ L]. p denotes the persistence length, L the contour
length, k is Boltzmann’s constant, T is the temperature in Kelvin and x is the
distance between the attachment points of the protein. For the high-force
regime (forces >30 pN), a value of p = 0.5 nm provided the best fit; this value
was p = 0.9 nm for the low-force regime (forces <30 pN). To improve the
signal-to-noise ratio for the curves presented in Figure 3 an average of ten
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curves for each construct was computed. In addition to the averaged traces in
Figure 3 we also fitted the individual data traces for each construct and com-
puted average values. All data were analyzed using Igor pro (Wavemetrics).
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The folding pathway of a fast-folding immunoglobulin
domain revealed by single-molecule mechanical

experiments

Ingo Schwaiger !, Michael Schleicher?, Angelika A. Noegel® ¢ Matthias Rief'*
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The F-actin crosslinker filamin from Dictyostelium discoideum
(ddFLN) has a rod domain consisting of six structurally similar
immunoglobulin domains. When subjected to a stretching force,
domain 4 unfolds at a lower force than all the other domains in
the chain. Moreover, this domain shows a stable intermediate
along its mechanical unfolding pathway. We have developed a
mechanical single-molecule analogue to a double-jump stopped-
flow experiment to investigate the folding kinetics and pathway
of this domain. We show that an obligatory and productive
intermediate also occurs on the folding pathway of the domain.
Identical mechanical properties suggest that the unfolding and
refolding intermediates are closely related. The folding process
can be divided into two consecutive steps: in the first step 60 C-
terminal amino acids form an intermediate at the rate of 555~ 1;
and in the second step the remaining 40 amino acids are packed
on this core at the rate of 179s~'. This division increases the
overall folding rate of this domain by a factor of ten compared
with all other homologous domains of ddFLN that lack the folding
intermediate.

Keywords: atomic force microscope; filamin; folding kinetics
EMBO reports (2005) 6, 46-51. doi:10.1038/sj.embor.7400317

INTRODUCTION

An actin-crosslinking protein is constantly subject to mechanical
forces as the cytoskeleton rearranges itself during cell division
or movement (Pollard & Borisy, 2003). In the F-actin crosslinker
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filamin from Dictyostelium discoideum (ddFLN), among the six
immunoglobulin rod domains, domain 4 shows significantly lower
unfolding forces than all the other domains. In addition, this
domain also unfolds via an intermediate where the 60 carboxy-
terminal residues form a folded core (Schwaiger et al, 2004). In an
earlier study, low unfolding forces suggested a role for domain 4
(ddFLN4) as an extensible link that is able to buffer high-tension
forces before they can do damage to the structural integrity of the
cytoskeletal meshwork (Schwaiger et al, 2004). A key question
that has remained unresolved is whether the occurrence of a
stable unfolding intermediate has any influence on the folding
properties of this domain. So far, many mechanical single-
molecule studies have given detailed insight into unfolding
pathways along the N-C-terminal reaction coordinate in the
high-dimensional protein energy landscape biased by an external
force (Brockwell et al, 2003; Carrion-Vazquez et al, 2003;
Williams et al, 2003; Zhuang & Rief, 2003; Schlierf et al, 2004).
What can we learn about folding pathways of proteins from single-
molecule mechanical experiments?

To detect intermediates in classical double-jump stopped-flow
studies, experimenters switch solvent conditions rapidly from
denaturing to renaturing for a varying time span, and then back to
denaturing to follow the accumulation of intermediate states
(Eaton et al, 2000). Inspired by this technique, we have developed
a single-molecule mechanical double-jump experiment, where
the applied force allows switching rapidly between denaturing
and renaturing conditions. Here, we use this technique to follow,
in detail, the folding pathway and kinetics of the fast-folding
immunoglobulin domain ddFLN4.

RESULTS AND DISCUSSION

The experimental geometry of mechanical unfolding experiments
is shown in Fig TA. All mechanical experiments described here
were performed with a rod construct from ddFLN comprising
immunoglobulin  rod domains 1-5 (ddFLN1-5, ddFLN4 is
coloured blue in Fig TA). A mechanical unfolding sample trace
in which four of the five immunoglobulin domains unfold is given

©2005 EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY ORGANIZATION
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Fig 1| Single-molecule mechanics of ddFLN1-5. (A) Structure of the
ddFLN1-5 construct comprising immunoglobulin domains 1-5 including
domain 4 (blue). (B) Force-extension curve of ddFLN1-5 unfolding. A
total of four immunoglobulin domains are unfolded. Domain 4 unfolding
(highlighted in blue) proceeds by means of a stable unfolding
intermediate, whereas other immunoglobulin domains are two-state
unfolders. (Nuclear magnetic resonance structures are adapted from
Fucini et al (1997) and Schwaiger et al (2004).) Orange lines are
worm-like chain fits using P=0.5nm and contour lengths as indicated
above the peaks (Bustamante et al, 1994).

in Fig 1B. Most domains unfold in a clear two-state manner and
only domain 4 shows a characteristic double peak (marked in
blue) due to the presence of an intermediate along its unfolding
pathway (Schwaiger et al, 2004). The first unfolding peak reflects
detachment and unfolding of strands A and B, whereas strands
C-G remain structured (Schwaiger et al, 2004). The second peak
marks complete unfolding (Fig 1B).

Refolding of ddFLN4 in single-molecule mechanical experi-
ments occurs at a faster rate compared with all other immuno-
globulin domains in ddFLN1-5 if the polypeptide chain is relaxed
to almost zero tension (Schwaiger et al, 2004). Stretch and relax
experiments can provide direct insight into the folding pathway
of ddFLN4. In the experimental series shown in Fig 2A, a single
ddFLN4 domain is stretched and relaxed repeatedly at high
pulling velocities (2 um/s) so that the time allowed for the
polypeptide strand to refold is short (<50 ms).

Three different outcomes of ddFLN4 refolding experiments can
be observed: complete refolding (Fig 2A, trace Il), refolding only to
an intermediate structure (Fig 2A, trace V) or no refolding within
the short time span (Fig 2A, trace VI). Obviously, an intermediate
state is populated not only during mechanical unfolding experi-
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Fig 2| Domain 4 of ddFLN has a stable refolding intermediate. (A)
Mechanical refolding experiments with ddFLN4. Three typical outcomes
from a series of 50 stretch and relax cycles with a single ddFLN4
domain. Black traces represent relaxation curves and red traces
stretching curves. Starting from the unfolded state U (traces I, III and
V), ddFLN4 can either fold back to the native state N (II), to a folding
intermediate RFI (IV) or not fold at all (VI). The blue pattern
superimposed in the background is a complete unfolding pattern of
ddFLN4. (B) Refolding experiments from the unfolding intermediate.
(I) Unfolding trace, starting from the native state N and ending in the
unfolding intermediate state UFI. (II) Domain 4 is relaxed and allowed
to refold. (IIT) Subsequent stretching shows that ddFLN4 has folded back
to the native state N from UFL This experiment is repeated in traces IV
and V. (C) Kinetic scheme of the mechanical unfolding and refolding
pathways of ddFLN4.

ments but also during refolding. A priori, there is no reason
to assume that this refolding intermediate is identical to the
mechanical unfolding intermediate we observe in Fig 1. We will
therefore refer to the intermediate state populated during
mechanical unfolding from the native state as UFI and to
the intermediate populated during refolding experiments as
RFI (Fig 2C).

We cannot yet decide whether RFIl is on or off the folding
pathway. However, we can directly show that, from UFI as a
starting conformation, the domain refolds quickly to the native
state N. Such a series is shown in Fig 2B. In the first trace (Fig 2B,
trace 1), we unfold a completely folded ddFLN4 domain to UFI.
Instead of further rupturing the domain, we now relax the
polypeptide chain to a near zero force (Fig 2B, trace Il) and
immediately stretch it again (Fig 2B, trace Ill). In such experiments,
we observe that the domain always folds into its native
conformation at a timescale of <50ms.
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Investigation of protein refolding kinetics of multidomain
constructs in mechanical experiments has produced considerably
(up to 30 times) lower refolding rates than solution studies for
domain 127 of titin. Carrion-Vazquez et al (1999) have explained
this discrepancy by entropic costs of tethering. Small mechanical
forces can drastically slow refolding. Also, in multidomain
constructs, gradual shortening of the polypeptide chain due to
the sequential refolding of the domains leads to increasing force
constraints for those domains that fold later in the process. As the
force—distance relation of a polypeptide chain in the relevant force
range below 5pN is not known and may be sequence specific,
such effects cannot be accurately accounted for.

Quantitative investigation of the refolding of ddFLN4 therefore
relies on three important prerequisites: (i) refolding experiments
have to be performed with only a single domain, (ii) switching
between unfolding and refolding conditions has to occur fast,
and (iii) residual strain within the polypeptide chain during

A o0 ¢ d
E
E —40
e b e
[+
® -80
e a f
-100
30 ms
100 +
e a,f
— 0 —
3 b
[0}
Qo
s}
w
c d
—100
—200
T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Extension (nm)

Folding pathway of a fast-folding immunoglobulin
I. Schwaiger et al

refolding must be minimized. We thus developed a mechanical
pulse protocol that allows rapid switching between renaturing
and denaturing conditions by subjecting the protein to a
mechanical force.

In the initial cycle, the tip indents into the surface to contact
a single molecule. After a waiting time of 1s, it is then retracted
to about 100 nm above the surface. At this distance, three domains
of the protein will be unfolded. In many cases, domain 4 will be
among those three domains. As two of the domains fold slowly
compared with ddFLN4, they serve as sacrificial domains that will
stay unfolded throughout the experiment and provide a long-
enough polypeptide polymer spacer such that the entropic costs of
tethering for refolding of ddFLN4 will be minimal. Now, periodic
folding—refolding cycles can be started. The time course of this
pulse protocol is shown in Fig 3A (upper panel). From the fully
extended position (position a), the polypeptide chain is relaxed to
a distance of about 70 nm above the surface (position b) at a speed

Distance (nm) &
|

> & A

o o o o

Force (pN)

T
50 60 70 80 90 100
Extension (nm)

Fig 3 | Double-jump mechanical single-molecule experiment. (A) Time course of the mechanical extension (upper left) and corresponding force-
extension curve of a single double jump. (B) Time course of the mechanical extension for a typical experiment running through 50 unfolding-
refolding cycles (upper right). Lower right: superposition of the corresponding force-extension traces. Sample traces for the three possible outcomes
of the refolding experiments are coloured in blue (complete refolding), red (refolding to the intermediate RFI) and orange (no refolding).
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of 2 um/s. At this position, the polypeptide chain is still sufficiently
strained so that refolding does not occur. From here, the tip is then
rapidly approached to the surface (position ¢) within 2 ms to start
refolding. To minimize tensile strain on the polypeptide chain, the
tip indents slightly into the surface with a force of <150 pN. After
a variable waiting time of 5-40ms, during which the protein is
allowed to attempt refolding under minimal strain (positions ¢ and
d), the position is rapidly (2 ms) switched back to position e, again
70nm above the surface. At this position, refolding will be
mechanically quenched and the amount of structure that has
refolded can now be probed in a force versus distance curve at
2 um/s up to the initial position (f).

The rapid switching phases are essential: if approach and
retraction phases took an essential fraction of the total refolding
time allowed, the protein would refold under ill-defined force
conditions and quantitative analysis would be impossible. During
the switching phases (b,c and d,e), the cantilever probe is subject
to large hydrodynamic forces visible in the sample traces (Fig 3A,
lower panel). These phases will therefore impose a ‘blind window’
on our experiment.

The protocol described above is a close single-molecule
analogue of bulk double-jump stopped-flow techniques. The
superposition of 50 cycles from a single ddFLN4 domain shown in
Fig 3B (lower panel) demonstrates that we can obtain statistically
significant amounts of data and force distributions from one
individual protein domain. So far, in single-molecule force
measurements, unbinding or unfolding force data from different
individual domains are compiled into histograms. Such measure-
ments assume that all molecules behave the same and any
different local environments are generally averaged over.

Varying the time allowed for ddFLN4 to refold from 5 to 40 ms
and counting the events that lead to either complete refolding
(green circles), refolding to the intermediate (blue circles) or no
refolding (red circles) now allows us to reconstruct the complete
refolding pathway of ddFLN4 (Fig 4A, graph). The data closely
follow a kinetic scheme in which the refolding intermediate RFI is
obligatory (Fig 4A, top) and is populated at a rate of 554+4s~'
from the unfolded state. The transition from the intermediate to
the completely folded conformations occurs at 179+20s~!
(see Methods). Models in which the intermediate lies off-pathway
fail to describe our data. The total folding rate we find for
ddFLN4 of 42s~" is among the fastest observed for an immuno-
globulin domain so far. This is even more surprising because
in our experimental geometry the molecule is tethered between
tip and substrate, and refolding should rather be slower than in
solution studies.

An obligatory intermediate occurs both on the mechanical
unfolding pathway (UFI) and on the refolding pathway (RFI; Fig
2C). However, we have experimental evidence that RFl and UFI
are closely related if not identical. Although single-molecule
mechanical experiments do not provide direct structural informa-
tion, they provide many parameters that sensitively depend on
protein structure (Li et al, 2000). The core of folded amino acids
constituting those amino acids that form the structured portion of
the unfolding intermediate UFI has been mapped previously
(Schwaiger et al, 2004). By analysing the length gain upon
unfolding, we find that the number of amino-acid residues
constituting RFI is identical to the number we obtain for UFI (60
residues). Other parameters that sensitively depend on protein
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Fig 4| Single-molecule folding and unfolding kinetics of ddFLN4.

(A) Fraction of observed events for mechanical refolding as a function of
the allowed refolding time (red: no refolding; green: complete refolding;
blue: refolding to RFI). For each time point at 5, 10, 20, 30 and 40 ms,
1,377, 404, 417, 536 and 270 events were analysed, respectively. The lines
are fits according to the kinetic folding scheme shown at the top with
ky=55+4s"1 and k,=179+20s"! (see Methods). (B) Histograms of
unfolding forces for unfolding from native state N to UFI (left), from RFI
to unfolded state U (middle) and from UFI to U (right). The solid lines
in the left and middle histograms are fits according to a two-state model
(see text and Methods).

structure are the average unfolding force and the width of the
measured force distribution. We find that the unfolding force
distribution is identical for UFI (Fig 4B, right histogram) and RFI
(Fig 4B, middle histogram). The shape of the unfolding force
distribution is determined by the unfolding rate at zero force ko
and the position of the transition state along the direction of
the force applied Ax (Evans & Ritchie, 1999). From the fit to
the measured unfolding force distribution of RFI (solid line in
Fig 4B, middle histogram), we obtain values of k,;=0.33s~" and
Ax=5.25+0.4A. The same parameters exactly describe the
unfolding force distribution of UFI (solid line in Fig 4B, right
histogram). As unfolding force distributions generally change
strongly on changes in structure or on mutations (Li et al, 2000),
we conclude that, at the resolution of our experiments, RFl and UFI
are indistinguishable. Our finding that refolding from UFI to the
native state is fast (Fig 2B) supports this conclusion. The left
histogram in Fig 4B shows the force distribution for the unfolding
transition from the native state to the intermediate state of
ddFLN4. In this transition, strands A and B detach from the barrel
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Fig 5| Mechanical unfolding and refolding pathways in the energy
landscape. (A) Schematic view of the ddFLN4 folding and unfolding
energy landscape. The native state N and the intermediate state I
correspond to minima in the energy landscape. The mechanical
unfolding pathway (black line) and the folding pathway (red) are
probably different. However, they both proceed through the same
intermediate state. (B) Projection of the mechanical unfolding pathway
on the mechanical reaction coordinate (N-C-terminal distance).

(Schwaiger et al, 2004; Fig 1B). From the fit, we obtain values of
kor=0.285s" and Ax=4+0.35A.

Our results of the folding and unfolding pathway of ddFLN4 are
summarized in Fig 5. The same intermediate state is populated
during refolding and unfolding (Fig 5A). However, the pathways
over the transition barriers and the associated transition states are
probably different during mechanical unfolding as compared with
refolding at zero force. Fig 5B shows a cross-section through the
energy landscape along the pathway of mechanical unfolding.
The unfolding rates over the barrier at zero force and the position
of the transition state along the axis of pulling were obtained from
the histograms in Fig 4B.

The mechanical refolding experiments provide a direct
comparison of the folding kinetics between ddFLN4 and the other
immunoglobulin  domains of the rod. In our double-jump
experiments, together with ddFLN4, we always stretch two
sacrificial immunoglobulin domains that serve as polymer
spacers. We, therefore, have a direct comparison between the
ddFLN4 folding rate and those of the sacrificial domains.
Refolding of one of the sacrificial domains would lead to only
one unfolding peak in the subsequent unfolding pattern, lacking
the intermediate state UFI. This happens in less than 20% of the
events in which we observe complete refolding of a domain. If we
attribute all these events to refolding of one of the two sacrificial
domains, we can conclude that refolding of ddFLN4 is at least
ten times faster than refolding of all other domains in ddFLN1-5
Folding of ddFLN4 is therefore a clear example that the pre-
sence of a stable folding intermediate can accelerate folding
drastically as compared with homologous domains lacking such
a stable intermediate.

Interestingly, Plaxco et al (1997) have found that the
fibronectin type Il domain FN10 from fibronectin folds much
faster than the structurally homologous domain FNO. Later, Cota &
Clarke (2000) reported the presence of a folding intermediate in
FN10. Although structural information for the folding intermediate
of FN10 is not available, we suggest that, similar to ddFLN4, also
in FN10 the presence of the folding intermediate is the main
determinant of fast folding for this domain.
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Fernandez & Li (2004) have recently reported a continuum
of intermediates during mechanical refolding of ubiquitin. In
contrast, we observe a discrete, structurally well-defined inter-
mediate consistent with the view that protein-folding landscapes
are dominated by discrete, native-like, partially folded intermedi-
ates (Baldwin & Rose, 1999).

Is there a potential physiological implication for the fast-folding
kinetics and the obligatory folding intermediate of ddFLN4? The
combination of low unfolding forces of ddFLN4 and the fast-
refolding kinetics we observe in this study suggests a role for
ddFLN4 as a reversible, extensible mechanical link in the ddFLN
rod (Schwaiger et al, 2004). Another intriguing possibility is a
potential role as a molecular strain sensor that can sense highly
strained conformations of the cytoskeleton. Partial unfolding of
ddFLN4 on external strain may expose a cryptic binding site that
allows a specific binding partner (Ingham et al, 1997; Sechler et al,
2001; Oberhauser et al, 2002). As soon as the tension drops, fast
refolding would ensure closing of the binding site. Identification of
specific binding partners to the ddFLN4 intermediate will be an
important task for the future.

METHODS

Cloning and protein expression. The ddFLN1-5 construct, con-
taining five immunoglobulin rod domains, was purified as
described earlier (Schwaiger et al, 2004).

Force spectroscopy of single proteins. All single-molecule force
measurements were performed with a custom-built atomic force
microscope apparatus under conditions identical to those
described by Schwaiger et al (2004; also see supplementary
information online).

Single-domain mechanical double-jump experiments. For a
detailed description, see main text and Fig 3.

Modelling of unfolding force distributions. In Fig 4B, the
corrected unfolding force values for the transitions N— UFI, U—
RFI and UFI—- U are compiled into histograms (see supplementary
information online). To determine unfolding rates ks and
positions of transition state Ax for the transitions N— UFI and
U—RFI (left and middle histograms), the respective unfolding
force distributions were fitted with a two-state model including the
worm-like chain elasticity of the polypeptide spacers as intro-
duced by Evans & Ritchie (1999) using a fixed contour length.
Kinetic schemes to model refolding. To model refolding kineti%s
we aisumed an irreversible consecutive three-state transition U —-
RFI — F. Solving the rate equations leads to [U](f)=exp(—k;?
[F1(0) = (ko/ (ki —ka))exp(— ki O— ((ka/(ki—kz))— T)exp(—kz ), and [RFII() =
1—[UI(O-[F1(d, where [U], [F] and [RFI] are the probabilities of
observing the unfolded, the completely folded or the intermediate
conformation, respectively.

Supplementary information is available at EMBO reports online
(http://www.emboreports.org).
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