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1 Zusammenfassung

Mechanische Einzelmolekiil-Experimente haben in den letzten Jahren zahlreiche neue
Einsichten in die Funktion und Struktur von Proteinen und anderen Biomolekiilen ge-
wahrt. Mittels Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie kann die Kinetik von Reaktionen durch
Anlegen mechanischer Kraft an ein einzelnes Molekiil hochprizise gesteuert werden.
Auf diese Weise konnen beispielsweise Proteine unter Kraft entfaltet oder Protein-
Ligand-Komplexe zur Dissoziation gebracht werden. Bedingt durch experimentelle
Schwierigkeiten waren solche Experimente bislang weitgehend auf Protein-Entfaltung
und Liganden-Entbindung beschrdnkt, wahrend Protein-Faltung und Liganden-Bindung
unter Kraft kaum zugédnglich waren. In dieser Arbeit werden nun erstmals mechanisch
induzierte Faltungs-/Entfaltungs-Uberginge eines Proteins zwischen dem vollstindig
gefalteten und dem vollstandig entfalteten Zustand im thermodynamischen Gleichgewicht
direkt beobachtet. Zudem werden auf dhnliche Weise auch Bindungs- und Entbindungs-
Ubergénge von Liganden detektiert und analysiert.

Mit Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie wurde hier das Calcium-abhédngige Signalmole-
kiil Calmodulin untersucht. Durch Bindung von Ca**-lonen wird Calmodulin in einen
aktivierten Zustand versetzt, in dem es an Bindungssequenzen in Zielproteinen bin-
den kann. In der vorliegenden Arbeit werden Faltungs-/Entfaltungs-Ubergénge von
Calmodulin unter Kraft detektiert. Dies erlaubt es, eine Kopplung zwischen Ligandenbin-
dung und Proteinfaltung zu beobachten: Ca?* bindet bereits mit betrachtlicher Affinitit
an den Faltungsiibergangszustand von Calmodulin, so dass die Faltung durch hohe
Ca?*-Konzentrationen erheblich beschleunigt werden kann. Von besonderem Interesse ist
auch die Bindung von Calmodulin an Erkennungssequenzen aus Zielproteinen. Durch
den Einfluss von frei in Losung hinzugegebenen Peptid-Liganden auf die Faltungs-
und Entfaltungskinetik von Calmodulin konnten neue Einsichten in Stochiometrien und
Bindungsmodi verschiedener Target-Peptide gewonnen werden. Die einzelnen Schritte
der Bindung von Calmodulin an Target-Peptide wurden durch Anlegen von Kraft direkt
an den Peptid-Liganden zugénglich, was die Beobachtung von Bindungs-/Entbindungs-
Ubergingen in Echtzeit erméglichte.

Durch Anlegen von Kraft an Proteine und an Protein-Ligand-Komplexe kann die Kinetik
sehr langsamer und sehr schneller Prozesse in gut auflosbare Zeitskalen von Sekunden
oder Sekundenbruchteilen verschoben werden. Proteine und Protein-Ligand-Komplexe
konnen schrittweise durch ihre komplexe Energielandschaft vom vollstandig gefalteten
und ligandenbindenden Zustand bis zum vollstandig entfalteten Zustand gesteuert wer-
den. Verschiedene Prozesse konnen damit getrennt voneinander beobachtet werden, was
durch nicht-mechanische Methoden nur schwer zu erreichen ist. So konnen beispiels-
weise beide Domédnen von Calmodulin nacheinander entfaltet werden, ebenso kann die
Peptid-Dissoziation von der Proteinentfaltung getrennt werden. Durch die hier vorgestell-
ten Gleichgewichts-Experimente lassen sich ungleich mehr Informationen als durch friihe-
re Messungen im Nichtgleichgewicht gewinnen. Diese Arbeit 6ffnet die Tiir zu detaillier-
ten Untersuchungen von Proteinfaltung, Ligandenbindung und Konformationsdnderun-
gen durch gezielte Steuerung von Reaktionsgeschwindigkeiten unter Kraft.
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2 Einleitung

Um zu iiberleben miissen Zellen in angemessener Weise auf externe Stimuli wie eine
verdnderte Temperatur oder die Anwesenheit bzw. das Fehlen bestimmter Néhrstoffe in
der Umgebung reagieren konnen. Speziell fiir mehrzellige Lebewesen spielt zudem der
Austausch von Informationen zwischen verschiedenen Zellen eine extrem wichtige Rolle,
um das korrekte Ablaufen verschiedenster Vorgange im Organismus von der Zelldifferen-
zierung bis zur Muskelkontraktion zu gewdhrleisten. Das extrazelluldre Signal selbst, z.B.
eine chemische Substanz als sogenannter first messenger, muss dazu in ein intrazelluldres
Signal, einen second messenger, umgewandelt werden. Dabei ist die Geschwindigkeit und
die Genauigkeit der Signaliibermittlung von hoher Bedeutung. Calcium-Ionen stellen
dabei einen idealen Botenstoff dar, indem ein extrazelluldres Signal zu einer Erhéhung der
Ca?"-Konzentration in der Zelle fiihrt. Da intrazelluldre Ca?*-Konzentrationen typischer-
weise um einen Faktor 10.000 unter der Konzentration im extrazelluldaren Medium oder
in Organellen liegen, kénnen Ca%*-Ionen sehr schnell in die Zelle einstromen. Dariiber
hinaus erlauben die chemischen Eigenschaften des divalenten Ca?*-Ions eine starke und
spezifische Bindung an Ca?"-bindende Molekiile, die das Signal innerhalb der Zelle
weiterleiten konnen [88].

Das wichtigste und am besten untersuchte Ca”*-abhingige Signalmolekiil ist Calmodulin.
Dieses mit 148 Aminoséuren relativ kleine Protein wird durch Bindung von Ca?*-Ionen
in einen aktivierten Zustand versetzt, in dem es an eine grofie Zahl an Zielproteinen
binden kann, deren Aktivitdt daraufhin durch Calmodulin geregelt wird. Die Aufgabe
von Calmodulin besteht also darin, das Ca?*-Signal auf die Gréfenskala von Proteinen zu
iibersetzen und an Zielproteine weiterzugeben. Die grofie Bedeutung von Calmodulin wird
eindrucksvoll klar, wenn man sich vor Augen fiihrt, dass dieses Protein eine Vielzahl zel-
luldrer Prozesse wie beispielsweise Apoptose, Muskelkontraktion und Nervenwachstum
in Ca®*-abhéngiger Weise steuert und reguliert. Calmodulin kommt in allen Eukaryonten
hochkonserviert vor und wurde im Laufe der letzten 1 Milliarde Jahre nur noch minimal
evolutiondr verdndert. In allen Wirbeltieren ist die Aminosdure-Sequenz von Calmodulin
sogar exakt identisch [19].

In der vorliegenden Arbeit werden die Eigenschaften von Calmodulin durch
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie erforscht. Zundchst wird die Faltung des Proteins,
d.h. der Ubergang von der unstrukturierten Aminosaurekette zur funktionalen dreidi-
mensionalen Struktur untersucht. Dabei steht unter anderem die Frage im Mittelpunkt,
inwieweit die Faltung durch die Liganden von Calmodulin, also durch Ca?* und durch
Calmodulin-bindende Peptidsequenzen aus Zielproteinen, beeinflusst wird. So ladsst sich
hier eine Kopplung von Faltung und Ligandenbindung am Beispiel von Calmodulin
beobachten. Weiterhin wird auch die Funktion von Calmodulin ndher betrachtet, indem
die Bindung von Peptidliganden direkt untersucht wird, um ein detaillierteres Bild davon
zu gewinnen, wie Calmodulin zwischen seinen verschiedenen Zielproteinen unterscheiden
kann. Fiir verschiedene Target-Peptide finden sich unterschiedliche Bindungsstéchiome-
trien und unterschiedliche Grade an Bindungskooperativitdt, was potentiell eine wichtige
Rolle fiir die physiologische Funktion von Calmodulin spielt.



2 Einleitung

Bei der hier verwendeten Methode, der Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie mittels AFM,
wird durch Anlegen mechanischer Kraft an das Protein oder an die Peptidliganden die Ki-
netik von Faltungs-/Entfaltungs-Vorgangen sowie von Ligandenbindungs-/-entbindungs-
Ereignissen gezielt modifiziert, so dass sich die einzelnen Schritte getrennt voneinander auf
einer gut zu beobachtenden Zeitskala detektieren lassen. Durch experimentelle Einschran-
kungen war diese Technik bislang weitgehend auf die Untersuchung von Entfaltungs- und
Entbindungs-Vorgiangen beschrdnkt, wiahrend Faltung und Ligandenbindung experimen-
tell nicht zuganglich waren. Hier sollen nun erstmalig die Ubergénge von Faltung und Ent-
faltung sowie Bindung und Entbindung im thermodynamischen Gleichgewicht beobachtet
werden. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass solche Gleichgewichtsdaten ungleich mehr und
detailliertere Informationen als friihere Nichtgleichgewichts-Messungen enthalten.



3 Grundlagen

3.1 Das Kraftmikroskop

Die Rasterkraftmikroskopie hat seit ihrer Entwicklung 1986 grofie Bedeutung als hoch-
auflosende Abbildungstechnik fiir verschiedenste Oberflichen erlangt [6]. Bei dieser
Technik wird eine Probe mit einer sehr scharfen Spitze abgerastert, die mit der Oberfla-
che durch verschiedene Wechselwirkungen interagiert und der Topographie folgt. Das
Rasterkraftmikroskop oder AFM (atomic force microscope) lédsst sich jedoch nicht nur zu Ab-
bildungszwecken einsetzen, sondern auch zur Kraftspektroskopie, indem beispielsweise
DNA oder Proteine zwischen Oberfliche und Spitze eingespannt und mit mechanischer
Kraft belastet werden [67,65].

Das in dieser Arbeit verwendete Kraftspektrometer ist schematisch in Abb. 3.1 A gezeigt.
Die Probe befindet sich auf einem in z-Richtung hochprizise verstellbaren Piezotisch. Die
Nadel mit einem Durchmesser von ca. 30 nm an der Spitze ist in eine Blattfeder integriert,
die sich proportional zur an der Spitze anliegenden Kraft mit einer Federkonstante k.
verbiegt. Die Auslenkung der Feder wird durch die Reflexion eines Laserstrahls auf der
Blattfeder mittels einer segmentierten Photodiode gemessen. Das Differenzsignal zwischen
den oberen und den unteren Diodensegmenten dient als Messgrofie fiir die Auslenkung
der Blattfederspitze und damit der anliegenden Kraft (siehe auch Anhang A.1). Details der
Messung sind in Anhang A.2 und A.3 beschrieben.

Mit dieser Methode konnen nun die mechanischen Eigenschaften einzelner Molekiile
mit hoher Prézision untersucht werden, indem man den Abstand zwischen Oberfliche
und Spitze mit konstanter Geschwindigkeit erhoht und damit auf ein eingespanntes
Molekiil Kraft austibt. Fiir die Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie an Proteinen wird das
zu untersuchende Protein iiblicherweise in ein Polyprotein-Konstrukt integriert (Abb.
3.1 B). Die terminalen Domé&nen dienen einerseits als "Griffe" fiir die Anbindung an
Oberflache und Spitze, andererseits aber auch als Marker fiir korrekte Einzelmolekiil-
Ereignisse in Kraft-Abstands-Kurven (siehe auch Abschnitt 3.2). Wird Kraft angelegt,
so entfalten die einzelnen Proteindoménen in der Kette nacheinander. Auf diese Weise
lasst sich beispielsweise die mechanische Stabilitdt von Proteinen untersuchen, die auch
in vivo mechanischen Kriften ausgesetzt sind [60, 54, 76]. Dariiber hinaus hat sich die
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie zum Beispiel auch als Methode zur Untersuchung der
Proteinfaltung bewdihrt, insbesondere zur Detektion von Faltungsintermediaten [78,5]. In
diesen und in weiteren Anwendungsfeldern macht man sich zunutze, dass sich unter Kraft
die Entfaltungsrate erhhen und die Faltungsrate senken ldsst (sieche Abschnitt 3.3).

Als alternative Methoden zur Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie mit dem AFM kommen
optische und magnetische Pinzetten in Frage [59]. Diese Techniken erlauben eine hohere
Kraftauflosung bei allerdings oftmals schlechterer Ortsauflosung. Dariiber hinaus sind Ex-
perimente mit diesen Methoden ungleich aufwendiger als mit dem AFM. Wie in dieser
Arbeit gezeigt wird, lasst sich mit dem AFM bei sehr langsamen Ziehgeschwindigkeiten
(I1nm/s anstelle von tiblicherweise ca. 1000 nm/s) eine Kraftauflosung erreichen, die mit
der optischen Pinzette konkurrieren kann (siehe auch Anhang A.3).



3 Grundlagen

A Laserstrahl

Linse
segmentierte
Photodiode

Blattfeder mit integrierter Spitze

Probe

Piezopositioniersystem ‘ ‘:\\\

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. A. Die Verbiegung der Blattfeder,
die Uber die Auslenkung eines auf der Blattfeder reflektierten Laserstrahls gemessen wird, gibt
die an der Blattfederspitze wirkende Kraft an. Uber ein Piezo-Positioniersystem kann der Abstand
zwischen Objekttrager und Blattfederspitze hochprazise veréandert werden. (Abbildung Gbernom-
men mit freundlicher Genehmigung von H. Dietz) B. Ublicherweise wird das zu untersuchende
Protein (rot/blau) in ein Polyprotein-Konstrukt (grau) integriert, das als "Griff" dient und seinerseits
an Objekttrager und Blattfederspitze angebunden wird.

3.2 Elastizitat von Proteinen

Fir die Durchfithrung der im vorangehenden Abschnitt kurz skizzierten mechanischen
Proteinentfaltungs-Experimente ist eine Analyse der Elastizitdt von Proteinen unabding-
bar, dabei muss zwischen gefaltetem und ungefaltetem Protein unterschieden werden. Die
Struktur von gefalteten Proteinen wird durch spezifische Wechselwirkungen vermittelt.
Gefaltetes Protein ist daher wesentlich weniger elastisch als entfaltetes Polypeptid, d.h. es
dehnt sich bei der gleichen anliegenden Kraft deutlich weniger aus (siehe Abb. 3.2 A). Die
Elastizitat von entfalteten Proteinen, also die Kraft F in Abhidngigkeit von der Ausdehnung
d, ist im Wesentlichen entropischen Ursprungs und ldsst sich durch das worm-like chain-
Modell (WLC) beschreiben (GI. 3.1) [12]. Fiir die Persistenzlinge von Polypeptidketten
wurde ein fester Wert von p = 0,5nm verwendet, so dass die Konturlinge entlang des
Aminosdurertiickgrats L als einziger Fitparameter der WLC-Kurve verbleibt.

pa@y="el (2, 1 1 (3.1)

SRR G

Werden im AFM Multidoméanen-Konstrukte wie in Abb. 3.1 B entfaltet, so erhoht sich die
freie Konturldnge des entfalteten Polypeptids mit jedem Entfaltungsereignis. Da die Elasti-
zitat der gefaltetem Proteindomédnen demgegentiber vernachléssigbar ist, stellen sich Ent-
faltungskurven von Polyprotein-Konstrukten schlichtweg als aufeinanderfolgende WLC-
Segmente dar (Abb. 3.2 B). Dies fiihrt zu einem charakteristischen Sdgezahnmuster der
Kraftabstandskurven, bei dem die Peaks jeweils einzelnen Doménenentfaltungen entspre-
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Abbildung 3.2: A. Elastizitat von gefalteten (griin) und entfalteten (rot) Proteinen. Die nichtlinea-
re Elastizitdt von entfaltetem Polypeptid Iasst sich durch das WLC-Modell beschreiben und ist
wesentlich héher als die hier nur schematisch gezeichnete Elastizitat von gefaltetem Protein. B.
Kraft-Abstands-Kurve fiir die mechanische Entfaltung eines Proteinkonstrukts aus mehreren iden-
tischen Domanen. Bei jedem Entfaltungsereignis erhéht sich die Konturlange der entfalteten Poly-
peptidkette, so dass sich die Kraft-Abstands-Kurven als Abfolge von WLC-Kurven mit steigenden
Konturlangen L beschreiben lassen.

chen. Der Konturldangenzuwachs pro Entfaltungsereignis AL ldsst sich folgendermaflen be-
stimmen:

AL =daq-n — djl‘olded + djzfozded (3.2)

Dabei ist d,, der Konturldingenzuwachs pro Aminosdure, n ist die Anzahl der entfaltenden
Aminosédurereste. Weiterhin bezeichnen d}ol Jdeqd Und d]%ol 4eq die Abstdnde zwischen N- und
C-Terminus in der gefalteten Struktur vor bzw. nach dem Entfaltungsereignis. Der Kontur-
langenzuwachs pro entfaltender Aminosdure wurde fiir das in dieser Arbeit verwendete
Instrument zu d,;, = 0,365 nm bestimmt [25]. Durch Bestimmen der experimentellen Kon-
turlangenzuwichse AL lassen sich mit Hilfe von GI. 3.2 die beobachteten Entfaltungsereig-
nisse mit einer Genauigkeit von wenigen Aminosaduren strukturell interpretieren. In dieser
Arbeit wird, zusitzlich zum statistischen Fehler bei der Bestimmung des Konturlangenzu-
wachses, noch ein systematischer Fehler von 1,0nm addiert, der im Wesentlichen durch
fehlerhafte Nullpunktsbestimmung und Drift zustande kommt.

3.3 Faltung und Entfaltung unter Kraft

Eine wesentliche Motivation fiir das Verwenden mechanischer Kraft zur Untersuchung
von Proteinfaltung und -entfaltung liegt darin begriindet, dass sich Faltungs- und
Entfaltungsraten unter Kraft in sehr gut kontrollierbarer Weise verdndern lassen. Die Kon-
formationskinetik von Proteinen lésst sich durch ein einfaches Energielandschafts-Modell
beschreiben, fiir das die Zustdnde N (gefaltetes Protein, native), TS (Ubergangszustand,
transition state) und U (entfaltetes Protein, unfolded) unterschieden werden (Abb. 3.3 A). Es
konnen nun thermisch aktivierte Uberginge zwischen den Zustanden N und U stattfinden,
die Entfaltungsrate k;, und die Faltungsrate k; hdngen dabei nach Transition State Theory ex-
ponentiell von der Hohe der Barriere, AGy_t1s bzw. AGy_1s ab. Anlegen einer konstanten
dulleren Kraft fithrt zu einem zusitzlichen, linearen Potential, das auf das Protein wirkt!.

!Die Annahme eines linearen Potentials stellt bereits eine Naherung dar. Wird das Protein iiber eine Feder
(hier eine Kombination von Cantilever und entfalteter Polypeptidkette) einer Kraft ausgesetzt, so fiihrt dies
bei konstanter Ziehgeschwindigkeit v des Cantilevers zu einem ndherungsweise quadratischen zusatzlichen
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Durch dieses zusédtzliche Potential wird die Energielandschaft verkippt, so dass sich die
Barrieren fiir Faltung und Entfaltung verdndern (Abb. 3.3 B). Die Reaktionskoordinate
hat nun die Dimension einer Linge, wobei der mechanisch weichere entfaltete Zustand
eine hohere Ausdehnung als der vergleichsweise starre gefaltete Zustand hat (siehe auch
Abschnitt 3.2). Nimmt man vereinfachend an, dass sich die Potentialbreite Axx_rs unter
Kraft nicht é&ndert und dass die anliegende Kraft bei der Ausdehnung des Proteins von N
nach TS konstant bleibt, so erhdlt man fiir die Kraftabhéngigkeit der Entfaltungsrate [3,28].

AGN_T1s  ErAxN_TS ErAxN_TsS

ki(F) =K .e” BT ¢ BT =k, (F=0)-e T (3.3)

In die Berechnung nach Gl. 3.3 geht also nur die Barrierenhohe (bzw. Nullkraftrate) und
die Potentialbreite ein. Die genaue Form der Energiebarriere, also beispielsweise die
Frage, ob es sich beim Ubergangszustand um ein breites Plateau oder eine schmale Spitze
handelt, spielt dagegen keine Rolle. Bei speziellen experimentellen Systemen, die eine
sehr exakte Bestimmung von Entfaltungskraftverteilungen erlauben, lassen sich dagegen
tiber Kramers-Korrekturen auch detailliertere Informationen {tiber die Gestalt der Barriere
gewinnen [73,27]. Im Rahmen dieser Arbeit wird stets von einem einfachen exponentiellen
Zusammenhang zwischen Ubergangsrate und Barrierenhohe ausgegangen, ohne dass
durch die Form der Barriere bedingte Abweichungen in Betracht gezogen werden.
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Abbildung 3.3: Das Zwei-Zustands-Modell fur Protein-Entfaltung unter Kraft. A. Die Proteinfaltung
lasst sich in einem Energielandschafts-Modell (rot) beschreiben, flr das die Zustande N (gefalte-
tes Protein, native), TS (Ubergangszustand, transition state) und U (entfaltetes Protein, unfolded)
unterschieden werden. Die Raten fiir die Ubergénge zwischen N und U hangen exponentiell von
der Energiebarriere zum Ubergangszustand ab. B. Anlegen einer konstanten Kraft fiihrt zu ei-
nem zusétzlichen, linearen Potential (griin), das auf das Protein wirkt. Durch dieses zusatzliche
Potential wird die Energielandschaft verkippt (blau), so dass sich die Barrieren fir Faltung und
Entfaltung verandern.

Die Entfaltungsrate steigt nach dem hier verwendeten Modell also exponentiell mit der
Kraft an, wobei die Potentialbreite Axy_ts die Rolle einer Kraftempfindlichkeit spielt. Eine
entsprechende Gleichung liefSe sich natiirlich auch fiir die Faltungsrate k¢(F) aufstellen,
was zu einer exponentiell mit der Kraft sinkenden Faltungsrate fithren wiirde. Allerdings
sind fiir die Faltung unter Kraft die obigen Bedingungen fiir das einfache Modell nicht
erfiillt, insbesondere ist die Potentialbreite fiir die Riickfaltung Axrs_y; nicht mehr kraft-
unabhéngig. Die Potentialbreite ldsst sich direkt aus dem bekannten elastischen Verhalten

Potential V;(x) = }x - (x — vt)% Da die effektive Federkonstante des Proteins viel hoher als diejenige des
externen Potentials ist, kann das zusétzliche Potential auf der Langenskala der Potentialbreite des Proteins
in guter Ndherung als linear betrachtet werden.



3.3 Faltung und Entfaltung unter Kraft

von entfalteten Polypeptidketten unter Kraft berechnen (Abschnitt 3.2), so dass Axrs_y;
im Gegensatz zur Entfaltung kein freier Parameter mehr ist. Als Potentialbreite Axrs_y;
verwenden wir daher die reale Ausdehnung des entfalteten Proteins unter der anliegenden
Kraft, abziiglich der Lange des Proteins im Ubergangszustand TS. Fiir die Faltung wird
angenommen, dass unter Kraft die natiirliche Faltungsbarriere des Proteins durch eine
zusétzliche mechanisch induzierte Energiebarriere vergrofiert wird. Diese mechanische
Barriere berechnet sich als die Energie, die zur Kontraktion des entfalteten Proteins auf
seinen End-zu-End-Abstand im Ubergangszustand TS nétig ist. Die Energiebeitrige sind
im einzelnen die Energie, die durch die Kontraktion des entfalteten Proteins frei wird,
sowie die Energien, die zur Streckung des Polypeptid-Spacers und zur Verbiegung des
Cantilevers benotigt werden (Abb. 3.4) [72,74]. Dies fiihrt zu Abweichungen von einer rein
exponentiellen Kraftabhangigkeit.

Kraft (pN)

Ausdehnung (nm)

Abbildung 3.4: Das Kontraktions-Modell fir Protein-Faltung unter Kraft. Zusatzlich zur natirlichen
Faltungsbarriere des Proteins wird die Héhe der mechanisch induzierten zusatzlichen Energiebar-
riere bestimmt. Diese berechnet sich als die Energie, die zur Kontraktion des entfalteten Proteins
auf seinen End-zu-End-Abstand in der gefalteten Form nétig ist. Die Energiebeitrage sind im ein-
zelnen die Energie, die durch die Kontraktion des entfalteten Proteins frei wird (griin), sowie die
Energien, die zur Streckung des Polypeptid-Spacers (blau) und zur Verbiegung des Cantilevers
(grau) bendétigt werden. (Abbildung Gbernommen mit freundlicher Genehmigung von F. Berkemei-
er)

Unter Kraft wird die Entfaltungskinetik also beschleunigt, wahrend die Faltung verlang-
samt wird. Dies fiihrt dazu, dass in Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie-Experimenten
uberwiegend lediglich Entfaltungsiibergédnge beobachtet werden konnen, wahrend Riick-
faltung unter Kraft experimentell nicht zuganglich ist [67, 60]. Dieses Szenario wird im
Folgenden als Nicht-Gleichgewichts-Fall bezeichnet. Im Gleichgewicht beziiglich der
Proteinfaltung kénnen dagegen Uberginge von N nach U und auch zuriick von U nach N
beobachtet werden. Gleichgewicht zwischen Faltung und Entfaltung liegt dann vor, wenn
ku(F) und kf(F) den gleichen Wert annehmen, also am Schnittpunkt beider Kurven in Abb.
3.5 (ky: griin, ky: violett). Gleichgewichtsiibergénge zwischen N und U lassen sich nur dann
beobachten, wenn dieser Schnittpunkt innerhalb der experimentell gegebenen zeitlichen
Auflosungsgrenzen liegt (horizontale schwarze Linien in Abb. 3.5). Die untere Grenze ist
durch die Dauer des Experiments gegeben: Uberginge, die sich auf Zeitskalen abspielen,
die langer als die Aufnahmedauer einer Messkurve sind, konnen nicht beobachtet werden,
weil sie nur mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit stattfinden. Die obere Grenze wird durch
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die endliche Geschwindigkeit des Cantilevers gegeben: Wenn Uberginge schneller statt-
finden, als der Cantilever folgen kann, so konnen sie nicht mehr als getrennte Ereignisse
detektiert werden.

Rate (log)

Rate (log)
/Bi
=~

Kraft (pN

T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

Ausdehnung (nm) Ausdehnung (nm) Ausdehnung (nm)

Abbildung 3.5: Mechanische Proteinentfaltung unter Gleichgewichts- und Nichtgleichgewichts-
Bedingungen. Oben ist jeweils der Schnittpunkt von Faltungs- und Entfaltungsraten (Gleichge-
wichtsbedingungen) im Verhaltnis zu den durch die Dauer des Experiments und die Ziehge-
schwindigkeit gegebenen zeitlichen Auflésungsgrenzen gezeigt (schwarze Linien). Unten sind
berechnete Beispielkurven fir das jeweilige Szenario abgebildet. A. Nichtgleichgewichtsbedin-
gungen, lediglich Entfaltung beobachtbar. B. Gleichgewichtsbedingungen, Beobachtung einzel-
ner Gleichgewichtsiibergange méglich. C. Gleichgewichtsbedingungen mit sehr schnellen Uber-
gangsraten, so dass keine einzelnen Faltungs-/Entfaltungsereignisse aufgeltst werden kénnen.

In Abb. 3.5 A liegt der Schnittpunkt unterhalb der unteren Auflosungsgrenze, Riickfaltung
ist also zu unwahrscheinlich um beobachtet werden zu konnen. Entsprechend wird
nur ein Entfaltungspeak pro Doméne detektiert, es liegt kein Gleichgewicht zwischen
den Zustinden N und U vor. Dies ist der {iibliche Fall fiir kraftspektroskopische Expe-
rimente an einzelnen Proteinen. In Abb. 3.5 B dagegen befindet sich der Schnittpunkt
der Raten innerhalb der Aufldsungsgrenzen, so dass Faltungs- und Entfaltungsiiber-
gange im Gleichgewicht beobachtet werden konnen. In den Daten zeigt sich dies durch
mehrfache Ubergénge zwischen den beiden WLC-Kurven. Ist die Kinetik dagegen so
schnell, dass der Schnittpunkt oberhalb der durch den Cantilever gegebenen Auflo-
sungsgrenze liegt (Abb. 3.5 C), so lassen sich keine individuellen Uberginge mehr
ausmachen, obwohl Gleichgewichtsbedingungen vorliegen [55, 77]. Bedingt durch sehr
schnelle Gleichgewichtsiibergange ldsst sich dann zu jeder Piezo-Position nur eine mittlere
Cantilever-Position und somit ein mittlerer Kraft-Level bestimmen.

Gleichgewichtsiibergdnge zwischen N und U lassen sich also nur in Szenario B untersu-
chen?. Gleichzeitig ist dieser Fall der interessanteste, weil ein direkter Zugang zu k, und
k¢ und damit zur gesamten Energielandschaft des Proteins mdglich ist. Es hat sich experi-
mentell gezeigt, dass fiir Proteinfaltung meist die untere Grenze, die durch die Dauer des
Experiments bestimmt ist, der limitierende Faktor ist [72]. Um Gleichgewichtsiibergdnge
beobachten zu kénnen muss daher die Ziehgeschwindigkeit v, drastisch verringert wer-
den, um die Beobachtungsdauer zu erhohen. In dieser Arbeit wurden Geschwindigkeiten

Hier befindet sich das Gesamtsystem von Protein und Cantilever im Gleichgewicht beziiglich der zwei
moglichen Zustiande. Der deutliche Kraftsprung zwischen den Zustianden sorgt dafiir, dass sich die in der
Cantilever-Verbiegung gespeicherte Energie bei Gleichgewichtsiibergangen deutlich verdndert.
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3.3 Faltung und Entfaltung unter Kraft

von vy, ~ 1nm/s verwendet, was ca. um einen Faktor 1000 unter tiblichen Werten liegt.
Dies stellt erhebliche Anforderungen an die Stabilitit des Aufbaus (siehe auch Anhang A.2
und A.3).

In fritheren Arbeiten, bei denen Proteine unter Kraft entfaltet wurden, konnte Riickfal-
tung nur unter Nichtgleichgewichtsbedingungen, d.h. im kraftfreien Fall [76] oder bei sehr
niedrigen Kréften [72] untersucht werden. Bei solchen Messungen finden Faltung und
Entfaltung im Allgemeinen entlang von verschiedenen Pfaden auf der hochdimensiona-
len Energielandschaft des Proteins statt, was in vielen Féllen eine schwerwiegende Ein-
schrankung bei der Dateninterpretation bedeutet. Mechanisch induzierte Gleichgewichts-
tibergédnge von Proteinen zwischen den Zustanden N und U konnten bislang noch nicht mit
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie experimentell realisiert werden, sondern wurden in der
vorliegenden Arbeit erstmalig beobachtet. Uberginge zwischen einem Faltungsintermediat
und der entfalteten Struktur des Proteins RNAse H konnten dagegen in Einzelmolekiil-
Kraftspektroskopie mittels optischer Pinzette detektiert werden [16]. Mit einer dhnlichen
Technik wurden vollstindige Faltungs-/Entfaltungsiibergange von DNA-Hairpins und
RNA-Aptameren beobachtet und analysiert [87,33].
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4 Calmodulin

Das Element Calcium ist in Form des Ca?*-Ions fiir viele biologische Prozesse von Bedeu-
tung. In den meisten Organismen ist die intrazellulire Ca?>*-Konzentration mit < 107 M
sehr niedrig im Vergleich zur Konzentration von Ca**-Ionen in der extrazellularen Fliis-
sigkeit, die typischerweise bei ~ 1072 M liegt. Dieser starke Konzentrationsunterschied
wird von Zellen zur Signaliibermittlung genutzt, indem externe Stimuli zur Offnung von
Calcium-Kanilen in der Plasmamembran oder zur Freisetzung von Ca?* aus intrazellul-
ren Speichern fiihren kénnen, so dass der intrazellulire Ca?*-Spiegel ansteigt. Verschiedene
Proteine reagieren auf ein solches Ca?-Signal, das bekannteste und am besten untersuchte
dieser Ca?*-Sensor-Proteine ist Calmodulin (CaM) [18].

Calmodulin ist ein mit 148 Aminosduren relativ kleines Zwei-Doméanen-Protein, das
erstmalig 1974 isoliert wurde [48]. Es kommt hochkonserviert in allen Eukaryonten vor, in
allen Wirbeltieren ist die Sequenz exakt identisch. Calmodulin spielt eine wichtige Rolle
in Second-Messenger-Systemen und aktiviert in seiner CaZ*-bindenden Form Proteine,
die fiir Apoptose, Muskelkontraktion, Nervenwachstum und viele weitere Prozesse
wichtig sind. Calmodulin gehort zur Familie der EF-Hand-Proteine; ein EF-Hand-Motiv
besteht aus einer N-terminalen Helix gefolgt von einem zentralen Ca?*-bindenden Loop
und einer C-terminalen Helix. Calmodulin besitzt vier solcher EF-Hand-Motive, zwei in
jeder der beiden homologen Doménen (siehe Abb. 4.1). Die Faltungsenergie der beiden
Calmodulin-Doménen ist mit 4,6kgT (N-terminale Doméne) und 3,2kgT (C-terminale
Domine) im apo-Zustand relativ niedrig [56], kann sich durch Ligandenbindung jedoch
erheblich erhéhen.

+ 4 Ca*

=

+ Target-Sequenz

=

Abbildung 4.1: Calmodulin in verschiedenen Konformationen. Die N-terminale Domé&ne (DomN)

ist rot, die C-terminale Domane (DomC) blau gezeigt. Links. Ca?*-freies Calmodulin (apo-
Konformation) (PDB-ID 1DMO) [89]. Mitte. Ca®*-bindendes Calmodulin (holo-Konformation), die
Ca?*-lonen sind durch graue Kugeln symbolisiert (PDB-ID 1CLL) [17]. Rechts. Struktur von holo-
Calmodulin mit Target-Peptid (griin) (PDB-ID 2BBM) [41].

Die Bindung von Ca?*-lonen fiihrt zu einer deutlichen Konformationsinderung von
Calmodulin: Die Anordnung der «-Helizes zueinander verschiebt sich, das Protein
geht in eine gestrecktere Konformation tiber und einige hydrophobe Aminosduren im
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4 Calmodulin

Verbindungsbereich zwischen den Doménen und dem o-helikalen Interdoméanen-Linker
werden I6ungsmittelexponiert [89]. In der Ca?*-bindenden Form kann Calmodulin nun an
Target-Sequenzen in verschiedensten Ziel-Proteinen binden. Zur Zeit sind mehrere hun-
dert Erkennungs-Sequenzen fiir Calmodulin bekannt [79], die sich insbesondere anhand
hydrophober Aminosduren mit charakteristischen Abstdnden in der Primérsequenz in ver-
schiedene Klassen einteilen lassen [88]. Die Bindung von Calmodulin an Target-Sequenzen
fiithrt zu einem relativ grofsen Konformationsiibergang, bei dem sich das Protein gleichsam
um die Zielsequenz herumwickelt (siehe Abb. 4.1).

Eine der zentralen Anforderungen an Calmodulin ist es, im Bereich biologisch relevanter
Ca?*-Konzentrationen von 107 — 1078 M Schwankungen im Ca?*-Spiegel zu detektieren
und darauf zu reagieren. Die effektiven Dissoziationskonstanten von Calmodulin liegen
genau in diesem Bereich typischer intrazelluldrer CaZ*-Konzentrationen, so dass eine
optimale Sensitivitit des Molekiils auf Ca**-Schwankungen im physiologischen Bereich
gewidhrleistet ist. Eine noch feinere Steuerung des Ca®*-Bindungsverhaltens ist dariiber
hinaus dadurch moglich, dass die C-terminale Doméne von Calmodulin (DomC) eine
drei- bis fiinffach hohere Affinitit fiir Ca®* hat als die N-terminale Doméne (DomN) [18].
Zwischen den beiden Ca?*-Bindungsstellen einer Doméne besteht eine betréchtliche
positive Kooperativitit, so dass beide Dominen vorwiegend in der Ca?*-freien oder in der
mit 2 Ca®*-Ionen komplett gesittigten Form vorliegen. Die Dissoziationskonstanten sind
im einzelnen fiir die N-terminale Doméane Ki\[ Ké\] =1,6-10"19M2 und K{\] =1,6-100°M
und fiir die C-terminale Doméne K1CK2C = 3-10"2M? und ch = 8-107° M [56,50] (siehe
auch Kapitel 5).

Die Dissoziationskonstanten von Ca?*-gesittigtem Calmodulin fiir Target-Proteine lie-
gen meist im Bereich 1071 - 1078 M [21]. Unter den Ziel-Enzymen von Calmodulin
befinden sich vor allem etliche Kinasen, die durch Calmodulin in Ca?"-abhingiger Weise
aktiviert werden. Fiir diese Kinasen findet man hdufig einen Aktivierungsmodus, bei
dem die Bindung von Calmodulin an die Target-Sequenz diese Zielsequenz zusammen
mit einer autoinhibierenden Region vom katalytischen Zentrum der Kinase wegzieht,
so dass diese in einen funktionalen Zustand versetzt wird [46]. Fiir Bindungsstudien
werden anstelle der vollstindigen Target-Enzyme tiberwiegend lediglich Peptide der
Erkennungssequenz verwendet. Im Allgemeinen scheint die Interaktion der C-terminalen
Doméne von Calmodulin mit Target-Peptiden starker als die der N-terminalen Doméne zu
sein, so dass in der Literatur weitgehend davon ausgegangen wird, dass die Assoziation
des Target-Peptids mit der C-terminalen Doméne von Calmodulin der erste Schritt bei
der Bindung an Erkennungssequenzen ist [88]. Diese Target-Sequenzen sind durch eine
charakteristische Abfolge von hydrophoben Anker-Aminosduren gekennzeichnet (siehe
Tab. 4.1). Die Sequenzen unterscheiden sich in der Anzahl dieser charakteristischen
hydrophoben Aminosduren, insbesondere aber auch in ihrem Abstand. Im kanonischen
Bindungsmotiv liegen die zwei dufleren hydrophoben Aminosduren im Abstand von 14
Aminosdureresten auseinander, neben diesem 1-14 Motiv finden sich jedoch auch die
Abstinde 1-10 und 1-16 [88].

Auch wenn nur fiir die wenigsten Target-Peptide von Calmodulin detaillierte strukturelle
Informationen vorhanden sind, so gilt doch die in Abb. 4.1 abgebildete Struktur von
Calmodulin mit dem Peptid skMLCK, einem 26-Aminosduren-Fragment der skeletal muscle
myosin light chain kinase, als typisch fiir die Interaktion von Calmodulin mit seinen Zielpro-
teinen [41]. skMLCK phosphoryliert, genauso wie smMLCK, das entsprechende Enzym
in der glatten Muskulatur (smooth muscle myosin light chain kinase), die regulatorischen
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leichten Ketten von Myosin [7, 80]. Weiterhin werden in dieser Arbeit die Target-Sequenz
von CaMKK (calmodulin dependent kinase kinase) [82] und das Peptid Mastoparan (Mas) [51]
aus Wespengift untersucht. CaMKK phosphoryliert unter anderem weitere Kinasen, die
wiederum von Calmodulin aktiviert werden [85]. Interessant an CaMKK ist insbeson-
dere, dass das Peptid als einzige Targetsequenz mit im Vergleich zu skMLCK inverser
Orientierung an Calmodulin bindet, ndmlich mit dem N-terminalen Ende des Peptides an
die N-terminale Doméne von Calmodulin und umgekehrt [61]. Zudem ist es das einzige
bekannte Target-Peptid mit einem 1-16 Motiv der hydrophoben Anker-Aminosauren.
Neben diesen strukturellen Unterschieden deutet auch eine Proteindynamik-Studie mittels
NMR auf fundamental andere Bindungsinteraktionen von CaMKK im Vergleich zu MLCK
hin [53].

Fiir Mastoparan liegen keine detaillierten strukturellen Informationen vor. Dennoch ist die-
ses Peptid sehr interessant, da die physiologische Funktion des Giftes, und damit vermut-
lich auch der Interaktionsmodus mit Calmodulin, deutlich anders als ist fiir die MLCK-
Peptide und CaMKK [36]. Die Sequenzen der genannten Peptide sind in Tab. 4.1 angegeben.

Tabelle 4.1: Aminosaure-Sequenzen der untersuchten Target-Peptide von Calmodulin. Charakteris-
tische hydrophobe Aminosauren sind fett gedruckt.

skMLCK KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL
smMLCK RRKWQKTGHAVRAIGRLSSS
CaMKK VKLIPSWTTVILVKSMLRKRSFGNPF
Mastoparan INLKALAALAKKIL

Generell gilt, dass iiber die meisten Target-Sequenzen von Calmodulin nur sehr wenig
bekannt ist. Bindungsmodus, Assoziation mit Einzeldoménen und Stdochiometrie sind
nur fiir einige wenige der tiber hundert Target-Peptide detailliert untersucht worden. Die
Frage, in wie weit der Vielfalt an Ziel-Sequenzen auch eine entsprechende Heterogenitit
an Bindungsmodi gegeniibersteht, soll in dieser Arbeit zum Teil angegangen werden.

Eine weiteres Thema, zu dem noch viele Fragen offen stehen, ist die Faltung von
Calmodulin. Bislang liegt nur eine Faltungsstudie zur Ca?*-freien C-terminalen Doma-
ne von Calmodulin vor. Durch ein Temperatursprung-Experiment konnte fiir die apo-C-
Doméne eine Faltungsrate von ks ~ 50005 gefunden werden [64]. Faltungsstudien zu
Calmodulin in Anwesenheit von Liganden (in erster Linie Ca”") wurden bislang noch
nicht durchgefiihrt. Mittels der in dieser Arbeit verwendeten Methode der Einzelmolekiil-
Kraftspektroskopie mit dem AFM lassen sich hier interessante Aspekte beziiglich der
Kopplung von Faltung und Ligandenbindung untersuchen.
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5 Freie Enthalpie der Ligandenbindung

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Einfluss von Ligandenbindung auf die Faltung und Ent-
faltung von Proteinen untersucht werden. Dazu wird hier beschrieben, wie Liganden die
Energielandschaft fiir Faltung und Entfaltung (siehe Abschnitt 3.3) beeinflussen kénnen. In
Abb. 5.1 ist das Modell abgebildet, das dabei verwendet wird. Das Protein kann prinzipiell
in 4 Konformationen vorliegen: N: nativ, ligandenfrei, NL: nativ, ligandenbindend, U:
entfaltet, ligandenfrei, UL: entfaltet, ligandenbindend. Wir nehmen an, dass auch der Uber-
gangszustand in ligandenfreier (TS) und im ligandenbindenender Form (TSL) vorhanden
sein kann und betrachten den Ubergangszustand als eine eigene Spezies [8]. Uberginge
zwischen den Konformationen werden durch die Entfaltungs- und Faltungsraten k, und
k¢ sowie durch die Liganden-Entbindungs- und Bindungsraten kg und kon beschrieben.
Zur Vereinfachung gehen wir im Folgenden davon aus, dass der Austausch des Liganden
schnell im Vergleich zur Faltungs- und Entfaltungskinetik ist. Dann ladsst sich das Schema
in Abb. 5.1 A durch Annahme eines thermodynamischen Gleichgewichts zwischen N und
NL sowie zwischen U und UL vereinfachen. Fiir die Ligandenbindung wird dann anstelle
der Raten kg und kon lediglich die Dissoziationskonstante K = % bendtigt.

-0 L= N TS U
A K0k B NLTSL uL
N TS "V
P g ﬁ g -} g g /\ku’ kf
~ x x~
5 - 5
X e X
TSL
NL « > UL
kL Kkt . .
u’f Reaktionskoordinate x

Abbildung 5.1: Modell fiir die Kopplung von Faltung und Ligandenbindung. A. Skizze der Konforma-
tionszustinde des Proteins und der jeweiligen Ubergangsraten. N: nativ, ligandenfrei, NL: nativ, li-
gandenbindend, TS: Ubergangszustand, ligandenfrei, TSL: Ubergangszustand, ligandenbindend,
U: entfaltet, ligandenfrei, UL: entfaltet, ligandenbindend. B. Energielandschaft im ligandenfreien
Fall (blau) und im ligandenbindenden Fall (rot).

N, NL, TS, TSL, U und UL bezeichnen im Folgenden die Konzentrationen der jeweiligen
Spezies, L ist die Konzentration des freien Liganden, wobei wir annehmen, dass L > N +
NL+ TS+ TSL + U + UL gilt, so dass die Konzentration des freien Liganden sich nicht

nennenswert durch Bindung an das Protein verringert. Die Dissoziationskonstanten' sind
-ack ~AGkg -aGhH

definiert als KN = M-k = ¢ %7 KTS = % =¢ BT und KY = % =e ™7 , wobei AG,

AGks und AG}; die Energiedifferenzen zwischen ligandenbindendem und ligandenfreiem

Protein in der jeweiligen Konformation bezeichnen. Fiir den Anteil an ligandenfreiem und
ligandenbindendem Protein in gefalteter und entfalteter Konformation folgt damit

IDie Affinitat bezeichnet den Kehrwert der Dissoziationskonstante. In dieser Arbeit werden beide Begriffe
verwendet.
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5 Freie Enthalpie der Ligandenbindung

P(N) = Ni\’NL _ 1+1KLN (5.1)
L
P(NL) = Nf?\IL =3 jNK%v (5.2)
P(TS) = 73 iSTSL ! +1KLTS (5:3)
P(TSL) = TST;SL 1 fi&s G4
(u) = UEUL = 1+1KLU (5.5)
L
P(UL) = ugzL = Hff”KLu (5.6)

In der in Abb. 5.1 B dargestellten Energielandschaft gilt KN < K5 < KY. Damit sinkt durch
Ligandenbindung die Entfaltungsrate, wiahrend sich die Faltungsrate erhoht. Der Zusam-

menhang zwischen den ligandenfreien Raten k=0 und den Raten im ligandenbindenden
Fall kL ist damit

L _AcL

KL= L0 o T (5.7)
AGL —AGL

Ke=k0 e BT (5.8)

Wir nehmen nun an, dass das Uberqueren der Energiebarriere schnell im Vergleich zur Ki-
netik des Ligandenaustauschs ist, dass also wahrend des Faltungs- und Entfaltungsprozes-
ses keine Ligandenbindung und -entbindung auftritt. Die effektive Entfaltungsrate [29, 8]
bei einer Ligandenkonzentration L berechnet sich dann als

ku(L) = P(N)-k1=% + P(NL) - k&

1 L=0 R L=0 —AGk’[?G%S
T 1+ L Tu too ke
+ & 1+ %
L KN
:kL:0_1+KW'ﬁ
u 1+L
KN
o 1+ g%
=k, n K- (5.9)
T RN

und entsprechend erhélt man fiir die effektive Faltungsrate

1+ g

kp(L) = P(U) -k + P(UL) -k = k- A
+ #

(5.10)

Die Anderung der Barrierenhohe durch Ligandenbindung ist somit unter der Annahme,
dass sich der praexponentielle Faktor nicht verdndert, gegeben durch
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L L
AGy rs(D) _ ("”(L>> in T (5.11)

kgT k=0 1+
keT k=0 ] — L '
B f 1 + KTS

Die zusditzliche freie Enthalpie der Proteinfaltung durch Ligandenbindung ergibt sich dar-
aus unmittelbar zu

AGK (L) _ | k(L) | 1+gx

5.13
ksT DM 1

Hier wurde angenommen, dass wihrend der Uberquerung von TS bzw. TSL keine Ligan-
denbindung oder -entbindung stattfinden kann. Es zeigt sich allerdings, dass GI. 5.11, 5.12
und 5.13 unverdndert gelten, wenn auch fiir TS/TSL ein schneller Ligandenaustausch an-
genommen wird [8]. Die Gleichung 5.13 wurde hier {tiber k, und k 1 hergeleitet, was stark
an der vorliegenden experimentellen Situation orientiert ist, bei der einzelne Faltungs- und
Entfaltungsiibergdnge beobachtet werden. Selbstverstandlich ldsst sich die Gleichung auch
in einem Ensemble-Bild ableiten, ohne dass dazu explizit die Ubergangsraten beriicksich-
tigt werden, siehe Anhang B. Im Ensemble-Bild fillt die Verallgemeinerung auf den Fall
der Bindung mehrerer Liganden pro Protein leichter. Fiir die Bindung von Ca?*-lonen
(zwei Liganden pro Calmodulin-Domaéne) erhalten wir mit den Dissoziationskonstanten

N _ N _ NL-L u_ u-L u_ UL-L
Ky = NL,K = Nz Ky = g und Ky = T
L2
NN
P(NL?) = — 27— (5.14)
KNKN + KN +1
LZ
T
P(ULY) = — 28 (5.15)

L2 L
KYKY + KU +1

AGY_y(L) KNKN + KN +1
ECASTANE PR (- S M (5.16)
ksT +xo+1

KUKU

In Abb. 5.2 sind der Anteil an ligandengesattigtem Protein (Gl. 5.2, 5.6, 5.14 und 5.15) sowie
die zusétzliche freie Enthalpie der Proteinfaltung durch Ligandenbindung (Gl. 5.13 und
5.16) fiir einen bindenden Liganden (A und B) sowie fiir zwei bindende Liganden (C und
D) dargestellt. Wie in Abb. 5.2 A zu sehen ist, entspricht die Dissoziationskonstante bei
einer Stochiometrie von 1:1 (nur ein Ligand bindet an das Protein) der Ligandenkonzentra-
tion, bei der das Protein zu 50 % Prozent in ligandenbindender Form vorliegt. In Abb. 5.2
B entsprechen die Dissoziationskonstanden K~ und KY Knickpunkten in der Ligandenab-
hiangigkeit der freien Enthalpie: Nur bei Konzentrationen zwischen KN und KY fiihrt eine
Erhéhung der Ligandenkonzentration zu einer zunehmenden Stabilisierung des Proteins.
Wihrend bei Konzentrationen unterhalb von KN kein nennenswerter Anteil des Proteins
in ligandenbindender Form vorliegt, sind oberhalb von KY sowohl der native als auch
der entfaltete Zustand komplett ligandengesattigt, so dass sich auch bei einer weiteren
Erhohung der Konzentration keine zuséatzliche energetische Stabilisierung mehr erreichen
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5 Freie Enthalpie der Ligandenbindung

lasst>. Im Konzentrationsbereich zwischen KN und KY steigt AGX,_; logarithmisch mit der
Ligandenkonzentration an.

Da Gl. 5.11 und 5.12 mathematisch die gleiche Form wie GI. 5.13 haben, lésst sich diese
Diskussion unmittelbar auf die Faltungs- und Entfaltungsrate {ibertragen. Wird die
Ligandenkonzentration ausgehend von Null erhoht, so sinkt zunédchst bei Konzentra-
tionen zwischen KN und K5 die Entfaltungsrate k,, wahrend zwischen KTS und KY
die Faltungsrate kf ansteigt. In den Konzentrationsbereichen L < KY und L > KY hat
eine Anderung der Ligandenkonzentration keinen Einfluss auf die Ubergangsraten. Die
Ligandenabhingigkeit von Faltungs- und Entfaltungsrate wird in Abschnitt 6.2 und 6.3
anhand experimentell beobachteter Effekte eingehend diskutiert.

A 1o B

KN=10°M r
3 0.8ku—_10-
=) K'=10°M 10+ KN KU
Q- 0.6 X
= H
Z 0.4 O 54
o KN KU
0.2
|
0.0 T T T T T T 1 0 T T T T T T 1
-2 -10 -8 -6 -4 -2 0 12 -10 -8 -6 -4 -2 0
log Ligandenkonzentration (M) log Ligandenkonzentration (M)
C D
1 0 ] 20 - p—
o KN=107M
= o.za—KZN - s
=} —10- 4 7 N U
S 06 3 K o K et
& == 10
— (U]
=4 0.4 K2U=1 02M KN KU a
o -
024K '=10"M eff eff °
0.0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
-2 -10 -8 -6 -4 -2 0 -2 -10 -8 -6 -4 -2 0
log Ligandenkonzentration (M) log Ligandenkonzentration (M)

Abbildung 5.2: Zusatzliche freie Enthalpie durch Ligandenbindung. A. Anteil an ligandengesat-
tigtem Protein in Abh&ngigkeit der Ligandenkonzentration fir den Fall, dass nur ein Ligand pro
Proteinmolekil bindet (Stéchiometrie 1:1). B. Zusétzliche freie Enthalpie durch Ligandenbindung
als Funktion der Ligandenkonzentration fir eine 1:1 Stdéchiometrie. C. Anteil an ligandengesat-
tigtem Protein in Abh&ngigkeit der Ligandenkonzentration fur den Fall, dass zwei Liganden pro
Proteinmolekil binden (Stéchiometrie 2:1). D. Zusétzliche freie Enthalpie durch Ligandenbindung
als Funktion der Ligandenkonzentration fiir eine 2:1 Stdchiometrie.

Im Falle einer Stochiometrie von 2:1 (zwei Liganden binden an ein Protein-Molekiil)
lasst sich, bedingt durch das Vorhandensein zweier Dissoziationskonstanten fiir je-
de Konformation, keine anschauliche Interpretation der Dissoziationskonstante a la
P(NL) (L = KN) = 0,5 mehr angeben. Stattdessen lassen sich effektive Dissoziationskon-
stanten Kg\} £ und Kelﬁ £ definieren, die wieder den Ligandenkonzentrationen entsprechen,
bei der das Protein zu 50 % Prozent in ligandenbindender Form vorliegt (Abb. 5.2 C). Fiir
diese effektiven Dissoziationskonstanten hat auch die Interpretation als Knickpunkte im
Graph fiir die Ligandenabhéngigkeit der zusatzlichen freien Enthalpie Bestand (Abb. 5.2
D). In Abb. 5.2 B+D ist zu erkennen, dass im Falle von zwei bindenden Liganden AGZE]_u

%In vielen Fallen wird die Ligandenaffinitét des entfalteten Zustands so gering sein, dass der Konzentrations-
bereich in dem der Zustand U ligandengesattigt ist, experimentell nicht zuganglich ist.
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im auf Konzentrationsdnderungen sensitiven Bereich doppelt so stark steigt wie bei nur
einem bindenden Liganden.

Mit Gl. 5.13 und 5.16 lasst sich nun fiir Calmodulin die zusétzliche freie Enthalpie der Pro-
teinfaltung in Anwesenheit von Ca?* (2 Ionen pro Doméne) und Peptidliganden (1 Ligand
pro Molekiil) aus den entsprechenden Affinitiaten (siehe auch Kapitel 4) berechnen. Bei un-
ter Gleichgewichtsbedingungen gemessenen Kraft-Abstands-Kurven entspricht die durch
zwei aufeinanderfolgende WLC-Kurven und die Gleichgewichtsiibergédnge umschlossene
Flache der gesamten freien Enthalpie der Proteinfaltung (siehe auch Abschnitt 3.2 und 3.3).
Fiir die in Kapitel 6 gezeigten Kraft-Abstands-Kurven zeigt sich durch eine Abschédtzung
dieser Flachen, dass die Ligandenaffinitdten von Calmodulin im hier verwendeten Protein-
konstrukt im Rahmen der Messgenauigkeit mit veroffentlichten Werten tibereinstimmen.
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5 Freie Enthalpie der Ligandenbindung
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6 Faltung und Entfaltung von Calmodulin unter Kraft

In diesem Abschnitt soll die Faltung von Calmodulin untersucht werden. Wie sich zeigen
wird, ist in Anwesenheit von Ca?* die Faltungsrate von Calmodulin sehr hoch, wihrend
die Entfaltungsrate vergleichsweise niedrig ist. Unter Kraft kann nun die Faltungsrate ver-
langsamt werden, wihrend die Entfaltung beschleunigt wird. Dadurch kénnen Faltungs-
und Entfaltungsiibergdnge auf einer Zeitskala von Sekunden bzw. Sekundenbruchteilen
auf Einzelmolekiilebene beobachtet werden. Insbesondere wird es dadurch moglich, die
Abhangigkeit der Faltungs- und Entfaltungsrate von Calmodulin von seinen Liganden
zu untersuchen. Dies erlaubt es, die Kopplung von Ca2+-Bindung und Proteinfaltung zu
untersuchen und unterschiedliche Bindungsmodi fiir zwei verschiedene Target-Peptide zu
identifizieren [43].

Zur Untersuchung von Calmodulin im Kraftmikroskop wurde in dieser Arbeit das in Abb.
6.1 A gezeigte Proteinkonstrukt verwendet, bei dem Calmodulin zwischen die Doméanen
3 und 4 von Dictyostelium discoideum Filamin 1-5 kloniert wurde (siehe Anhang A.6). Das
bekannte Entfaltungsmuster von Filamin 1-5 wurde als Marker fiir korrekte Einzelmolekii-
lereignisse vorausgesetzt [76].

6.1 Faltungs- und Entfaltungs-Ubergénge von Calmodulin im Gleichgewicht

In Abb. 6.1 B unten ist eine Kraft-Abstandskurve von Calmodulin gezeigt, die bei einer
Ziehgeschwindigkeit von 1nm/s und 10 mM Ca%t aufgenommen wurde. Es sind deut-
lich zwei Peaks zu erkennen, die sich als Entfaltungstibergange der beiden Doménen von
Calmodulin interpretieren lassen. Da beide Doménen in der Struktur durch einen ca. 15
Aminosduren langen «-helikalen Linker deutlich voneinander getrennt sind, ist es nicht
verwunderlich, dass sie getrennt voneinander entfalten. Um die beiden homologen Do-
ménen von Calmodulin unterscheiden zu konnen, wurde fiir diese Messung eine Disul-
tidbriicke zwischen den Aminosdurepositionen 128 und 144 eingefiihrt (CaM 128x144), um
den Konturlingenzuwachs der C-terminalen Doméane um die Anzahl der {iberbriickten
Aminosdurereste zu verkiirzen (siehe auch GI. 3.2 und Abb. 6.2 C) [5]. Daraus ergibt sich
unmittelbar, dass im ersten Entfaltungsschritt, AL; = 25,7 £ 1,4 nm, die N-terminale Do-
mine (DomN) entfaltet, wahrend AL;; = 17,9 + 1,7 nm der C-terminalen Doméine (DomC)
entspricht'. Diese Langenzuwéchse sind in guter Ubereinstimmung mit den nach Gl. 3.2
erwarteten Werten.

ALpomn =0,365-75—-3,4+1,0 =25,0nm (6.1)
ALpomc = 0,365-54 —1,0 = 18,7 nm (6.2)

Die Abstdnde zwischen N- und C-Terminus (dfo14e4 in Gl. 3.2) wurden dabei aus der Kris-
tallstruktur von Ca?*-gesittigtem Calmodulin (PDB-ID 1CLL) [17] als Abstinde zwischen
den C,-Atomen der jeweiligen Aminosdurereste bestimmt. Fiir beide Entfaltungspeaks
in Abb. 6.1 B unten sind deutlich zahlreiche Uberginge zwischen beiden Kraftniveaus

1Léngenhistogramme sind in Abb. 6.2 A+B gezeigt. Zur Verbesserung der Langenauflosung wurden dort
Daten analysiert, die in Anwesenheit des Target-Peptids Mastoparan gemessen wurden (Abschnitt 6.2).
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6 Faltung und Entfaltung von Calmodulin unter Kraft

zu erkennen. Der obere Level entspricht jeweils dem gefalteten Zustand, der untere dem
entfalteten Zustand. Es konnen hier erstmalig mit dieser Methode mechanisch induzierte
Gleichgewichtsiibergédnge eines Proteins zwischen dem gefalteten und dem entfalteten
Zustand beobachtet werden. Insbesondere aus den Kraft-Zeit-Kurven der Ubergangsre-
gionen (Abb. 6.1 B oben) geht klar hervor, dass es fiir keine der beiden Doménen stabile
Intermediate gibt, so dass das in Abschnitt 3.3 vorgestellte Zwei-Zustands-Modell die
vorliegende experimentelle Situation gut beschreibt. Es ist weiterhin hervorzuheben,
dass zur Beobachtung der Gleichgewichtsiiberginge von Calmodulin sehr langsame
Ziehgeschwindigkeiten von 1nm/s notwendig sind. Dies ist einerseits notig, um die
Kraftauflosung so weit zu erhohen, dass die bei vergleichsweise niedrigen Kraften statt-
findenden Entfaltungsereignisse von Calmodulin aufgeldst werden kénnen (siehe Anhang
A.3). Andererseits wird dadurch auch die experimentelle Beobachtungsdauer so weit
verldngert, dass die vergleichsweise langsamen Riickfaltungsereignisse detektiert werden
konnen (siehe auch Abschnitt 3.3).

i S5
U Ts 1s
DomN e ~ SV
W o, 0 QY RSP

3?‘;% / AL=25,7 nm / AL=17,9nm
. DomC \ ATALS

A

L

ik,

&
A4\

i

P

A /— B

Y

10 pN
10 pN

Ausdehnung (nm)

Abbildung 6.1: A. Verwendetes Proteinkonstrukt. Calmodulin (N-terminale Doméne: rot, C-
terminale Doméane: blau) ist zwischen die Domé&nen 3 und 4 von Dictyostelium discoideum-
Filamin eingefiigt (grau). B. unten. Kraft-Abstands-Kurve von Calmodulin 128x144 bei einer Zieh-
geschwindigkeit von 1nm/s (10 mM Ca?*, keine Peptidliganden hinzugefiigt). Beide Doménen
von Calmodulin entfalten getrennt voneinander. WLC-Fits an die Kurve sind in schwarz gezeigt.
Kraft-Zeit Kurven der beiden Peaks sind als Zoom oberhalb der Kraft-Abstands-Kurve abgebildet.
Es ist deutlich zu erkennen, dass fir beide Peaks Gleichgewichtslibergange zwischen dem obe-
ren, gefalteten Zustand und dem unteren, entfalteten Zustand stattfinden. Schemazeichnungen
illustrieren die strukturelle Interpretation der einzelnen Zustande.

Um die Interpretation der zwei Entfaltungsereignisse von Calmodulin als voneinan-
der unabhingige Entfaltungsiibergénge der beiden Doménen zu bestitigen, wurden
Einzeldoménenkonstrukte von Calmodulin erstellt. Dabei wurde aus dem in Abb. 6.1
A gezeigten Proteinkonstrukt entweder die N-terminale Doméne oder die C-terminale
Domine mit molekularbiologischen Methoden entfernt (Anhang A.6 und A.7). Kraft-
Zeit-Daten der isolierten N- und C-terminalen Doménen von Calmodulin sind in Abb.
6.3 abgebildet. Wie deutlich zu erkennen ist, zeigen die isolierten Domé&nen das gleiche
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6.1 Faltungs- und Entfaltungs-Ubergéinge von Calmodulin im Gleichgewicht
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Abbildung 6.2: A+B. Konturlangenhistogramme von CaM 128x144 bei 10 mM Ca?* und 100 uM
Mastoparan. Die mittleren Konturlangenzuwéchse sind A. ALpyun = 25,7 £ 1,4nm und B.
ALpomc = 17,9 £ 1,7 nm. Die Fehler setzen sich zusammen aus dem Standardfehler des Mit-
telwerts zuzliglich eines systematischen Fehlers von 1,0 nm. C. Kraft-Abstands-Kurven von CaM
mit verschiedenen Crosslinks in DomC bei 10 mM CaCls,, 10 uM Mastoparan. In CaM 128x144 ist
das zweite Entfaltungsereignis gegentber dem Wildtyp (CaM wt) deutlich verkurzt. Bei dem radi-

kalen Crosslink CaM 99x135 ist durch die starke Verkiirzung kein deutliches Entfaltungsereignis
von DomC mehr auflésbar.
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6 Faltung und Entfaltung von Calmodulin unter Kraft

Faltungs-/Entfaltungsverhalten wie ihre Gegenstiicke im vollstindigen Calmodulin?. Es
lasst sich also im Rahmen der hier vorliegenden Genauigkeit und in Ubereinstimmung mit
der Literatur keine gegenseitige Beeinflussung der beiden Doménen in ihrem Faltungs-
und Entfaltungsverhalten feststellen [56].

i |I 0 —~ 154

Kraft (pN)
Kraft (pN

Zeit Zeit

Abbildung 6.3: Kraft-Zeit-Kurven der Einzeldomanen von Calmodulin (A. DomN, B. DomC), 10
mM Ca?*. Die isolierten Doménen zeigen das gleiche Faltungs-/Entfaltungsverhalten wie ihre
Gegenstlicke im vollstdndigen Calmodulin.

Da sich bei Einzeldomdnen-Konstrukten nun jegliche Durchmischung der Gleichgewichts-
tibergdnge beider Doménen mit Sicherheit ausschliefien ldsst, sind die isolierten Doménen
besonders gut fiir eine quantitative Analyse geeignet. Im ndchsten Schritt sollen die
Null-Kraft-Faltungs- und -Entfaltungs-Raten von DomC bestimmt werden. Zu diesem
Zweck wird zunachst die charakteristische Ubergangsrate der Gleichgewichtsiiberginge
bestimmt. Dazu werden integrierte Histogramme der Lebensdauern des gefalteten und
des ungefalteten Zustands aus der Ubergangsregion der Kurven erstellt. Werden diese
Histogramme mit einer Exponentialfunktion gefittet, so erhélt man die Entfaltungs- und
die Faltungsrate unter Gleichgewichtsbedingungen (Abb. 6.4 A). Im Gleichgewicht sollten
diese beiden Raten gleich sein, durch experimentelle Einschrankungen (insbesondere
durch die Tatsache, dass die Kraft nicht konstant gehalten wird, sondern wéhrend der
Aufnahme einer Kurve ansteigt), kann es jedoch zu leichten Unterschieden zwischen den
so ermittelten Faltungs- und Entfaltungsraten kommen. In dieser Arbeit wird daher stets
der Mittelwert beider Raten als charakteristische Ubergangsrate bezeichnet. Fiir DomC
bei 10 mM CaCl, findet man auf diese Weise eine Ubergangsrate von 12,45~ ! und eine
mittlere Entfaltungskraft von 12,1 pN.

Reproduziert man die experimentellen Daten durch Monte-Carlo-Simulationen (Anhang
A.5), so erhdlt man Zugang zu Parametern wie der Potentialbreite Axy_7s und der
Faltungs- und Entfaltungsrate im kraftfreien Fall, k 5 und k. Die unter Kraft gemessenen
Faltungs- und Entfaltungsraten lassen sich so also auf Null-Kraft extrapolieren. Als
Kontrolle wurden die Potentialbreite Axy_r1s und die Nullkraft-Entfaltungsrate k, in
einem unabhdngigen Experiment durch Messen der Ziehgeschwindigkeits-Abhéangigkeit
der Entfaltungskraft unter Nichtgleichgewichtsbedingungen bestimmt (Abb. 6.4 B). Diese
hédngt von der Potentialbreite ab [27,67], so dass sich Axy_r1s und k, mit hoher Prazision
durch Vergleich dieser Daten mit Monte-Carlo Simulationen ergeben. Nun wurde die

2Eine detaillierte Analyse zeigt, dass die Ubergange von DomC im gecrosslinkten CaM 128x144 etwas schnel-
ler sind als in der isolierten DomC. Dies ist eine direkte Konsequenz der verkiirzten Konturlinge AL, die
nach dem in Abschnitt 3.3 vorgestellten Modell zu einer hoheren Faltungsrate unter Kraft fiihrt. Dieser
Effekt wird auch in Anhang A .4 diskutiert.
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6.1 Faltungs- und Entfa]tungs—Ubergéinge von Calmodulin im Gleichgewicht

Nullkraft-Faltungsrate ky, die als einziger freier Parameter verbleibt’, so angepasst, dass
die simulierten Daten die experimentellen Ergebnisse optimal reproduzieren.
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Abbildung 6.4: A. Integriertes Histogramm der Lebensdauern von DomC im gefalteten Zustand

(blaue Kreuze) bei 10 mM Ca?* und angefittete Exponentialfunktion (blaue Linie) zur Bestimmung
der Entfaltungsrate. Die charakteristische Ubergangsrate ergibt sich aus dem Mittelwert dieser
Entfaltungsrate und der ebenso bestimmten Faltungsrate. B. Mittlere Entfaltungskrafte von DomC
bei verschiedenen Zieh-Geschwindigkeiten (blaue Kreuze) bei 10 mM Ca®* unter Nichtgleich-
gewichtsbedingungen. Monte-Carlo-Simulationen (schwarz) erlauben eine unabhangige Bestim-
mung der Potentialbreite Axy_75 und der Nullkraft-Entfaltungsrate k. C. Schematische Faltungs-
Energielandschaft von DomC. Die Faltungsrate von k; = 2-10° /s macht CaM zu einem der
schnellstfaltenden bekannten Proteine.

In Abb. 6.4 C sind die auf diese Art bestimmten Werte fiir Raten und Potentialbreite der
isolierten C-terminalen Doméne von Calmodulin bei 10 mM Ca?* gezeigt. Die Potential-
breite Axy_1s = 2nm liegt im Bereich tiblicher Werte fiir ein «-helikales Protein [47]. Die
Faltungsrate von ky = 2- 10°s~! dagegen macht Calmodulin unter diesen Ligandenbedin-
gungen zu einem der am schnellsten faltenden bekannten Proteine [58]. Doch ist dieser
Wert realistisch? Schliefslich wurde diese Faltungsrate hier nicht direkt gemessen, sondern
lediglich zu Null-Kraft extrapoliert. Es gibt aber in der Tat einige Hinweise, die das Ergebnis
der Extrapolation stiitzen: Fiir apo-DomC wurde in einem Temperatursprung-Experiment
bereits eine recht hohe Faltungsrate von 5000s~! gemessen [64]; die im néchsten Kapitel
vorgestellten Ergebnisse zeigen zudem, dass sich die Faltungsrate durch Zugabe von
Ca?" weiter erhoht. Dariiber hinaus ldsst sich die gesamte freie Enthalpie des Proteins

AG als Kontrolle fiir die Extrapolation heranziehen. Wir finden hier kAT(% = In % = 16,1.

Dies ist in guter Ubereinstimmung mit Literaturwerten fiir AG [56] und mit dem aus
der eingeschlossenen Flache zwischen den beiden aufeinanderfolgenden WLC-Kurven
berechneten Wert fiir die freie Enthalpie von DomC. Auch dies spricht dafiir, dass die
Extrapolation zumindest im Rahmen einer Groflenordnung korrekt ist.

Zu der in Abb. 6.4 C dargestellten Energielandschaft soll angemerkt werden, dass Details
der Energiebarriere experimentell nicht zugédnglich ist. Wir messen hier lediglich die Ab-

stinde zwischen den Zustinden N, TS und U entlang der Reaktionskoordinate. Dartiber
_AGN_Ts _AGy-_Ts
hinaus lassen sich k, und kf im Prinzip nach k, = k?, e BT und kf = k?f e kBT

in eine Barrierenhthe umrechnen, wenn man einen Wert fiir den Vorfaktor k! bzw. k?( an-

nimmt. Die genaue Form der Energiebarriere, also ob beispielsweise der Ubergangszustand

3Die Potentialbreite fiir die Riickfaltung, AxTs_y; ist kein freier Parameter, da wir hier die reale Alnlsdehnung
des entfalteten Polypeptids unter der anliegenden Kraft, abziiglich der Lange des Proteins im Ubergangs-
zustand TS, als Potentialbreite verwenden (sieche auch Abschnitt 3.3)
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6 Faltung und Entfaltung von Calmodulin unter Kraft

ein breites oder ein schmales Maximum der Energielandschaft darstellt, ldsst sich so nicht
bestimmen.

Diskussion

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass erstmals mechanisch induzierte
Faltungs-/Entfaltungs-Ubergénge eines Proteins vom vollstandig gefalteten zum vollstan-
dig entfalteten Protein im thermodynamischen Gleichgewicht aufgelost werden konnten.
Grundlage dafiir war, neben der Wahl des schnell faltenden Proteins Calmodulin als Un-
tersuchungsobjekt, vor allem die erhohte Stabilitdt des AFM-Aufbaus, der nun Messungen
bei sehr niedrigen Ziehgeschwindigkeiten erméglicht*. Dadurch konnte einerseits die
Kraftauflosung verbessert werden, andererseits ermoglichen lingere Beobachtungsdauern
nun auch die Detektion seltener Ereignisse wie beispielsweise Proteinfaltung unter Kraft.
Es soll betont werden, dass bei den hier beschriebenen Gleichgewichtsiibergdangen das
Gesamtsystem aus Protein und Cantilever im thermodynamischen Gleichgewicht beziig-
lich der zwei Zustdnde N und U ist. Die Cantilever-Relaxation nach einer Entfaltung fiihrt
dazu, dass die Riickfaltung bei wesentlich niedrigeren Kriften als die Entfaltung stattfindet.

In den hier vorgestellten Daten konnte Calmodulin bei 10 mM Ca?* als eines der schnellst-
faltenden bislang bekannten Proteine identifiziert werden. Durch Anlegen von Kraft
konnen die Faltungs-/Entfaltungsiibergiange von Calmodulin auf einer gut auflosbaren
Zeitskala im oberen Millisekundenbereich aufgelost werden, wahrend im kraftfreien Fall
die extrem schnelle Faltungskinetik von Calmodulin bei gleichzeitig vergleichsweise
langsamer Entfaltung die Detektion von Faltungsereignissen erschwert. Dies zeigt sehr
deutlich den wesentlichen Vorteil der vorgestellten Methode, dass sich durch Anlegen von
Kraft Kinetiken in kontrollierter Weise beeinflussen lassen. Nach GI. 5.13 und 5.16 erhoht
sich AG bei Konzentrationen zwischen KN und KY logarithmisch mit der Konzentration.
Aus diesem Grunde wurden in dieser Arbeit relativ hohe Ligandenkonzentrationen
verwendet (hier beispielsweise 10 mM CaCl,), um durch eine energetische Stabilisierung
des Proteins das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis der Messkurven zu verbessern und somit die
Datenanalyse zu vereinfachen.

Die in diesem Kapitel verwendete Auswertemethode, bei der die Gleichgewichtsiiber-
ginge durch die mittlere Entfaltungskraft und eine mittlere Ubergangsrate charakterisiert
werden, ist im Prinzip nicht ideal, da Ubergangskinetiken bei verschiedenen Kraften
vermischt werden. In den Daten, beispielsweise in Abb. 6.3, ist aber deutlich zu erkennen,
dass sich die Entfaltungsrate innerhalb des Kraftbereichs, in dem Gleichgewichtsiibergdnge
beobachtet werden konnen, mit leicht steigenden Kréften deutlich erhoht, wiahrend die
Faltungsrate stark sinkt. Bei niedrigeren Kréften sind die Lebensdauern im gefalteten
Zustand deutlich langer als im entfalteten Zustand, wahrend sich bei nur 1-2 pN hoheren
Kréften die Verhdltnisse bereits umgekehrt haben. Wiinschenswert wire es daher, zu jeder
Lebensdauer die zugehorige Kraft einzeln zu bestimmen und damit die Faltungs- und
Entfaltungskinetik bei verschiedenen Kraften getrennt zu analysieren. Um das Experiment
weiter zu optimieren, konnte anstelle der hier verwendeten leichten Kraftrampe auch die
Faltungs- und Entfaltungskinetik bei verschiedenen konstanten Kréaften nahe am Gleich-
gewicht untersucht werden. Durch die beschrianke Kraftauflosung des Experiments (z.B.

4In friiheren Arbeiten zur mechanischen Entfaltung einzelner Calmodulin-Molekiile konnte das Entfaltungs-
muster von Calmodulin durch zu geringe Kraftauflosung [15] und durch Mangel in der Gestaltung des
Experiments [40, 35] nicht gefunden werden.
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durch Drift im Detektionssignal) ist eine solche detaillierte Analyse allerdings im Moment
nicht moglich. Durch Verwendung von optischen Pinzetten wird sich die Kraftauflosung in
Zukunft allerdings weiter verbessern lassen, so dass die hier vorgeschlagene Erweiterung
der Datenanalyse moglich werden wird. Durch Erstellen von Positionshistogrammen auch
fir den Ubergangsbereich zwischen den beiden Zustinden wire es dann insbesondere
auch denkbar, die Energielandschaft fiir die Faltung von Calmodulin direkt und ohne
Verwendung eines anderweitig bestimmten Vorfaktors fiir die Ubergangsraten zu berech-
nen [87].

Die hier vorgestellte Methode erlaubt also keine Datenanalyse mit optimaler Genauigkeit.
Dafiir liegt die grofSe Starke der Technik in einem vergleichsweise einfachen und zuver-
lassigen experimentellen Aufbau, der es ermoglicht, mit {iberschaubarem Aufwand eine
Vielzahl an Proteinkonstrukten und Ligandenbedingungen zu untersuchen. Dementspre-
chend wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit ein Schwerpunkt auf Experimente gelegt,
die deutlich messbare relative Effekte liefern, wahrend auf detailliertere Untersuchungen
der Energielandschaft und exaktere Extrapolationen zu Nullkraft-Raten zugunsten geplan-
ter zukiinftiger Experimente mit optischen Pinzetten verzichtet wurde.

6.2 Kopplung von Ligandenbindung und Faltung/Entfaltung

Die extrapolierte Null-Kraft-Faltungsrate von DomC bei 10 mM Ca?* ist ungefidhr um einen
Faktor 50 grofler als die in einem Temperatursprung-Experiment ermittelte Faltungsrate
der Ca?*-freien C-terminalen Domine [64]. Um zu kldren, ob sich dieser Unterschied
auf die Anwesenheit von Ca?*-Ionen in der Pufferlosung zuriickfiihren lasst, sind nun
Messungen bei verschiedenen Ca’*-Konzentrationen notig. Um die Ligandenabhén-
gigkeit der Faltung und Entfaltung von Calmodulin noch detaillierter zu untersuchen,
wurde zudem auch das CaM-bindende Peptid Mastoparan (Tab. 4.1) in verschiedenen
Konzentration zu der untersuchten Calmodulin-Losung hinzugegeben. Als Modellsys-
tem wurde zundchst wiederum die isolierte C-terminale Domédne von Calmodulin gewdihlt.

Wie in Abb. 6.5 A deutlich zu erkennen ist, sinkt mit steigender Mastoparan-Konzentration
die Ubergangsrate von DomC erheblich. Fiir eine Variation der Ca**-Konzentration finden
wir dagegen einen entgegengesetzten Effekt. Hier steigt die Ubergangsrate bei erhohter
Konzentration an (Abb. 6.5 B). In Abb. 6.6 A und Abb. 6.6 C sind die charakteristischen
Ubergangsraten und die mittleren Entfaltungskrifte von DomC fiir die verschiedenen
untersuchten Ligandenbedingungen abgebildet. Es ist festzustellen, dass die mittleren
Entfaltungskrifte fiir beide Liganden ansteigen, im Gegensatz zur Ubergangsrate zeigen
fiir die Kréfte also Mastoparan und Ca?* den gleichen Effekt. Doch wie lasst sich dieses
unterschiedliche Verhalten verstehen?

Prinzipiell ist klar, dass Ligandenbindung zu einer thermodynamischen Stabilisierung
des Proteins fiihrt (siehe auch Kapitel 5). Doch grundsitzlich kann dies auf zwei Arten
geschehen: Entweder durch Verringerung der Entfaltungsrate oder durch Erhohung
der Faltungsrate. Es stellt sich nun heraus, dass unter den gegebenen Bedingungen fiir
Mastoparan ersteres der Fall ist, wihrend fiir Ca?* letzteres zutrifft. In Abb. 6.6 B ist links
die Kraftabhéngigkeit der Entfaltungsrate k, und der Faltungsrate k; gezeigt. Nehmen wir
also an, dass sich bei einer Erhohung der Mastoparan-Konzentration die Entfaltungsrate
zu niedrigeren Werten verschiebt (von der diinnen griinen Linie zur dicken griinen Linie
in Abb. 6.6 B links), wihrend die Faltungsrate unverandert bleibt (violette Linie). Wie aus
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A 0 10 mM Ca** B '0’ 10 uM Mas
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Abbildung 6.5: Kraft-Zeit-Kurven der C-terminalen Doméane von Calmodulin unter verschiedenen
Ligandenbedingungen. A. Variation der Mastoparan-Konzentration. Es ist deutlich zu erkennen,
dass mit steigender Konzentration die Ubergangsrate sinkt. B. Variation der Ca2*-Konzentration.
Bei steigender Konzentration steigt die Ubergangsrate.
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6.2 Kopplung von Ligandenbindung und Faltung/Entfaltung

der Abbildung unmittelbar ersichtlich ist, verschiebt sich dadurch der Schnittpunkt beider
Raten, der Gleichgewichtsbedingungen definiert, zu hoheren Kraften und zu niedrigeren
Raten. Das ist genau die beobachtete experimentelle Situation. In Abb. 6.6 B rechts sind
schematische Energielandschaften von DomC bei niedriger Mastoparan-Konzentration
(diinne griine Linie) und bei hoher Mastoparan-Konzentration (dicke griine Linie) ge-
zeichnet. Wenn Mastoparan nur auf die Entfaltungsrate wirkt, so bedeutet dies, dass
der Ubergangszustand beziiglich seiner Ligandenbindungseigenschaften dem entfalteten
Zustand dhnelt, so dass sich durch eine Konzentrationsénderung des Liganden nur die
Energiebarriere zwischen N und TS verdndert.

Wenn umgekehrt eine Erhohung der Ca?*-Konzentration die Faltungsrate erhoht (diinne
und dicke violette Linie in Abb. 6.6 D links) ohne die Entfaltungsrate (griine Linie) zu
verdndern, so verschiebt sich dadurch der Schnittpunkt beider Raten zu hoheren Krif-
ten und zu hoheren Raten. Dies entspricht wiederum der experimentell beobachteten
Situation. Fiir die in Abb. 6.6 D rechts gezeigten Energielandschaften bedeutet dies, dass
der Ubergangszustand beziiglich seiner Ligandenbindungseigenschaften dem gefalteten
Zustand dhnelt, so dass sich durch eine Konzentrationsianderung des Liganden nur die
Energiebarriere zwischen TS und U verdndert.

Um die Ligandeneffekte quantitativ zu modellieren, kann das in Kapitel 5 vorgestellte Mo-
dell verwendet werden. Das System wird dann durch die drei Zustinde N, TS und U mit
den Dissoziationskonstanten KN, KT und KY beschrieben. Die Veranderung der Faltungs-
und Entfaltungsbarriere durch Ligandenbindung berechnet sich nach Gl. 5.11 und 5.12°:

AGY 15 I 1+ g
kgT 1+ 2
AGl 1s I 1+ g
kgT 1+ 2

Die Gleichungen 5.11 und 5.12 sind in Abb. 6.7 A gezeichnet. Im Konzentrationsbereich
zwischen KN und KT5 wirkt Ligandenbindung auf die Entfaltungsrate, bei Liganden-
konzentrationen zwischen K'° und KY beschleunigt eine Erhohung der Konzentration
die Faltung. Abgesehen von einem schmalen Ubergangsbereich um K'° herum sind
beide Bereiche deutlich voneinander getrennt, so dass je nach vorliegender Konzen-
tration eine Erhthung der Ligandenkonzentration entweder k;, oder k; beeinflusst. Bei
den hier gezeigten Messreihen befinden wir uns also bei Mastoparan-Konzentrationen
unterhalb KI? = und bei Ca?*-Konzentrationen oberhalb von KL°. Bei den in Abb. 6.6 B+D
gezeigten Monte-Carlo-Simulationen wurde dieses Modell explizit in die Berechnung
integriert. Im Rahmen der Messgenauigkeit kann das Modell die experimentellen Daten
vollstindig reproduzieren. Dabei wurden fiir die Dissoziationskonstanten des nativen
Zustands von DomC zu Ca?* (Kapitel 4) und Mastoparan [70, 52] Literaturwerte ver-
wendet (KAI\/IMS = 3.10"7 M fiir DomC), K5 und KY wurden als Fitparameter betrachtet.
Die effektive Dissoziationskonstante des Ubergangszustands fiir Ca®* ldsst sich aus der
Simulation zu < 1mM abschétzen. Es ist zu beachten, dass der Anstieg der mittleren Kraft
mit zunehmender Konzentration fiir Ca?* stirker als fiir Mastoparan ist. Dies spiegelt
direkt die Tatsache wieder, dass Ca®* mit Stochiometrie 2:1 an DomC bindet, Mastoparan

5Diese Gleichungen gelten fiir eine Stochiometrie von 1:1. Fiir eine Stochiometrie von 2:1, wie im Fall der
Ca?*-Bindung, miissen die Gleichungen entsprechend modifiziert werden.
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Abbildung 6.6: Interpretation des Ligandeneffekts. A. Ubergangsraten und mittlere Entfaltungs-
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krafte von DomC bei 10 mM Ca®* und verschiedenen Mastoparan-Konzentrationen (blau). Der
Ligandeneffekt kann durch Monte-Carlo-Simulationen (schwarze Symbole und schwarze Interpo-
lationskurve) vollstédndig reproduziert werden. B. links. Kraftabhangigkeit der Faltungsrate (violett)
und der Entfaltungsrate (grin). Eine Erh6hung der Mas-Konzentration verschiebt die Entfaltungs-
rate von der dinnen griinen Kurve zur dicken grinen Kurve. Der Schnittpunkt (hier herrschen
Gleichgewichtsbedingungen) verschiebt sich damit zu héheren Kréaften und zu niedrigeren Raten.
Rechts. Energielandschaft bei niedrigen (diinne griine Linie) und hohen (dicke griine Linie) Mas-
Konzentrationen. C. Ubergangsraten und mittlere Entfaltungskrafte von DomC bei 10 uM Mas
und verschiedenen Ca?* -Konzentrationen (blau). Ergebnisse der Monte-Carlo-Simulation sind
in schwarz gezeigt. D. links. Kraftabhangigkeit der Faltungsrate (violett) und der Entfaltungsrate
(griin). Eine Erhéhung der Ca®* -Konzentration verschiebt die Faltungsrate von der diinnen violet-
ten Kurve zur dicken violetten Kurve. Der Schnittpunkt (Gleichgewichtsbedingungen) verschiebt
sich damit zu héheren Kraften und zu héheren Raten. Rechts. Energielandschaft bei niedrigen
(diinne violette Linie) und hohen (dicke violette Linie) Ca®*-Konzentrationen.
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Abbildung 6.7: A. Anderung der Energiebarrieren fiir Faltung und Entfaltung in Abhangigkeit von der
Ligandenkonzentration fiir eine Stéchiometrie von 1:1 gemaB Gl. 5.11 und 5.12. B. Schematische
Energielandschaft fiir die Faltung von Calmodulin bei hohen Ca?*-Konzentrationen (diinne Linien:
niedrige Ca?*-Konzentration, dicke Linien: hohe Ca2*-Konzentration). Der rechte Zweig (Faltung
Uber den apo-Zustand) kann weitgehend ausgeschlossen werden, da sich so die Beschleunigung
der Faltung bei hohen Ca®*-Konzentrationen nicht erkléren lasst. Der linke Zweig (Faltung direkt
in die holo-Form) scheint demgeman deutlich wahrscheinlicher (siehe Text).

dagegen mit Stochiometrie 1:1.

Das gleiche Experiment ldsst sich nun natiirlich auch mit der N-terminalen Doméne von
Calmodulin wiederholen. In der Tat finden wir fiir DomN den gleichen Effekt: Mastoparan
senkt die Entfaltungsrate, Ca?" erhoht die Faltungsrate (siehe Abb. 6.8). Allerdings ist die
Stirke des Effekts wegen der niedrigeren Affinitit von DomN zu Mastoparan und zu Ca?*
etwas schwicher ausgepragt als fiir DomC®.

Bei sehr niedrigen Ca?*-Konzentrationen faltet Calmodulin in die flexible und sehr dynami-
sche apo-Konformation, die nach Zugabe und Bindung von Ca?* einen Konformationsiiber-
gang ausfiihrt [89]. Wir finden hier einen neuen Faltungspfad, auf dem Calmodulin tiber
einen Ubergangszustand, der bereits Ca?*-Ionen bindet, direkt in den holo-Zustand faltet.
Dieser Pfad dominiert bei hohen Ca%*-Konzentrationen (siehe Abb. 6.7 B). Ein Pfad, bei dem
Calmodulin zunéchst in den apo-Zustand faltet, der aber gleichzeitig durch Ca2* beschleu-
nigt wird, scheint unwahrscheinlich: Die Kinetik fiir den Ubergang von der apo- in die
holo-Form bei 3 mM Ca?* wurde von Park ef al. direkt gemessen [62]. Der gefundene Wert
von ~ 2000s~! ist 2 GréBenordnungen langsamer als die von uns bestimmte Faltungsrate
bei 10 mM Ca?*, ein Pfad {iber den apo-Zustand kann somit weitgehend ausgeschlossen
werden. Auf diesem Faltungspfad direkt zur holo-Form kénnten die Ca®*-Bindungsstellen
als Faltungskeime dienen, da die Bindung, wie wir gesehen haben, zu einem vergleichs-
weise frithen Zeitpunkt auf dem Faltungspfad auftritt.

Diskussion

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass Ca?" und das Target-Peptid Mas-
toparan in den untersuchten Konzentrationsbereichen die Faltungs-Energielandschaft

®Die Daten fiir die Ca>*-Abhingigkeit von DomN wurden zum Teil entnommen aus der Diplomarbeit von
Fabian Ziegler [90]. In der gleichen Arbeit wurden auch Kontrollexperimente durchgefiihrt, bei denen die
Tonenstirke in der Losung durch Zugabe von NaCl fiir alle Ca?*-Konzentrationen konstant gehalten wurde.
Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass Unterschiede in der Ionenstarke fiir die Verdnderung der
Faltungsrate von CaM bei verschiedenen Ca?*-Konzentrationen verantwortlich sind.
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Abbildung 6.8: Kraft-Zeit-Kurven der N-terminalen Doméne von Calmodulin unter verschiedenen
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Ligandenbedingungen. A. Variation der Mastoparan-Konzentration. Mit steigender Konzentration
sinkt die charakteristische Ubergangsrate. B. Variation der Ca2*-Konzentration. Bei steigender
Konzentration steigt die Ubergangsrate, allerdings ist der Effekt relativ schwach ausgepragt. Dies
ist vermutlich durch ein geringeres K(T:s von DomN im Vergleich zu DomC bedingt. C+D. Monte-
Carlo-Simulationen (schwarz) kébnnen die experimentell Daten (rot) im Rahmen der Messgenauig-
keit weitgehend reproduzieren.



6.3 Vergleich von skMLCK und Mastoparan

von Calmodulin in unterschiedlicher Weise beeinflussen. Mastoparan verlangsamt die
Entfaltung, Ca®* beschleunigt die Faltung. Wahrend bereits in einigen fritheren Arbeiten
mittels Einzelmolekiil-Kraftskektroskopie eine Verringerung der Entfaltungsrate durch
Ligandenbindung festgestellt werden konnte [42, 45, 14, 63], wird nun erstmals auch eine
Kopplung zwischen Faltung und Ligandenbindung experimentell beobachtbar. Die Ver-
anderung der Ubergangsrate in Abhingigkeit von der Ligangenkonzentration ermoglicht
hier direkt zu unterscheiden, ob im jeweiligen Konzentrationsbereich k, oder ky sensitiv
auf Konzentrationsanderungen des Liganden ist.

Ein quantitatives und vereinheitlichtes Modell fiir beide Liganden, bei dem die Affinitdten
fiir den nativen Zustand, den Ubergangszustand und den entfalteten Zustand beriicksich-
tigt werden, kann die Daten im Rahmen der Messgenauigkeit vollstindig reproduzieren.
Bei den gemessenen Bedingungen bindet Ca** vor und Mastoparan nach dem Ubergangs-
zustand, wenn der Ubergang von der entfalteten zur gefalteten Struktur beobachtet wird.
Es ist einsichtig, dass der wesentlich grofsere und komplexere Peptidligand eine stidrker
der nativen Form dhnelnde Struktur fiir eine effektive Bindung benétigt als Ca?*-Ionen.
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird sich zeigen, dass simtliche untersuchten Peptide,
in Volllaingen-Konstrukten ebenso wie bei Einzeldoménen, stets nur die Entfaltungsrate
beeinflussen und die Faltungsrate unverdandert lassen. Dariiber hinaus ist auf diese Weise
auch die iibliche Bindungsreihenfolge — zuerst Ca?*, dann Mastoparan — erhalten. Pep-
tidliganden benstigen Ca?*-bindendes Calmodulin fiir eine Bindung mit hoher Affinitit.
Die beschleunigte Faltungsrate von Calmodulin in Anwesenheit von Ca?*-Ionen legt einen
neuen Faltungspfad nahe, auf dem Calmodulin bei hohen Ca?*-Konzentrationen direkt in
den holo-Zustand faltet.

Es wire interessant zu untersuchen, ob der hier postulierte neue Entfaltungspfad bei
hohen Ca%*-Konzentrationen auch mit nicht-mechanischen Methoden detektiert werden
kann. Dariiber hinaus wire die Messung der Ubergangsrate von Calmodulin bei nied-
rigeren Ca?*-Konzentrationen lohnenswert, da sich so die effektive Affinitit des Uber-
gangszustands bestimmen liee. Bei einer Senkung der Konzentration von hohen Ca?*-
Konzentrationen ausgehend sollte die Ubergangsrate zundchst sinken, bei Unterschrei-
ten von K'° sollte sie dagegen wieder ansteigen. Fiir die N-terminale Doméne ist dieser
Bereich moglicherweise schon bei den in dieser Arbeit vorgestellten Daten erreicht (in
Abb. 6.8 scheint die Ubergangsrate beim Senken der Ca?*-Konzentration von 1 mM auf
100 uM leicht anzusteigen), die Messgenauigkeit und der zur Verfiigung stehende Ca?*-
Konzentrationsbereich reichen fiir eine definitive Aussage allerdings noch nicht aus. Mes-
sungen bei niedrigeren Ca?*-Konzentrationen sind schwierig, da die die Gleichgewichts-
tibergédnge dann bei sehr niedrigen Kréften stattfinden und nur schwer vom Kraftrauschen
zu unterscheiden sind. Hochauflosende Daten, wie sie beispielsweise mit optischen Pinzet-
ten gemessen werden konnen, konnten hier helfen.

6.3 Vergleich von skMLCK und Mastoparan

Was die Peptidsequenzen von Calmodulin-Bindungsmotiven betrifft, so wurde in dieser
Arbeit bislang nur die Interaktion von Mastoparan mit Einzeldoménen-Konstrukten von
Calmodulin untersucht. Der néchste logische Schritt ist nun, die Wechselwirkung von
Peptiden mit vollstindigem Calmodulin zu analysieren. Dazu wird in diesem Abschnitt
die Bindung von Calmodulin an Mastoparan und an skMLCK (siehe Tab. 4.1) verglichen.
Sicherlich eine der interessantesten Eigenschaften von CaM ist die grofse Zahl an Target-
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Sequenzen. Bislang ist weitgehend ungeklédrt, ob und inwiefern sich die Bindungsmodi
dieser verschiedenen Peptide unterscheiden. Mastoparan und skMLCK sind in diesem
Zusammenhang zwei sehr interessante Peptide: Da beide Peptide sehr unterschiedliche
physiologische Rollen spielen (Mastoparan ist ein Peptid aus dem Wespengift, wahrend
skMLCK die Erkennungssequenz einer Kinase ist, siehe auch Kapitel 4), erscheinen
Unterschiede im Bindungsverhalten relativ wahrscheinlich.

In Abb. 6.9 A+B sind Kraft-Abstands-Kurven von vollstindigem Calmodulin (oben)
sowie von Einzeldomé&nenkonstrukten (unten) in Anwesenheit von Mastoparan und von
skMLCK gegeniibergestellt. In Abb. 6.9 A oben ist deutlich zu erkennen, dass sowohl
DomN als auch DomC des vollstindigen Calmodulin durch Mastoparan mechanisch
stabilisiert werden. Diese Stabilisierung duflert sich durch hohere Krifte und niedrigere
Ubergangsraten (Tab. 6.1). Die Stabilisierungseffekte beider Doménen finden offensichtlich
unabhingig voneinander statt, da die beiden Doménen aus dem vollstindigen CaM
in der gleichen Weise stabilisiert werden wie die Einzeldomédnen (Abb. 6.9 A unten).
Eine quantitative Analyse der Raten und Krifte zeigt keine signifikanten Unterschiede’
(Tab. 6.1). Dieses Resultat ist erstaunlich, wenn man bedenkt, dass in der Literatur fur
Mastoparan — ebenso wie fiir skMLCK und die anderen Calmodulin-bindenden Peptide —
eine Stochiometrie von 1:1 angenommen wird [49]. Bei einer solchen Stochiometrie sollte
man allerdings durch Bindungskooperativitdt zwischen beiden Doménen eine deutlich
hoéhere Bindungsenergie im Fall des vollstindigen Calmodulins erwarten. Denn sobald
eine Domédne Mastoparan gebunden hat, wiirde die zweite Domédne von CaM einer
deutlich erhohten effektiven Konzentration ausgesetzt sein, was zu einer Gesamtbin-
dungsenergie fiithren sollte, die hoher als die Summe der Interaktionsenergien mit den
isolierten Doménen ist. Die Daten legen daher nahe, dass Calmodulin Mastoparan in einer
2:1 Stochiometrie bindet, bei der jede Doméne mit einem einzelnen Peptid assoziiert.

Es ist nun interessant, dieses Experiment mit skMLCK zu wiederholen. Fiir skMLCK kann
eine Bindungsstochiometrie von 1:1 als gesichert gelten [41], wir wiirden also erwarten,
dass fiir dieses Peptid in Ubereinstimmung mit der Literatur die Stabilisierung des vollen
CaM deutlich starker ausfallt als die Summe der Stabilisierungen der Einzeldoméanen [2].
In der Tat ist in Abb. 6.9 B oben zu erkennen, dass das erste Entfaltungsereignis (DomN)
von CaM 128x144 bei deutlich hoheren Kraften stattfindet als im Fall von Mastoparan,
wahrend der Stabilisierungseffekt fiir die verbleibende C-terminale Doméne nach dem
ersten Entfaltungsereignis vergleichbar zum Effekt von Mastoparan ist (Tab. 6.1). Fiir die
Einzeldominen (Abb. 6.9 B unten) finden wir, dass isolierte DomC mit dhnlicher Affinitét
wie ihr Gegenstiick im Volllangenkonstrukt an skMLCK bindet. Dies war zu erwarten, da
keine Beeinflussung der Affinitdt von DomC durch die in Abb. 6.9 B oben zum Untersu-
chungszeitpunkt bereits entfaltete DomN anzunehmen ist. Im Gegensatz dazu ladsst sich
keinerlei Stabilisierung der isolierten DomN durch skMLCK detektieren, was auf eine sehr
geringe Affinitdt hindeutet. Diese sehr starke Abhéngigkeit der DomN-Stabilisierung von
der Existenz einer gefalteten DomC ist ein Beleg fiir eine starke Bindungskooperativitat
zwischen beiden Doménen fiir die Assoziation mit skMLCK. Diese Beobachtung steht im
Einklang mit der Bindungsstochiometrie von 1:1.

Das ungewohnliche Bindungsverhalten von Mastoparan wurde oben als Beleg fiir eine St6-

"Die leicht schnellere Ubergangsrate sowie die etwas erhohte mittlere Entfaltungskraft von DomC aus CaM
128x144 im Vergleich zu isolierter DomC ldsst sich auf die Disulfidbriicke zurtickfiihren, die die Faltungsrate
unter Kraft erhoht, siehe auch Anhang A 4.
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Abbildung 6.9: Kraft-Abstandskurven von Calmodulin und von Einzeldoméanen in Anwesenheit von
Mastoparan und skMLCK bei 10 mM CaCl,. A. 100 uM Mas. B. 10 uM skMLCK. C+D. Experimen-
tell gemessene Krafte und Ubergangsraten des ersten Entfaltungsereignisses von CaM 128x144
(DomN, rote Symbole) bei Variation von Mas (C) und skMLCK (D). Monte-Carlo-Simulationen
far eine Stochiometrie von 1:1 (gestrichelte Linien) und von 2:1 (durchgezogene Linien) sind in
schwarz gezeigt. E+F. Experimentell gemessene Kréafte und Ubergangsraten des zweiten Ent-
faltungsereignisses von CaM 128x144 (DomC, blaue Symbole) bei Variation von Mas (E) und
skMLCK (F). Monte-Carlo-Simulationen sind in schwarz gezeichnet.
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6 Faltung und Entfaltung von Calmodulin unter Kraft

Tabelle 6.1: Mittlere Entfaltungskrafte und Ubergangsraten von CaM bei 10 mM CaCl, in Anwesen-
heit von Mastoparan und skMLCK

Peptide DomN soliert) DomC (solierty DomN (cam 128x144) DomC (cam 128x144)
Kraft | Rate Kraft | Rate Kraft | Rate Kraft | Rate

ohne Peptid | 126 pN | 1155 1 [ 121pN | 12451 [ 118pN | 11951 [ 142pN | 1955 !

100 uMMas | 140pN | 4,051 [161pN | 2,151 [142pN | 325 T [ 182pN | 2,857 !

10 M skMLCK | 122 pN | 122571 [ 149pN | 2,657 [ 195pN | 49571 | 155pN | 545!

chiometrie von 2:1 interpretiert, bei der jede Doméne unabhéngig von der anderen einzel-
nes Mastoparan-Molekiil bindet. Doch wie ldsst sich dieses Modell iiberpriifen? Es zeigt
sich, dass eine Analyse der Peptidkonzentrationsabhéngigkeit von Ubergangsraten und
mittleren Entfaltungskréften des ersten Peaks (DomNN) Klarheit schaffen kann. Dazu muss
das in Abb. 5.1 vorgestellte Modell fiir die Ligandenabhdngigkeit von Faltungs- und Ent-
faltungsrate geringfiigig erweitert werden. In Abb. 6.10 A ist eine Energielandschaft fiir
vollstindiges CaM im peptidbindenden (dicke griine Linie) und im peptidfreien (diinne
griine Linie) Zustand gezeichnet. Wir nehmen eine Bindungsstdchiometrie von 1:1 an, dar-
tiber hinaus gehen wir davon aus, dass der Ligand jeweils nur auf die Entfaltungsrate wirkt,
dass also die Dissoziationskonstanten der Ubergangszustinde denjenigen der jeweils rechts
daneben liegenden entsprechenden entfalteten Zustdande entsprechen. Das System ldsst sich
dann durch drei Zustdnde, N», N7 und U (vollstindig gefaltet, eine Doméne entfaltet, voll-
standig entfaltet), mit den Dissoziationskonstanten K, K; und K, beschreiben. Dabei gilt
Ky < Ky < Kp. Aus Gl. 5.11 erhalten wir damit fiir die energetische Stabilisierung des ersten
Entfaltungsereignisses AG} | bzw. des zweiten Entfaltungsereignisses AG} :

AGL <1 + Ié)
=In = (6.3)
kgT 1+ K%
AGE 1+ &
=1In 1 6.4
kT (1 T ©4

Die Gleichungen 6.3 und 6.4 sind in Abb. 6.10 B dargestellt. Die Peptidkonzentrations-
bereiche, in denen eine Erhéhung der Konzentration AG) | oder AG}  beeinflusst, sind
bis auf einen schmalen Konzentrationsbereich um K; deutlich voneinander getrennt.
Eine Erhohung der Peptidkonzentration sollte im Falle einer Stochiometrie von 1:1 also
entweder DomN oder DomC beeinflussen. Fiir eine Stochiometrie von 2:1 dagegen sind
die Stabilisierungen beider Domidnen unabhédngig voneinander und lassen sich beide
durch Gl 5.11 beschreiben. Damit konnen, dhnliche Affinitaten vorausgesetzt, auch beide
Doménen im gleichen Konzentrationsbereich sensitiv auf Konzentrationsanderungen sein.
Bei den gemessenen Peptid-Konzentrationen (0,3 uM bis 100 uM) befinden wir uns in dem
Ligandenbereich, bei dem im Falle einer 1:1 Stochiometrie die zweite Doméane, DomC,
sensitiv auf Konzentrationsanderungen ist®. Es ist hier also die Konzentrationsabhingig-
keit der Gleichgewichtsiibergdnge von DomN, der zuerst entfaltenden Doméne, die die
Unterscheidung zwischen Stochiometrie 1:1 und 2:1 erlaubt. Wie in Abb. 6.9 C zu sehen ist,

8Ein einfaches thermodynamisches Argument kann auch anschaulich begriinden, warum Entfaltungskréfte
und Ubergangsraten der zuerst entfaltenden Doméane von CaM unabhéngig von der Ligandenkonzentra-
tion sind. Wir beobachten hier den Ubergang von vollstindig gefaltetem Calmodulin zu Calmodulin mit
entfalteter N-terminaler Doméne. Bei den hier verwendeten Ligandenkonzentrationen (> 0,3 uM) sind die-
se beiden Zustinde weitgehend mit Mastoparan geséttigt, so dass eine Erhchung der Konzentration die
Energetik des Ubergangs nicht weiter beeinflussen kann.
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Abbildung 6.10: A. Energielandschafts-Modell zur Bestimmung der Peptid-Stéchiometrie. N»: voll-
standig gefaltetes CaM, N1: CaM mit einer gefalteten und einer entfalteten Doméne, U: vollstéandig
entfaltetes CaM. Es wird angenommen, dass die Dissoziationskonstanten der Ubergangszustan-
de TS, und TS; jeweils denen der entfalteten Zustand entsprechen, die hier unmittelbar rechts
von den Ubergangszustanden liegen. Im Falle einer 1:1 Stéchiometrie ist das System durch die
Dissoziationskonstanten K, K; und Ky vollstdndig beschrieben. B. Zusétzliche freie Enthalpie
durch Ligandenbindung fir das erste (rot) und das zweite Entfaltungsereignis (blau) in Abhangig-
keit der Ligandenkonzentration. Die Konzentrationsbereiche, in denen eine Erhéhung der Ligan-
denkonzentration auf die erste und auf die zweite entfaltende Doméane wirkt sind, abgesehen von
einem kleinen Bereich um Ky herum, klar voneinander getrennt.

reagiert in diesem Bereich DomN aus CaM 128x144 auf eine Verdnderung der Mastoparan-
Konzentration. Wird skMLCK variiert, so bleiben Krafte und Ubergangsraten von DomN
aus CaM 128x144 dagegen konstant (Abb. 6.9 D). In Ubereinstimmung mit der in Abschnitt
6.2 gemessenen Mastoparan-Abhingigkeit der Gleichgewichtsiibergdnge von isolierter
DomC steigen fiir das zweite Entfaltungsereignis von CaM 128x144 (DomC) bei einer
Erhohung der Mastoparan- oder skMLCK-Konzentration die mittleren Entfaltungskréfte,
wihrend die Ubergangsraten sinken (Abb. 6.9 E+F).

Dies belegt direkt, dass es sich bei Mastoparan in der Tat um eine Stochiometrie von 2:1
handelt, wiahrend fiir skMLCK die Stochiometrie von 1:1 bestdtigt wird. Monte-Carlo-
Simulationen zeigen, dass das vorgestellte Modell die experimentell gemessenen Daten
auch quantitativ korrekt reproduzieren kann (schwarze Linien in Abb. 6.9 C+D, gestri-
chelt: Stochiometrie 1:1, durchgezogen: Stochiometrie 2:1). Im Fall der 2:1 Stochiometrie
benutzten wir die Dissoziationskonstanten von isolierter DomN von Mastoparan aus den
in Abschnitt 6.2 beschriebenen konzentrationsabhingigen Messungen (KM% = 5.107¢
M) [70], fur K;’]‘MLCK verwendeten wir einen Wert von 1-10~* M als untere Grenze, die
aus der oben gezeigten Messung bei 100 uM skMLCK abgeschitzt wurde [2]. Fiir die 1:1
Stochiometrie wurden K]\NA”S = 3.1071° M [51], K;’}MLCK = 1-10~" M [30] fiir das erste
Entfaltungsereignis (DomN) und Ké’ms =3-100" M [52], KSC]‘MLCK = 1-10"7 M [2] fiir das
zweite Entfaltungsereignis (DomC) verwendet, weiterhin in voller Ubereinstimmung mit
der Literatur.

Es liegen nun also starke Indizien fiir eine 2:1 Stochiometrie fiir die Bindung von Mas-
toparan an CaM 128x144 vor, doch es konnte sich hier moglicherweise um ein durch
den Crosslink in der C-terminalen Domé&ne verursachtes Artefakt handeln. Dies lasst
sich am leichtesten durch andere Crosslink-Varianten ausschliefSen. In Abb. 6.2 C ist eine
Messkurve fiir CaM ohne Crosslink in Anwesenheit von Mastoparan gezeigt. Krafte und
Ubergangsraten entsprechen weitgehend denen von CaM 128x144. Auch wenn sich in
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6 Faltung und Entfaltung von Calmodulin unter Kraft

dieser Kurve die beiden Doméanen nicht mit Sicherheit unterscheiden lassen, so stiitzt dies
doch die Vermutung, dass durch den Crosslink 128x144 keine fundamentalen Verdnde-
rungen im Bindungsverhalten von CaM verursacht werden. Eine bessere Kontrolle wird
durch einen anderen Crosslink ermoglicht. Wie in Abb. 6.2 A gezeigt, ldsst sich durch eine
Disulfidbriicke zwischen den Aminosdureresten 99 und 135 der Konturlingenzuwachs
der C-terminalen Doméane von CaM so weit verkiirzen, dass er nicht mehr ohne Weiteres
vom thermischen Rauschen unterschieden werden kann. Alle beobachteten Gleichge-
wichtsiibergénge lassen sich nun zweifelsfrei der N-terminalen Doméne bei gleichzeitiger
Anwesenheit einer gefalteten C-terminalen Domé&ne zuordnen. In Abb. 6.11 A sind Kraft-
Zeit-Kurven von CaM 99x135 bei verschiedenen Mastoparan-Konzentrationen gezeigt.
Es ist deutlich zu erkennen, dass eine Erhohung der Mastoparan-Konzentration zu lang-
sameren Ubergangsraten fiihrt, wihrend fiir eine Stochiometrie von 1:1 im untersuchten
Konzentrationsbereich konstante Ubergangsraten zu erwarten wiren. DomN von CaM
99x135 zeigt also das gleiche Verhalten wie DomN von CaM 128x144, somit finden wir fiir
beide Crosslink-Varianten eine Stochiometrie von 2:1. Dieser Befund legt nahe, dass die 2:1
Stochiometrie nicht durch die vorgenommenen Mutationen verursacht wird.

A CaM 99x135 + Mas B CaM27x63 + skMLCK

0,3 uM Mas .
Ca TN RS e (e,
l

10 uM Mas ,'qum mwwvmm 10 uM skMLCK
LN dio sy

1oouMMas WWMWW‘WM 100 uM skMLCK
[ e [ i

s Zeit s Zeit

Kraft
Kraft

10 pN
10 pN

Abbildung 6.11: Uberpriifung der Bindungsmodi durch alternative Crosslinks, 10 mM CaCl,. A
CaM 99x135 + Mas. Die Ubergangsraten von DomN sind ununterscheidbar von den fiir CaM
128x144 beobachteten Raten. B. CaM 27x63 + skMLCK. Es sind Ubergénge zwischen 3 Zustan-
den zu beobachten. Uberginge zwischen dem oberen und dem mittleren Level entsprechen der
Entfaltung der verkiirzten DomN, Ubergénge zwischen dem mittleren und dem unteren Zustand
entsprechen der Entfaltung von DomC. Da skMLCK sowohl den oberen als auch den mittleren
Level stabilisiert, verlangert eine Erhéhung der Peptidkonzentration den Zeitraum, in dem Uber-
gange zwischen dem oberen und dem mittleren Level auftreten. Die Hierarchie (erst DomN, dann
DomC) ist immer gewabhrt.

Bedingt durch die hohen Entfaltungskréfte von DomN aus CaM 128x144 in Anwesenheit
von skMLCK finden in den entsprechenden Messkurven fiir das erste Entfaltungsereignis
haufig nur wenige oder keine Riickfaltungsereignisse von DomN statt. Um dennoch
Gleichgewichtsbedingungen herzustellen, wurde die Riickfaltungsrate unter Kraft von
DomN durch einen Crosslink in der N-terminalen Doméne zwischen den Aminosaure-
resten 27 und 63 beschleunigt (sieche Anhang A.4). Wie in Abb. 6.11 B zu erkennen ist,
ist der Kraftsprung nach Faltungs-/Entfaltungs-Ubergingen bei DomN aus CaM 27x63
deutlich verringert, dafiir ist die Ubergangsrate signifikant erhoht. Es sind Uberginge
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6.3 Vergleich von skMLCK und Mastoparan

zwischen drei Zustinden zu beobachten. Uberginge zwischen dem oberen und dem
mittleren Level entsprechen der Entfaltung der verkiirzten DomN, Uberginge zwischen
dem mittleren und dem unteren Zustand entsprechen der Entfaltung von DomC. Auf
den ersten Blick ist es erstaunlich, dass bei steigender Konzentration von skMLCK die
Anzahl der Gleichgewichtsiibergénge steigt, wahrend bei DomN aus CaM 128x144 im
gleichen Konzentrationsbereich konstante Ubergangsraten beobachtet wurden (Abb. 6.9
D). Dieser Effekt wird allerdings klar, wenn man bedenkt, dass der mittlere Level, also
isolierte DomC, durch skMLCK stabilisiert wird. Je hoher die skMLCK-Konzentration ist,
desto geringer ist die Ubergangsrate vom mittleren zum unteren Level, und folglich sind
fiir einen lingeren Zeitraum Ubergénge vom mittleren zum oberen Level moglich.

Diskussion

In diesem Abschnitt wurden die Ubergangsraten und Entfaltungskrifte von Einzeldoma-
nen und von vollstdindigem Calmodulin in Anwesenheit von Targetpeptiden untersucht.
Fiir Mastoparan finden wir, im Gegensatz zu skMLCK, keine detektierbare Bindungsko-
operativitat zwischen den beiden Doménen von CaM. Daraus und aus der Modellierung
der Ligandenbindungsenergien von Einzeldoménen und vollstindigem CaM, ldsst sich
schlussfolgern, dass Mastoparan mit einer Stochiometrie von 2:1 und skMLCK mit einer
Stochiometrie von 1:1 an CaM bindet. Die verschiedenen Bindungsmodi spiegeln vermut-
lich die unterschiedlichen physiologischen Rollen von Mastoparan und skMLCK wider:
Fiir das Zielprotein skMLCK finden wir eine sehr starke und kooperative Bindung an
vollstandiges Calmodulin, was fiir zuverldssige Signaliibermittlung auch bei niedrigen
Calmodulin-Konzentrationen von hoher Wichtigkeit ist. Fiir das Gift Mastoparan dagegen
ist keine optimierte Bindungssequenz nétig, es muss beispielsweise kein Konformati-
onsiibergang induziert werden. Insofern ist es fiir die Funktion von Mastoparan vollig
ausreichend, mit méfiiger Affinitit bei hohen Konzentrationen die Bindungsstellen von
Calmodulin zu blockieren. Mit der vorgestellten Methode konnten in zukiinftigen Arbeiten
auch die Bindungsmodi weiterer Calmodulin-Liganden untersucht werden, die mit bislang
unbekannter Stochiometrie binden. Als Beispiel ist hier das Schizophrenie-Medikament
Trifluoperazin (TFP) zu nennen [20,84]. Wahrend in der Literatur bislang {iberwiegend die
Interaktion von Calmodulin mit Peptidsequenzen aus Target-Proteinen untersucht wurde,
kann mit der hier vorgestellten Technik prinzipiell auch die Bindung von vollstandigen
Target-Proteinen an Calmodulin untersucht werden. Die Losung der Frage, ob sich deutli-
che Unterschiede zu den mit Peptid-Liganden erhaltenen Ergebnissen feststellen lassen, ist
eine wichtige Aufgabe fiir zukiinftige Arbeiten.

Die Bindung von Ca?* wurde bislang nur auf Ebene der Einzeldomé&nen untersucht (Ab-
schnitt 6.2). Prinzipiell wire auch denkbar, dass eine gewisse gegenseitige Beeinflussung
der beiden Doménen hinsichtlich der Ca?*-Bindung stattfindet. In Ubereinstimmung mit
der Literatur [50] konnten fiir CaM im Rahmen der mit Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie
erreichbaren Genauigkeit keine signifikanten Unterschiede im Ca”*-Bindungsverhalten
zwischen Einzeldoménen-Konstrukten und den entsprechenden Doménen in vollstandi-
gem Calmodulin festgestellt werden (Diplomarbeit Fabian Ziegler [90]).
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7 Direkte Beobachtung von Peptidbindung und -entbindung

Calmodulin bindet an eine beeindruckende Vielfalt von Zielproteinen. Im menschlichen
Proteom konnten tiber 300 Target-Sequenzen fiir Calmodulin identifiziert werden [79].
Doch wie ist es Calmodulin méglich, zwischen seinen verschiedenen Zielproteinen zu un-
terscheiden? Die Antwort besteht zum Teil sicherlich darin, dass in jeder Zelle stets nur ein
Teil der moglichen Zielproteine exprimiert wird, dariiber hinaus kénnen verschiedene Ar-
ten von Targets auch innerhalb einer Zelle raumlich getrennt werden und durch lokalisierte
Ca?*-Signale einzeln angesprochen werden [18]. Doch die Beobachtung aus dem vorange-
gangenen Abschnitt, dass verschiedene Target-Sequenzen unterschiedliche Bindungsmodi
an Calmodulin aufweisen konnen, stellt moglicherweise eine weitere Moglichkeit zur
Differenzierung zwischen verschiedenen Targets dar. Wahrend mit der Kinase-Sequenz
skMLCK und dem Wespengift-Peptid Mastoparan bislang zwei in ihrer physiologischen
Funktion hochst verschiedene Peptide untersucht wurden, soll skMLCK nun in diesem
Kapitel mit der Bindungssequenz aus CaMKK (calmodulin dependent kinase kinase), einer
Kinase, die andere Kinasen phosphoryliert, verglichen werden, siehe auch Kapitel 4
und Tab. 4.1). Wie sich zeigen wird, lassen sich mit Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie
unterschiedliche Bindungsmodi dieser beiden Peptide identifizieren, die potentiell von
hoher biologischer Relevanz sind.

Im Prinzip konnten nun die Experimente aus dem vorherigen Abschnitt fiir CaMKK
wiederholt werden, indem mechanisch induzierte Faltungs-/Entfaltungsiibergdnge von
Calmodulin bei verschiedenen Konzentrationen des CaMKK-Peptids aufgezeichnet wer-
den. Allerdings ist diese Methode relativ indirekt, da Faltung/Entfaltung als Reporter fiir
die Peptid-Bindung genutzt wird. Dagegen es wiére natiirlich wiinschenswert, Peptidbin-
dung und -entbindung direkt messen zu konnen. Ferner basiert die Datenanalyse bei der
in Abschnitt 6.3 vorgestellten Methode zum Teil darauf, dass Gleichgewicht beziiglich Li-
gandenbindung und -entbindung fiir das Protein in den Zustianden N und U angenommen
wird, d.h. dass der Ligandenaustausch schneller als die Gleichgewichtsiibergiange stattfin-
det. Bei Liganden wie beispielsweise skMLCK, die mit sehr hoher Affinitdt binden, ist die-
se Bedingung allerdings nicht mehr unbedingt erfiillt, da hier vergleichsweise langsame
Dissoziationsraten auftreten konnen. Um die direkte Beobachtung von Peptidbindung und
-entbindung zu beobachten, kann Kraft an den Peptidliganden angelegt werden, so dass
die Dissoziationsrate kg erhoht wird und der Ligand gleichsam aus seiner Bindungstasche
herausgezogen wird. In diesem Kapitel soll die Strategie zur Messung von Ligandenbin-
dung und -entbindung unter Kraft im thermodynamischen Gleichgewicht vorgestellt wer-
den. Wie sich zeigen wird, kann der Ubergang vom vollstindig gefalteten und liganden-
bindenden Protein zum komplett entfalteten Protein mechanisch induziert und mit hoher
Genauigkeit in all seinen Einzelschritten aufgelost werden [44].

7.1 Anlegen von Kraft an Peptidliganden

Das naheliegendste Experiment zur Untersuchung von Ligandenbindung unter Kraft
besteht darin, den Protein-Target-Komplex durch Anlegen von Kraft an das Protein auf
der einen und an den Liganden auf der anderen Seite auseinander zu ziehen und so zur
Dissoziation zu bringen. In der Tat wurden die ersten Experimente auf diese Art und Weise
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durchgefiihrt [31], die Analyse ist allerdings durch zwei Probleme beeintrachtigt: Erstens
lasst sich nur Entbindung, aber keine Riickbindung untersuchen, da der Komplex nach
dem ersten Dissoziationsereignis irreversibel zerfillt. Und zweitens besteht das Signal fiir
die Dissoziation lediglich aus einem Abfallen des Kraftsignals auf den Nullwert, korrekte
Dissoziationsereignisse konnen durch das Fehlen eines charakteristischen Entbindungssi-
gnals daher nur schwer von unspezifischen Interaktionen und vom vorzeitigen spontanen
Ablosen des Komplexes von Cantilever oder Oberfliche unterschieden werden. Dies
beeintrachtigt insbesondere die quantitative Datenanalyse erheblich.

Um diese Probleme zu 16sen, wurde hier eine neuartige Strategie entwickelt. Da es sich bei
den zu untersuchenden Liganden um Peptid-Sequenzen handelt, lassen sich die Target-
Peptide mittels molekularbiologischer Methoden problemlos iiber kurze Peptid-Linker an
Calmodulin anhidngen bzw. in die Sequenz integrieren (siehe auch Anhang A.6). Nach der
Dissoziation bleibt das Peptid somit weiterhin fest mit dem Protein verbunden, so dass
eine Riickbindung unter Kraft ohne Weiteres moglich ist. Das Entbindungsereignis lasst
sich dann, analog zur Proteinentfaltung, durch den entsprechenden Konturlangenzuwachs
detektieren. Das Dissoziationsereignis wird also als Entfaltungsereignis messbar, indem
das Target-Peptid zu einem Teil der gefalteten Struktur des Proteinkonstrukts gemacht
wird.

A CaM + skMLCK B caM-skMLCK C
-,

N ‘. s

i
i

W skMLCK

DomN -
CaM-CaMKK kg% '

TDomC

Abbildung 7.1: Calmodulin (DomN: rot, DomC: blau) und Target-Peptide (griin). A. oben. Struktur
des Calmodulin-skMLCK Komplexes, PDB-ID 2BBM [41], unten. Calmodulin und CaMKK, PDB-ID
1CKK [61]. B. Proteinkonstrukte zur direkten Beobachtung von Ligandenbindung und -entbindung.
skMLCK wird mit dem C-Terminus von Calmodulin verbunden, CaMKK wird in den Interdoméanen-
Linker integriert. C. Proteinkonstrukt CaM-skMLCK einschlie3lich Filamin-Doméanen. Das CaM-
CaMKK-Konstrukt wurde auf die gleiche Weise mit Filamin-"Griffen" versehen.

Fiir skMLCK und fiir CaMKK wurden dabei zwei unterschiedliche Strategien gewdhlt,
die sich jeweils an der Struktur des Protein-Ligand-Komplexes orientieren. Wie in Abb.
7.1 A zu erkennen ist, bindet CaMKK mit im Vergleich zu skMLCK inverser Orientierung
an Calmodulin, d.h. wihrend das N-terminalen Ende von skMLCK vorwiegend mit der
C-terminalen Doméne von Calmodulin interagiert (und vice versa), bindet CaMKK mit
dem C-terminalen Ende an die N-terminale Doméne von Calmodulin. Dies ist einzigartig
unter allen bekannten Targetpeptid-Sequenzen. Aus der Struktur ergibt sich, dass sich
skMLCK tiber einen kurzen Peptid-Linker mit dem C-Terminus von Calmodulin verbinden
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7.1 Anlegen von Kraft an Peptidliganden

lasst (Abb. 7.1 B oben) [57]. Diese Strategie ldsst sich wegen der inversen Orientierung
des Peptids nicht direkt auf CaMKK {ibertragen. CaMKK wurde daher in den «-helikalen
Interdomédnen-Linker von Calmodulin integriert (Abb. 7.1 B unten) [83]. Beide Geometrien
sind schematisch in Abb. 7.1 B gezeigt, Details zu den Proteinkonstrukten finden sich in
Anhang A.7. Anlegen von Kraft fiihrt nun fiir beide Peptide zur mechanisch induzierten
Dissoziation des Protein-Ligand-Komplexes, indem das Target-Peptid aus seiner Bin-
dungstasche herausgezogen wird. Wie in Kapitel 6 wird der Calmodulin-Peptid-Komplex
wiederum in ein Proteinkonstrukt aus Filamin-Domaénen integriert (siehe Abb. 7.1 C), um
Griffe fiir die Anbindung an Oberfldche und Cantilever bereitzustellen.

>
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@ KRRWKKNF IAVSAANRFKKISSSGAL CaM-CaMKK

VKLIPSWTTVILVKSMLRKRSFGNPF

AL=~41 nm AL=~22 nm

’ZQ_\ %‘- AL=~31 nm AL=~34 nm
¥ Lig ¥4
B
g Ll
=m b !
1 L) 1 L)
30 40 50 60
Ausdehnung (nm) Ausdehnung (nm)

Abbildung 7.2: A. Kraft-Abstands-Kurve von CaM-skMLCK, v,,;; = 0,5nm/s, 10 mM CaCly. In
der Aminosaure-Sequenz sind charakteristische hydrophobe Aminosauren fett gedruckt, direkt
an diese anschlieBende geladene Aminosauren sind griin dargestellt. B. Kraft-Abstands-Kurve
von CaM-CaMKK, v,,;; = 1nm/s, 10 mM CaCly. In beiden Proteinkonstrukten entfalten DomN
(rot) und DomC (blau) getrennt voneinander. Der Gesamtkonturldngenzuwachs verteilt sich dabei
bei den beiden Konstrukten unterschiedlich auf die zwei Entfaltungsereignisse, was ein erstes
Indiz fiir unterschiedliche Bindungsmodi von skMLCK und CaMKK darstellt.

In Abb. 7.2 sind typische unter Gleichgewichtsbedingungen gemessene Kraft-Abstands-
Kurven fiir CaM-skMLCK und CaM-CaMKK gezeigt. Diese Kurven, sowie alle anderen in
diesem Kapitel vorgestellten Messdaten, wurden bei 10 mM CaCl, aufgenommen. Diese
Konzentration liegt zwar deutlich iiber physiologischen Ca?*-Konzentrationen (< 1 M),
allerdings lasst sich durch eine hohere Konzentration erstens sicherstellen, dass alle CaZ*-
Bindungsstellen vollstandig gesattigt sind, zweitens verbessert die erhohte Stabilitdt von
Calmodulin bei hohen Ca?*-Konzentrationen (Gl. 5.13) das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
und erleichtert somit die Datenanalyse. Wie in Abb. 7.2 A+B zu erkennen ist, zeigen sich
sowohl fiir CaM-skMLCK als auch fiir CaM-CaMKK weiterhin zwei getrennte Entfal-
tungspeaks, die sich, entsprechend der Ergebnisse fiir Calmodulin ohne angefiigtes Peptid,
vorldufig der N- und der C-terminalen Domé&ne von Calmodulin zuordnen lassen. Fiir alle
Entfaltungspeaks kdnnen wir Gleichgewichtsiibergédnge detektieren. Wie bei den Daten mit
freiem skMLCK in Losung finden wir, dass fiir CaM-skMLCK der erste Peak bei deutlich
hoheren Kréften als der zweite Peak entfaltet. Fiir CaM-CaMKK finden wir dagegen zwei
Entfaltungsereignisse bei vergleichbaren Kréften, wobei die Werte signifikant {iber denen
fiir peptidfreies Calmodulin liegen (siehe Tab. 7.2). Die Gesamtkonturlingenzuwdéchse
von ~ 63nm (CaM-skMLCK) und ~ 65nm (CaM-CaMKK) entsprechen sehr gut den
erwarteten Werten fiir diese Proteinkonstrukte.

'ALcam—skmrck = 0,365 mm - (ncam + Nskmrck + Mspacer) — dcam—skmrck = 0,365 nm - (148 + 23 + 4) —
2,4nm = 61,5nm (hier wurde angenommen, dass die drei C-terminalen Aminosduren, die sich in der
Struktur (PDB-ID 2BBM, [41]) klar aufierhalb der Bindungstasche befinden, nicht gebunden sind und somit

45



7 Direkte Beobachtung von Peptidbindung und -entbindung

Die Proteinkonstrukte scheinen also nicht nur ein dhnliches Entfaltungsmuster wie peptid-
freies Calmodulin zu haben, zudem kénnen wir aus den korrekten Gesamtkonturlangen-
zuwdchsen auch direkt schliefSen, dass die Target-Peptide an Calmodulin gebunden sind
und somit ein Teil der gefalteten Struktur des Proteinkonstrukts geworden sind. Betrachtet
man die einzelnen Konturldngenzuwichse des ersten und des zweiten Entfaltungsereig-
nisses, so zeigen sich Unterschiede zwischen CaM-skMLCK und CaM-CaMKK. Wihrend
tir CaM-skMLCK ein langes Entfaltungsereignis (ALy ~ 41 nm) gefolgt von einem kurzen
Entfaltungsereignis (ALc ~ 22nm) auftritt, finden wir fiir CaM-CaM zwei Entfaltungser-
eignisse von vergleichbarer Lange (ALy ~ 31 nm, ALc ~ 34 nm). Diese Beobachtung stellt,
ebenso wie die Unterschiede bei den Dissoziationskriften, ein Indiz fiir moglicherweise
unterschiedliche Bindungsmodi von CaM-skMLCK und CaM-CaMKK dar.

7.2 Peptidbindungs- und -entbindungsiibergange von skMLCK und CaMKK

Um ein genaueres Verstdndnis der Peptiddissoziation unter Kraft zu erhalten, werden nun
die Gleichgewichtsiibergidnge der in Abb. 7.2 gezeigten Messkurven niher analysiert. Dazu
betrachten wir zundchst die Entfaltungspeaks von CaM-skMLCK in Kraft-Zeit-Darstellung
etwas griindlicher. In Abb. 7.3 A+B sind die Gleichgewichtsiibergidnge des ersten (A) und
des zweiten (B) Peaks von CaM-skMLCK dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass
die Gleichgewichtsiibergidnge fiir den ersten Peak mit niedrigerer Frequenz als fiir den
zweiten Peak stattfinden, was sich, wie in Abschnitt 6.2 diskutiert, darauf zuriickfithren
lasst, dass Peptidbindung die Entfaltungsrate senkt aber die Riickfaltungsrate unverandert
lasst. Eine genauere Beobachtung der Gleichgewichtsiibergdnge in Abb. 7.3 A erlaubt es,
ein sehr kurzlebiges Intermediat zu identifizieren (siehe Pfeile, bzw. mittlere gestrichelte
Linie), wahrend kein solcher Zustand fiir den zweiten Peak (Abb. 7.3 B) gefunden werden
kann. Werden die Daten bei einer etwas geringeren Glattungsstufe, also effektiv hoherer
Samplingrate (siehe auch Anhang A.3), analysiert, so zeigt sich, dass der Zwischenzustand
im ersten Entfaltungspeak von CaM-skMLCK in fast allen Ubergingen detektiert werden
kann (Abb. 7.3 C). Wegen der sehr kurzen Lebensdauer des Intermediats ist es schwierig,
die Konturlingenzuwichse der zwei Uberginge im ersten Entfaltungspeak von CaM-
skMLCK mit hoher Genauigkeit zu bestimmen. WLC-Fitkurven zeigen allerdings deutlich,
dass der erste Ubergang (vom oberen zum mittleren Level) mit einem kiirzeren Konturlan-
genzuwachs einhergeht als der zweite Ubergang (vom mittleren zum unteren Level) (siehe
Abb. 7.3 D). Da der zweite Entfaltungsiibergang ungefdhr dem in Abschnitt 6.1 ermittelten
Konturlangenzuwachs der N-terminalen Doméane von Calmodulin entspricht, liegt hier
die Interpretation nahe, dass im ersten Schritt die mechanisch induzierte Dissoziation von
skMLCK von Calmodulin beobachtet wird, widhrend im zweiten Schritt die Entfaltung von
DomN stattfindet. Zuletzt entfaltet, wie im Fall von Calmodulin ohne angefiigtes Peptid,
die C-terminale Domaéne.

Diese vorldufige Interpretation der Daten ist jedoch noch durch die sehr kurze Lebensdauer
des Zwischenzustands eingeschriankt. Insbesondere ist unklar ob es sich um ein obliga-
torisches Intermediat handelt, ferner konnen Konturldngenzuwéchse nur mit erheblicher
Ungenauigkeit bestimmt werden. Es wére daher wiinschenswert, den Zwischenzustand
selektiv zu stabilisieren. Dazu muss eine Moglichkeit gefunden werden, gleichzeitig die
Riickbindungsrate von skMLCK (also die Rate fiir den Ubergang vom mittleren zum

nicht zum Konturldngenzuwachs beitragen.), ALcp—camix = 0,365 nm - (neapm + Heamkk + nspace,) —
dcam—camrk = 0,365 nm - (148 +26 +8) — 1,9 nm = 65,2 nm [61]
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Abbildung 7.3: Kraft-Zeit-Kurve von CaM-skMLCK. A. Fir den ersten Entfaltungspeak (DomN,
rot) ist ein kurzlebiges Intermediat beobachtbar (mittlerer Level, siehe Pfeile). B. Fir den zwei-
ten Peak (DomC, blau) ist kein solcher Zwischenzustand detektierbar. C. Ausschnitte aus drei
verschiedenen Messkurven von CaM-skMLCK bei geringerer Datenglattung. Der Zwischenzu-
stand ist bei fast allen Ubergéngen beobachtbar. D. Ausschnitt aus einer Kraft-Abstands-Kurve
von CaM-skMLCK mit WLC-Fitkurven (grau). Die Konturlangenzuwé&chse legen nahe, dass im
ersten Ubergang das Peptid von CaM dissoziiert, wahrend im zweiten Ereignis DomN entfaltet.

oberen Level) und auch die Entfaltungsrate von DomN (d.h. die Rate fiir den Ubergang
vom mittleren zum unteren Level) zu senken. Dieses Ziel kann durch ein kompetitives
Experiment, bei dem das Peptid Mastoparan zusétzlich frei in Losung dem Messpuffer
hinzugegeben wird, erreicht werden. Sobald skMLCK unter Kraft dissoziiert, kann Masto-
paran die Target-Bindungsstellen von Calmodulin besetzen und dadurch die Riickbindung
von skMLCK verlangsamen. Gleichzeitig senkt Mastoparan, wie in Abschnitt 6.2 diskutiert,
die Entfaltungsrate k,. In Abb. 7.4 A ist deutlich zu erkennen, dass die Zugabe von 100 uM
Mastoparan zum Messpuffer die Lebensdauer des Zwischenzustands signifikant erhoht.
Der mittlere Level ist nun in allen Messkurven gut beobachtbar, was die Existenz eines
obligatorischen Intermediats bestitigt. Die Tatsache, dass dieses kompetitive Experiment
funktioniert, liefert zugleich eine erste Bestdtigung fiir die strukturelle Interpretation des
Intermediats. Schliefillich besteht eine Voraussetzung fiir die Gelingen dieses Versuchs
darin, dass im Zwischenzustand Calmodulin gefaltet aber das Peptid dissoziiert ist. Fiir
DomC ist weiterhin kein Zwischenzustand zu erkennen (Abb. 7.4 B), dies ldsst unmittelbar
die Schlussfolgerung zu, dass skMLCK unter Kraft nicht stark genug mit einer einzelnen
C-terminalen Doméne assoziiert um die Beobachtung von Bindung und Entbindung unter
Kraft zu erlauben. Der einzige erkennbare Effekt von Mastoparan auf DomC besteht darin,
dass die Ubergangsrate sinkt und die Entfaltungskraft steigt, was sich, wie in Abschnitt 6.2
diskutiert, mit einer durch Mastoparan induzierten Erhohung der mechanischen Stabilitat
von DomC erkldren lésst.

Die deutlich erhohte Lebensdauer des Zwischenzustands ldsst sich nun auch dazu nut-
zen, die Konturlingenzuwichse der einzelnen Ubergénge mit hoherer Genauigkeit zu
bestimmen. In Abb. 7.4 C ist eine Beispielkurve fiir CaM-skMLCK in Anwesenheit von
Mastoparan gezeigt, die bei einer Ziehgeschwindigkeit von 10 nm /s aufgezeichnet wurde.
WLC-Fits ermoglichen es, die oben gegebene strukturelle Interpretation der einzelnen
Entfaltungsiibergdnge zu bestdtigen. Im ersten Schritt dissoziiert skMLCK von CaM,
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A

i

1s

N

Kraft (pN)

Abbildung 7.4: A+B. CaM-skMLCK + 100 uM Mastoparan, v,,,,;; = 1nm/s. Die Lebensdauer des In-
termediats im ersten Entfaltungspeak (A) ist bei Anwesenheit von Mastoparan in der Pufferlésung
deutlich erhéht (schwarzer Level). Der Zwischenzustand ist nun in allen Kurven deutlich sicht-
bar, es handelt sich also um ein obligatorisches Intermediat. Fiir den zweiten Entfaltungspeak ist
weiterhin kein Zwischenzustand auffindbar (B). C. Kraft-Abstands-Kurve von CaM-skMLCK, 100
#M Mastoparan, v,,;; = 10nm/s. WLC-Fits ermdglichen eine eindeutige Zuordnung der Entfal-
tungstibergénge zu strukturellen Ereignissen. Im ersten Schritt dissoziiert skMLCK, dann entfalten
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DomN und schlieBlich DomC (siehe schematische Darstellung tber der Beispielkurve).
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daraufhin entfaltet DomN und zuletzt DomC (siehe auch Schemazeichnungen tiber Abb.
74 C).

Eine detaillierte Analyse der Konturlingenzuwéchse (siehe auch Tab. 7.1 und Konturlan-
genhistogramme in Abb. 7.6 A) modifiziert dieses Bild nur in einem Punkt: Der gemesse-
ne Wert fiir das erste Entfaltungsereignis von CaM-skMLCK ist mit AL; = 16,5+ 1,4nm
deutlich grofler als der berechnete Wert fiir die Dissoziation von skMLCK (Abstdnde ent-
nommen aus der Struktur von CaM mit gebundenem skMLCK, PDB-ID 2BBM [41]):

ALgmrck = 0,365 nm - (ngemrck + Mspacer) — dcam—skmick + dcam
=0,365nm-(23+4) —2,4nm+1,7nm

=9,2nm

Dies legt nahe, dass ein Teil des x-helikalen Interdoménenlinkers (ca. 15 Aminosdurereste)
zusammen mit dem Target-Peptid entfaltet, was zu

ALsgmrck = 0,365 nm - (ngepmrck + Mspacer + Miinker) — caM—skMLCK + @DomN + dDomc
=0,365nm-(23+4+15) —2,4nm+2,1nm+1,4nm
=16,4nm

fiihrt. Die zwei darauf folgenden Entfaltungsereignisse fithren zu einem gesamten Kontur-
langenzuwachs von AL + ALy = 46,7 £ 1,3 nm, was nahe beim erwarteten Wert von
ALcay = 0,365nm 133 —2,1nm — 1,4nm = 45,4 nm liegt. Die Tatsache, dass die x-Helix
zusammen mit dem Target-Peptid skMLCK entfaltet zeigt, dass skMLCK die beiden Doma-
nen von Calmodulin wie eine Klammer zusammenhilt und dadurch den mechanisch insta-
bilen Interdoménen-Linker von der Kraft abschirmt. Nach der Dissoziation von skMLCK
wird die x-Helix der angelegten Kraft ausgesetzt und entfaltet daraufhin sofort.

Tabelle 7.1: Konturlangenzuwachse von CaM-skMLCK und CaM-CaMKK, bestimmt bei v,,;; =
10nm /s und [Mas]=100 uM. Der angegebene Fehler setzt sich aus dem Standardfehler des Mit-
telwerts zuziglich eines systematischen Fehlers von 1,0 nm zusammen.

skMLCK(1-26) | skMLCK(1-18) | DomNgmrck | DomCgavrck
16,5+1,4nm | 15,5+1,3nm |24,3+1,3nm | 22,4+ 1,3nm
CaMKK N DomNCaMKK CaMKK C DOl’I’lCCaMKK
12,9+1,3nm | 17,7+1,4nm | 11,1+1,2nm | 22,8+ 1,2 nm

Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass skMLCK in einem einzigen Schritt von
Calmodulin dissoziiert, ohne dass teilweise gebundene Zustinde beobachtet wer-
den konnen. Die Bindung ist stark kooperativ, insbesondere bindet das Peptid nur
an vollstindig gefaltetes Calmodulin mit so hoher Affinitit, dass kraftinduzierte
Bindungs-/Entbindungsiibergdnge beobachtet werden konnen. Dieses Ergebnis ist
vollstdndig vereinbar mit den Experimenten zur Faltung und Entfaltung von Calmodulin
mit freiem skMLCK in Losung (Abschnitt 6.3). Auch bei diesen Messungen zeigte sich,
dass skMLCK vollstandiges Calmodulin deutlich starker stabilisiert als einzelne Doméanen.
Die Tatsache, dass bei freiem skMLCK die C-terminale Domine von Calmodulin eine er-
hebliche Stabilisierung erfahrt, wahrend bei angehdngtem skMLCK kein Zwischenzustand
fur den Entfaltungspeak von DomC zu sehen ist, kann ebenfalls leicht verstanden werden:

49



7 Direkte Beobachtung von Peptidbindung und -entbindung

Bei einer diffusionslimitierten Bindungsrate von skMLCK lésst sich fiir die Bindung an
DomC eine Dissoziationsrate von ko ~ 100s~! abschitzen [11]. Diese Rate erhoht sich
unter Kraft noch zusétzlich. Daraus folgt direkt, dass keine stabile, langlebige Bindung
unter Kraft moglich sein kann.

Fiir die Interaktion von skMLCK mit Calmodulin ergibt sich also ein klares und in
sich geschlossenes Bild. Doch wie lassen sich die Entfaltungskurven des CaM-CaMKK-
Proteinkonstrukts interpretieren? In Abb. 7.5 A+B sind der erste und der zweite Ent-
faltungspeak von CaM-CaMKK in Kraft-Zeit-Darstellung abgebildet. Wie bereits fiir
CaM-skMKCK konnen etliche Gleichgewichtsiibergédnge fiir beide Entfaltungspeaks
beobachtet werden. Im Gegensatz zu CaM-skMLCK finden wir hier allerdings ein kurz-
lebiges Intermediat fiir beide Entfaltungsereignisse (mittlere gestrichelte graue Linien).
Diese beiden Zwischenzustdnde erscheinen zwar deutlich hdufiger als das Intermediat
von CaM-skMLCK, wegen der geringen Kraftspriinge zwischen den jeweiligen Niveaus
ist die Identifizierung des Zwischenzustands bedingt durch das hier vergleichsweise
schlechte Signal-zu-Rausch-Verhiltnis aber erschwert. Die Tatsache, dass sich hier ein
zusétzliches Intermediat beobachten lasst, legt nahe, dass das Target-Peptid CaMKK in
zwei Schritten dissoziiert. Eine vorldufige Interpretation konnte sein, dass in Analogie zu
den Experimenten mit CaM-skMLCK die mittleren Niveaus Zustdnden entsprechen, bei
denen der Peptidligand von der N-terminalen Doméne (A) bzw. von der C-terminalen
Doméne (B) dissoziiert ist, wiahrend die betreffenden Doménen jeweils noch in gefalteter
Form vorliegen.

Um diese Interpretation zu stiitzen und um eine deutliche Identifizierung der Interme-
diate zu ermoglichen, wurde erneut ein kompetitives Experiment mit Mastoparan in
Losung durchgefiihrt. In Abb. 7.5 C+D sind die Lebensdauern der intermedidren Zu-
stande deutlich erhoht, was direkt bestitigt, dass die Zwischenzustinde Konformationen
entsprechen, in denen das Peptid zumindest teilweise von Calmodulin dissoziiert ist.
Durch WLC-Fits an Messkurven, die bei hoheren Ziehgeschwindigkeiten aufgenommen
wurden, ldsst sich iiber eine Analyse der Konturlingenzuwichse eine strukturelle Inter-
pretation der vier Entfaltungsiibergdnge vornehmen (Abb. 7.5 E). Wie erwartet weisen
die vermutlichen Peptid-Dissoziationen (AL; = 12,9 £1,3nm, ALy;; = 11,1 £1,2nm)
kiirzere Konturlangenzuwéchse auf als die Doméanenentfaltungen (AL = 17,7 +1,4nm,
ALy = 22,8 +1,2nm). Die Tatsache, dass AL; kleiner als der erwartete Konturldn-
genzuwachs fiir die Dissoziation des vollstindigen CaMKK-Peptids ist (~ 20nm) zeigt
deutlich, dass im ersten Entfaltungsschritt nicht das ganze Peptid, sondern nur ein relativ
grofier N-terminaler Teil des Peptids von CaM entbindet, wahrend im dritten Schritt der
C-terminale Teil (CaMKK C) dissoziiert. Zusammenfassend erhdlt man also folgendes
Bild fiir die Reihenfolge der Entfaltungsiibergdnge: Zunichst dissoziiert ein N-terminaler
Teil von CaMKK (CaMKK N) von der N-terminalen Domé&ne von CaM, welche dann im
zweiten Schritt entfaltet. Als nadchstes entbindet der C-terminale Teil von CaMKK (CaMKK
C) von der C-terminalen Doméne von CaM, die dann zuletzt entfaltet. Die Abfolge der
Ereignisse ist in den Schemazeichnungen oberhalb von Abb. 7.5 E schematisch dargestellt.

Eine detaillierte Analyse der Konturlingenzuwdéchse (Tab. 7.1, Konturldngenhistogram-
me in Abb. 7.6 B) modifiziert dieses Bild nur in einem Punkt: Fiir CaM-CaMKK erhal-
ten wir einen Wert von ALy + ALy = 24,0 &£ 1,3 nm fiir die Summe der beiden Peptid-
Dissoziationstibergénge, was deutlich tiber dem erwarteten Wert von
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Abbildung 7.5: A+B. Kraft-Zeit-Kurven des ersten (A) und des zweiten (B) Entfaltungspeaks von
CaM-CaMKK, v,,;; = 1nm/s. Fur beide Peaks ist ein kurzlebiger Zwischenzustand sichtbar.
C+D. Durch Hinzugabe von 100 uM Mastoparan lasst sich das Intermediat in beiden Peaks
stabilisieren. E. Kraft-Abstands-Kurve von CaM-CaMKK, 100 uM Mastoparan, v,,;; = 10nm/s.
WLC-Fits ermdglichen eine eindeutige Zuordnung der Entfaltungsereignisse zu strukturellen Er-
eignissen. Im ersten Schritt dissoziiert der N-terminale Teil von CaMKK (CaMKK N) von DomN,
daraufhin entfaltet DomN. Als nachstes entbindet der verbleibende C-terminale Teil von CaMKK
(CaMKKC) von DomC, welche schlieBlich als letztes entfaltet (siehe schematische Darstellung
Uber der Beispielkurve). F+G. Interaktion von isolierten Doméanen mit CaMKK, 10 uM Mastopa-
ran. Fir DomN-CaMKK Iasst sich kein Intermediat feststellen, was einer nur geringen Affinitat von
DomN zu CaMKK entspricht (F). Fiir DomC-CaMKK dagegen finden wir einen Zwischenzustand,
das Peptid bindet also bereits an eine einzelne C-terminale Doméne sehr stark (G).
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ALcamxx = 0,365 nm - (ncamk + Mspacer + MLinker) — dcar—CaMkK + dDomN + dDomc
=0,365nm-(26+8+15) —1,2nm+1,9nm+1,5nm
=20,1nm

liegt, wahrend die Summe der beiden Calmodulin-Entfaltungsereignisse, AL;; + ALy =
40,5 £ 1,4 nm, kleiner als der Erwartungswert

ALcay = 0,365nm-133 —1,9nm — 1,5nm = 45,1 nm

ist (Abstinde entnommen aus der Struktur von CaM mit gebundenem CaMKK, PDB-ID
1CKK [61]). Da der geringere Konturlingenzuwachs durch Entfaltung von CaM sich aus-
schliefSlich auf die N-terminale Doméne zurtickfiihren lasst (AL;; = 17,7 £ 1,4 nm, im Ver-
gleich zu einem erwarteten Wert von ALp,,n ~ 24 nm), konnen wir davon ausgehen, dass
ein Teil von CaMKK N an DomC zuriickbindet, wenn DomN entfaltet. Dadurch verkiirzt
sich der effektive Konturlingenzuwachs ALj; um einige Nanometer, wahrend sich ALjj;
entsprechend verldangert. Mit AL;y = 22,8 £1,2nm stimmt der Konturlingenzuwachs
nach Entfaltung von DomC aus CaM-CaMKK sehr gut mit dem frither ermittelten Wert fiir
die entsprechende Doméne aus CaM-skMLCK (22,4 £ 1,3 nm) iiberein (Tab. 7.1). Der Ge-
samtkonturlangenzuwachs von CaM-CaMKK entspricht mit AL; + AL + AL+ ALy =
64,5 nm sehr gut dem Erwartungswert, was eine hohe Genauigkeit der Lingenmessungen
nahelegt:

ALcam—camxx = 0,365 nm - (ncanm + ncamkx + Mspacer) — dcaM—CaMKK
=0,365nm- (148 +26+8) —1,9nm
=65,2nm

Aus den bislang gezeigten Daten geht noch nicht hervor, ob die beobachtete Interaktion
zwischen CaMKK und DomN die Anwesenheit von gefalteter DomC erfordert, d.h. ob ge-
faltete und Ca?*-geladene DomN ausreichend fiir die Bindung an CaMKK ist. Aus diesem
Grunde wurde DomC aus dem CaM-CaMKK-Proteinkonstrukt entfernt (DomN-CaMKK).
Fiir dieses Proteinkonstrukt ldsst sich kein Zwischenzustand detektieren (Abb. 7.5 F).
Daraus lasst sich schlieflen, dass eine isolierte N-terminale Doméane von Calmodulin nicht
ausreichend fiir eine starke Bindung an CaMKK ist. Die Beobachtung, dass der N-terminale
Teil von CaMKK nur an vollstindig gefaltetes Calmodulin binden kann, weist auf einen
kooperativen Bindungsmodus hin, bei dem beide Domédnen mit dem Peptid-Segment
interagieren miissen, um die Bildung einer starken Assoziation zu ermoglichen. Wie
erwartet konnen wir im DomC-CaMKK-Proteinkonstrukt, in dem DomN entfernt wurde,
weiterhin Bindungs-/Entbindungsiibergidnge detektieren (Abb. 7.5 G). Die gemessenen
Konturldngenzuwidchse und Dissoziationskrifte stimmen genau mit den Werten fiir die
entsprechenden Uberginge in vollstindigem CaM-CaMKXK {iberein. Dies stellt eine weitere
Bestatigung der obigen Interpretation der vier Entfaltungsereignisse in Abb. 7.5 E dar.

Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass CaMKK in zwei Schritten von Calmodulin
dissoziiert — zuerst von der N-terminalen Doméne, dann von der C-terminalen Domaine.
Gleichzeitig konnte ein bislang nicht bekannter Bindungsmodus von CaMKK identifiziert
werden, bei dem das Peptid mit sehr hoher Affinitdt an eine isolierte C-terminale Doméne
von Calmodulin bindet. Die Dissoziationskonstante von CaMKK zu DomC ist also deut-
lich niedriger als die von skMLCK oder Mastoparan, die im Bereich ~ 10~7 M liegt [2,52]
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(siehe auch Abschnitt 6.3). Bei Experimenten mit freiem CaMKK in Losung wire zu erwar-
ten, dass sich in Analogie zu den hier vorgestellten Ergebnissen eine stidrkere Stabilisie-
rung von DomC und eine schwéchere Stabilisierung von DomN aus vollstindigem CaM
im Vergleich zu skMLCK ergibt. Solche Untersuchungen kénnten auch die Berechnung der
Dissoziationskonstante von CaMKK fiir DomC ermoglichen, was bei Experimenten mit in
das Proteinkonstrukt integriertem Peptid nicht ohne Weiteres moglich ist, da die effektive
Ligandenkonzentration fiir ein solches Szenario nur schwer zu bestimmen ist.

A
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Abbildung 7.6: Konturlangenzuwéachse von CaM-skMLCK (A) und CaM-CaMKK (B) aus WLC-Fits
an die Messkurven. Alle hier analysierten Daten wurden bei v, = 10nm/s, [Ca2*]=10 mM und
[Mas]=100 uM aufgenommen.

Diskussion

Die in diesem Kapitel vorgestellte Methode erlaubt es, Ligandenbindung auf die gleiche
Weise wie zuvor Proteinfaltung durch Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie mit dem AFM zu
untersuchen. Hierzu wurden die Target-Peptide auf DNA-Ebene in geeigneter Weise mit
Calmodulin verbunden, so dass kraftinduzierte Bindungs- und Entbindungs-Uberginge
der Liganden im Gleichgewicht beobachtet werden konnten. Das Peptid skMLCK wurde
dabei mit dem C-Terminus von Calmodulin verbunden, CaMKK wurde aus strukturellen
Griinden in den Interdoménen-Linker von CaM integriert. Fiir beide Konstrukte war die
Hierarchie von Peptid-Dissoziation und Doménenentfaltung in allen Messkurven gewahrt.
Des weiteren konnten Unterschiede in der Interaktion der beiden Peptide mit Calmodulin
gefunden werden. Insbesondere war es moglich, einen neues Bindungsmodus zu iden-
tifizieren, bei dem CaMKK bereits mit sehr hoher Affinitidt an eine isolierte C-terminale
Doméne von Calmodulin bindet.

Nun liefle sich einwenden, dass die beobachteten Unterschiede zwischen CaM-skMLCK
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und CaM-CaMKK moglicherweise nur auf die unterschiedliche Geometrie der Protein-
konstrukte zuriickzufiihren sein konnten. In der Tat wére ein solcher Effekt theoretisch
denkbar, da beispielsweise in CaM-skMLCK das Peptid direkt mit Kraft belastet wird, wih-
rend DomC zundchst weitgehend von Kraft abgeschirmt ist, wahrend bei CaM-CaMKK
das Peptid nur iiber die beiden Doménen einer Kraft ausgesetzt wird, an denen die Kraft
direkt anliegt (siehe auch Abb. 7.1 B). Fiir die vielleicht wichtigste Aussage des Kapitels, die
hohe Affinitdt von CaMKK zu DomC, lasst sich diese Vermutung allerdings weitgehend
entkraften. Denn nach Entfaltung von DomN besteht kein grundséitzlicher Unterschied
mehr zwischen den Geometrien der beiden Konstrukte: Sowohl fiir CaM-skMLCK als
auch fiir CaM-CaMKK werden sowohl das Peptid als auch die verbleibende DomC mit
Kraft belastet. Gleichwohl beobachten wir Gleichgewichtsiibergénge fiir CaMKK, aber
nicht fiir skMLCK, woraus wir direkt auf einen deutlichen Unterschied in der Affinitat fiir
DomC schlieflen konnen. Grundsatzlich liefert die hier vorgestellte Methode ein deutlich
detaillierteres Bild der Ligandenbindung als die in Kapitel 6 vorgestellten Experimente mit
freiem Peptid in Losung. Im Gegensatz zu diesen Messungen werden hier die einzelnen
Schritte der Liganden-Dissoziation direkt aufgelost, zudem erhidlt man Zugriff auf die
Kinetik der Bindungs- und Entbindungsereignisse.

Was konnte die potentielle physiologische Rolle des hier identifizierten neuen Bindungs-
modus von CaMKK sein, bei dem das Peptid mit hoher Affinitit an DomC bindet? Zur
Diskussion dieser Frage ist es sinnvoll, sich in Erinnerung zu rufen, dass die beiden
Dominen von Calmodulin deutlich unterschiedliche Dissoziationskonstanten fiir Ca?*
haben [2,56]. DomC bindet Ca?" mit signifikant hoherer Affinitit als DomN, so dass bei
einem vergleichsweise schwachen Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration nur
die C-terminale Doméne von Calmodulin in Ca®*-gesittigter Form vorliegt. Eine solche
teilweise Ca?*-gesittigte Form von Calmodulin kénnte nun bereits mit hoher Affinitit
an CaMKK binden, wéihrend die Bindung an andere Target-Peptide wie beispielsweise
skMLCK noch schwach wire. Uber die Intensitit eines Ca?*-Signals liee sich CaMKK
so von anderen Target-Sequenzen unterscheiden. Eine solche Feinsteuerung des Ca**-
Signalsystems konnte fiir CaMKK von besonderer Bedeutung sein, da sich dieses Enzym
an der Spitze etlicher Signalkaskaden befindet (siehe Abb. 7.7) [85]. Insbesondere sind
einige der Ziel-Kinasen von CaMKK wiederum von Calmodulin reguliert, beispielsweise
CaMKI und CaMKIV (calmodulin dependent kinase I /1V). Diese Enzyme konnten bei niedri-
gem Ca?* in einem inaktiven Zustand gefangen bleiben, da sie zu ihrer Aktivierung nicht
nur Phosphorylierung durch aktiviertes CaMKK, sondern zuséitzlich noch die Bindung
von vollstindig Ca?*-gesittigtem Calmodulin bendtigen wiirden. Nicht-Calmodulin-
abhéngige Zielproteine von CaMKK wie PKB (protein kinase B) konnten dagegen auf diese
Weise bereits bei niedrigerem Ca?" aktiviert werden.

Zusammenfassend konnen wir festhalten, dass fiir die drei bislang untersuchten Target-
Peptide skMLCK, CaMKK und Mastoparan unterschiedliche Grade an Bindungskoopera-
tivitat auftreten. Das Peptid skMLCK bindet nur an vollstandiges Calmodulin mit hoher
Affinitat, zeigt also eine sehr starke Interdoménen-Bindungskooperativitat. Fiir CaMKK
finden wir einen mittleren Grad an Kooperativitdt, da DomC fiir eine starke Bindung
ausreicht, wiahrend DomN dafiir zusétzlich das Zusammenspiel mit gefalteter DomC
benotigt. Mastoparan schliefilich bindet, wie in Abschnitt 6.3 diskutiert, mit einer Stochio-
metrie von 2:1 an Calmodulin. Beide Doménen binden dabei unabhédngig voneinander
an das Target-Peptid, ohne sich in nennenswerter Weise zu beeinflussen. Fiir Mastoparan
besteht also keine detektierbare Bindungskooperativitdt zwischen den beiden Domé&nen
von Calmodulin.
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CaMKI

I

Ca*/CaM —— CaMKIII

CaMK| CaMKIV  PKB

Abbildung 7.7: Ausschnitt aus den Signalibertragungswegen Calmodulin-abhangiger Kinasen.
Schwarze Pfeile geben die Aktivierungsrichtung an. Kinasen, die durch Calmodulin reguliert wer-
den, sind rot dargestellt, andere Kinasen sind blau eingezeichnet.

Solche Unterschiede im Bindungsmodus konnen moglicherweise eine physiologische Rolle
fiir die Unterscheidung verschiedener Signalkaskaden spielen. Es wére daher interessant,
in zukiinftigen Experimente weitere Target-Peptide von Calmodulin mit dieser Methode
zu untersuchen. Niitzlich kann die hier vorgestellte Technik vor allem fiir solche Peptid-
Liganden sein, fiir die bislang keine Strukturen oder keine detaillierten Bindungsstudien
vorhanden sind. Besondere Bedeutung kommt dabei der Klasse der IQ-Repeats zu [88,1].
Diese Peptide binden auch an Ca?*-freies Calmodulin, Hinzugabe von Ca?* fiihrt mogli-
cherweise zu Anderungen von Stochiometrie und Bindungsmodus. In diesem Zusammen-
hang sind Experimente bei verschiedenen Ca?**-Konzentrationen von groéfitem Interesse.

7.3 Detaillierte Analyse der Peptidbindungen

Nachdem im letzten Abschnitt die Entfaltungsmuster von CaM-skMLCK und CaM-
CaMKK analysiert und Unterschiede im Bindungsmodus identifiziert wurden, soll nun
eine etwas detailliertere Analyse des Bindungsverhaltens der beiden Peptide folgen. Dazu
werden Kiirzungsmutanten von skMLCK und CaMKK erstellt, um Schliisselaminosduren
fiir die Assoziation und minimale Bindungsmotive zu identifizieren. Ebenso werden auch
smMLCK, die MLCK-Variante aus der glatten Muskulatur (smooth muscle myosin light chain
kinase) und Mastoparan mit der vorgestellten Methode von an Calmodulin angefiigten
Peptidliganden untersucht. Abschlieffend werden erste Schritte zu einer quantitativen
Analyse der Bindungs- und Dissoziationskinetik von skMLCK und CaMKK unternommen.

Tabelle 7.2: Mittlere Dissoziationskrafte verschiedener Targetpeptide von CaM unter Gleichge-
wichtsbedingungen. Der Fehler wurde als Standardfehler des Mittelwerts zuzlglich eines sys-
tematischen Fehlers von 2 % aus der Cantilever-Eichung berechnet.

] skMLCK(1-26) \ skMLCK(1-18) \ smMLCK \ CaMKK N \ CaMKK C \

119,3+0,8pN | 16,8+0,7pN [ 16,6 +0,7pN | 14,5+0,6 pN | 15,44 0,6 pN |
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In der skMLCK-Sequenz, die aus 26 Aminosduren besteht, entsprechen Aminosduren
5 bis 17 dem kanonischen Calmodulin-Bindungsmotiv (Tab. 4.1), das durch ein Muster
charakteristischer hydrophober Aminosduren gekennzeichnet ist. In den meisten Bin-
dungsstudien wurde bislang ein gekiirztes Peptid, skMLCK(1-18), verwendet, das das
vollstindige hydrophobe Motiv enthalt [30, 39]. In Abb. 7.8 A+B sind Beispielkurven fiir
CaM-skMLCK(1-18) in Anwesenheit von Mastoparan gezeigt. Es erscheint wiederum
ein Zwischenzustand fiir DomN (Abb. 7.8 A) aber nicht fiir DomC (Abb. 7.8 B), so dass
dieses Proteinkonstrukt qualitativ das gleiche Bindungs-/Entbindungs-Verhalten wie
CaM-skMLCK(1-26) aufweist. Eine detailliertere Analyse der mittleren Dissoziationskrafte
zeigt allerdings, dass die Krifte fiir das verkiirzte Peptid etwas niedriger sind (Tab. 7.2).
Dieses Ergebnis legt nahe, dass die C-terminalen Aminosduren von skMLCK nach Phel7
eine wichtige Rolle zur Optimierung der Bindungsstarke spielen.

A CaM-skMLCK (1-18) B
KRRWKKNF IAVSAANRFK |
|_ w udiiadillad

C DomC-CaMKK (9-26) D DomC-CaMKK (15-26)
| TVILVKSMLRKRSFGNPF | SMLRKRSFGNPF

AL gt~ &

Abbildung 7.8: Kirzungsmutanten von skMLCK und CaMKK. A+B. Kraft-Zeit-Kurve von CaM-
skMLCK (1-18) 100 uM Mastoparan, v,,;=1 nm/s. Fir DomN zeigt sich ein Zwischenzustand
(A) fur DomC dagegen nicht (B). Qualitativ entsprechen die Daten also dem ungekiirzten CaM-
skMLCK(1-26). Wie zuvor sind charakteristische hydrophobe Aminoséurereste fett gedruckt, di-
rekt daran anschlieBende geladene Aminosauren sind griin gezeigt. Die vom Peptid entfernten
Aminosauren werden hier in grau bzw. hellgriin dargestellt. C+D. Kraft-Zeit-Kurve von CaM-
CaMKK (9-26) (C) und von CaM-skMLCK (15-26) (D), jeweils 10 M Mastoparan, v,,;;=1 nm/s.
Wahrend der intermediare Zustand fir CaM-CaMKK (9-26) noch unveréndert vorhanden ist, 1asst
sich fir CaM-CaMKK (15-26) kein Zwischenzustand mehr feststellen. Die minimale Bindungs-
sequenz von CaMKK fir die Assoziation mit DomC beginnt also zwischen Aminosduren 9 und
14.

Als ndchstes wurde die minimale Sequenz von CaMKK ermittelt, die fiir eine starke
Bindung an DomC nétig ist. Dazu wurden zwei Kiirzungsmutanten erstellt, bei denen
die 8 bzw. 14 N-terminalen Aminosdurereste von CaMKK aus dem DomC-CaMKK-
Proteinkonstrukt entfernt wurden (Abb. 7.8 C+D). CaMKK(9-26) bindet weiterhin so stark
an DomC, dass mittlere Dissoziationskrafte und Konturlangenzuwéachse ununterscheidbar
vom vollstandigen CaMKK sind (Abb. 7.8 C, siehe auch Tab. 7.3). Dies bedeutet insbesonde-
re, dass die charakteristische hydrophobe Aminosdure Trp7 aus CaMKK, die im Komplex
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mit vollstindigem Calmodulin mit DomN interagiert, nicht an eine isolierte C-terminale
Doméne bindet. Werden die ndchsten 6 Aminosduren entfernt (CaM-CaMKK(15-26)),
so lasst sich keine Bindung an DomC mehr feststellen (Abb. 7.8 D). Daraus kann man
schlieflen, dass das minimale Bindungsmotiv von CaMKK fiir die Bindung an DomC
zwischen Aminosdureresten 9 und 14 von CaMKK beginnt.

Tabelle 7.3: Konturldngenzuwachse und Dissoziationskrafte von DomC-CaMKK(1-26) und DomC-
CaMKK(9-26).
’ Konstrukt ‘ ALCQMKK ALDomC ‘ FDiss ‘
DomC-CaMKK(1-26) | 11,5+ 1,4nm | 23,1+£1,4nm | 15,1£0,6 pN
DomC-CaMKK(9-26) | 11,2+ 1,4nm | 22,7 +1,3nm | 15,3 £0,5pN

Um die beobachtete Ligandenbindungskinetik zu Nullkraft zu extrapolieren, wurden
wie in Abschnitt 6.1 ergdnzende Messungen der Ziehgeschwindigkeitsabhdngigkeit der
Dissoziationskrédfte von skMLCK und CaMKK unter Nichtgleichgewichtsbedingungen
durchgefiihrt. Auf diese Weise lassen sich kq¢ und Axy_7s bestimmen. Daraufhin wird in
Monte-Carlo-Simulationen die Bindungsrate ko, variiert, bis die experimentellen Daten
unter Gleichgewichtsbedingung durch die Simulationen reproduziert werden (siehe auch
Anhang A.5). Die mittleren Entbindungskréfte fiir vollstindiges skMLCK und fiir das
gekiirzte Peptid skMLCK (1-18) unter Nichtgleichgewichtsbedingungen sind in Abb. 7.9
A gezeigt. Wie zuvor unter Gleichgewichtsbedingungen liegt die mittlere Dissoziations-
kraft von skMLCK(1-18) bei allen Ziehgeschwindigkeiten unter der von skMLCK(1-26).
Fir skMLCK(1-18) finden wir eine ca. zehnfach hohere Dissoziationsrate k.g als fiir
skMLCK(1-26), wahrend die Potentialbreite Axy_rs ungefahr gleich bleibt (siehe Energie-
landschaften in Abb. 7.9 B). Die angegebenen Bindungsraten ko, konnen hier nur als eine
grobe Orientierung dienen, die Genauigkeit liegt im Rahmen einer Grofsenordnung. Grund
dafiir ist vor allem, dass hier Ubergéinge zwischen drei Zustinden beobachtet werden, so
dass Fehler bei der Bestimmung der Faltungs- und Entfaltungsrate auch die Bindungs-
und Entbindungsrate beeinflussen.

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurde auch die Ziehgeschwindigkeitsabhan-
gigkeit der Dissoziationskrédfte von CaMKK gemessen. In Abb. 7.9 C sind die mittleren
Entbindungskréfte fiir die zwei Dissoziationsiibergange von CaMKK (CaMKK N und
CaMKK C) bei unterschiedlichen Ziehgeschwindigkeiten abgebildet. Die Dissoziations-
krdfte von CaMKK N liegen ~ 1pN unter den entsprechenden Werten fiir DomC, was
erneut zeigt, dass eine sehr starke Interaktion von CaMKK mit DomC stattfindet. In der
extrapolierten Energielandschaft unter Nullkraft-Bedingungen finden wir etwas grofiere
Werte fir die Potentialbreite Axyn_7s als bei skMLCK (Abb. 7.9 D). Die Lebensdauern
des gebundenen Zustands sind fiir vollstindiges Calmodulin und fiir DomC von der
Grofienordnung ~ 100 s, dhnlich zu den fiir skMLCK gefundenen Werten.

Abschlieffend wurden weitere Experimente mit anderen Target-Peptiden bzw. mit
anderen Kiirzungsmutanten durchgefiihrt. In Abb. 7.10 A+B sind Messkurven von
CaM-skMLCK(1-18) und von CaM-skMLCK(4-17), also der minimalen Peptidliange, die
mit dem Erhalt des vollen hydrophoben Aminosduremotivs vereinbar ist, gegeniiberge-
stellt. Wie zu erkennen ist, findet fiir CaM-skMLCK(4-17) keine detektierbare Bindung an
CaM mehr statt. Wir finden hier also eine wichtige Rolle fiir die geladenen Aminosduren
am N-Terminus von skMLCK fiir eine Bindung mit hoher Affinitdt. Diese geladenen
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Abbildung 7.9: A. Geschwindigkeitsabhéngigkeit der mittleren Dissoziationskraft (erster Peak in den
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Messkurven) von skMLCK(1-26) (dunkelgriin) und skMLCK(1-18) (hellgriin) unter Nichtgleichge-
wichtsbedingungen. Ergebnisse von Monte Carlo-Simulationen sind in schwarz gezeichnet. B.
Berechnete Energielandschaft bei Nullkraft fir die Bindung/Entbindung von skMLCK(1-26) und
skMLCK(1-18) an CaM. C. Dissoziationskrafte in Abhangigkeit von der Ziehgeschwindigkeit fur
CaMKK N (erster Peak in den Messkurven) and CaMKK C (dritter Peak in den Messkurven) sind
in rot und blau dargestellt. Da bei niedrigen Ziehgeschwindigkeiten Gleichgewichtsbedingungen
vorliegen, wurde hier jeweils der erste Entfaltungsibergang in die Analyse einbezogen. Ergebnis-
se von Monte Carlo-Simulationen sind in schwarz gezeigt. D. Berechnete Energielandschaft bei
Nullkraft fur die Bindung/Entbindung von CaMKK N und CaMKK C.



7.3 Detaillierte Analyse der Peptidbindungen

Aminosdurereste werden in der Literatur tiberwiegend im Zusammenhang mit der
Orientierung des Peptids in der Bindungstasche diskutiert [88, 61]. Ferner dissoziiert
die MLCK-Variante aus der glatten Muskulatur, smMLCK, bei &hnlichen Kriften wie
skMLCK(1-18) von Calmodulin (Abb. 7.10 C, Tab. 7.2), wohingegen fiir C-terminal an
Calmodulin angefiigtes Mastoparan keine Bindung mit hoher Affinitdt unter Kraft de-
tektiert werden kann (Abb. 7.10 D). Mastoparan kann also anscheinend nicht in eine 1:1
Stochiometrie mit einer zu skMLCK vergleichbaren hohen Affinitit gezwungen werden.
Dies bestatigt das frithere Resultat einer 2:1 Stochiometrie von Mastoparan mit niedrigeren
Affinitaten zu Calmodulin (siehe auch Abschnitt 6.3).

Es liefle sich einwenden, dass das Fehlen einer detektierbaren starken Bindung von
skMLCK(4-17) und Mastoparan an Calmodulin moglicherweise dadurch verursacht sein
konnte, dass diese Peptide mit 14 Aminosduren zu kurz sein konnten, um bei Anhéngen an
den C-Terminus von Calmodulin korrekt in die Bindungstasche eingefiigt zu werden. Um
dies auszuschliefSen, wurden am N- und am C-Terminus von skMLCK(4-17) und Mastopa-
ran kurze Peptidspacer hinzugefiigt (Wiederholungen der Sequenz AGSA mit verschiede-
nen Langen), um zu skMLCK(1-26) vergleichbare Peptid-Langen herzustellen. Doch auch
fur solche Proteinkonstrukte lief sich keine unter Kraft messbare Interaktion der beiden
Peptide mit Calmodulin feststellen.

A skMLCK (1-18) B skMLCK (4-17)
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Abbildung 7.10: Kraft-Zeit-Kurven der Ubergangsregion von DomN. A. CaM-skMLCK(1-18), B.
CaM-skMLCK(4-17), C. CaM-smMLCK, D. CaM-Mastoparan. Wéhrend fur CaM-skMLCK(1-18)
und CaM-smMLCK ein Zwischenzustand detektiert werden kann, gibt es bei CaM-skMLCK(4-17)
und CaM-Mastoparan kein entsprechendes Intermediat. Dies legt nahe, dass keine hinreichend
stabile Bindung zwischen CaM und den beiden letztgenannten Peptiden geformt werden kann. In
der Aminosauresequenz der Targetpeptide sind charakteristische hydrophobe Aminosauren fett
gedruckt. Entfernte Aminosauren sind in grau bzw. hellgriin dargestellt.

Diskussion

Zusammenfassend konnen wir festhalten, dass sich mit der vorgestellten Methode ein
sehr detailliertes Bild der Interaktion von Target-Peptiden mit Calmodulin gewinnen
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7 Direkte Beobachtung von Peptidbindung und -entbindung

lasst. Insbesondere zeigt sich deutlich, dass das Muster hydrophober Aminosauren, das
vorwiegend zur Charakterisierung von CaM-Target-Sequenzen herangezogen wird [88],
keine vollstindige Beschreibung der Peptide liefern kann. Fiir skMLCK finden wir, dass
sich bei einer C-terminalen Verkiirzung des Peptids die Dissoziationsrate um einen Faktor
10 erhohen ldsst. Zusédtzliches Entfernen der geladenen Aminosduren am N-Terminus
senkt die Affinitdt so weit ab, dass keine Bindungs-/Entbindungsereignisse unter Kraft
mehr beobachtet werden konnen. Fiir CaMKK stellen wir fest, dass das Peptid auch nach
Entfernen des ersten von nur zwei charakteristischen hydrophoben Resten mit unver-
dnderter Affinitit an DomC bindet. Fiir smMLCK lésst sich der gleiche Bindungsmodus
wie fiir skMLCK feststellen, dariiber hinaus scheinen die Affinititen dhnlich zu sein.
Interessanterweise ldsst sich Mastoparan auch bei Anbindung an den C-Terminus von
Calmodulin nicht in einen zu skMLCK vergleichbaren Bindungsmodus mit Stochiometrie
1:1 und hoher Affinitdt zwingen.

Eine grofle Stdarke der hier vorgestellten Methode ist es, dass starke Ligandenbindun-
gen sich sehr deutlich von schwécheren Interaktionen unterscheiden lassen. Wahrend
erstere durch Gleichgewichtsiibergdnge ein deutliches Signal in den Messkurven ver-
ursachen, konnen bei letzteren keine Dissoziationsereignisse unter Kraft beobachtet
werden. Quantitative Informationen liefSen sich hier durch Experimente mit variierender
Ziehgeschwindigkeit in Kombination mit Monte-Carlo-Simulationen gewinnen. Fiir alle
im Detail untersuchten Bindungsereignisse (skMLCK(1-26), skMLCK(1-18), CaMKK N,
CaMKK C) konnten Lebensdauern des gebundenen Zustands von ~ 100s extrapoliert
werden. Interessanterweise haben die "echten" Calmodulin-Targetsequenzen deutlich
langere Bindungsdauern als das Wespengift Mastoparan (~ 0,01s, abgeschitzt aus der
gemessenen Affinitit bei Annahme eine diffusionslimitierten Bindungsrate [11]). Solche
langen Lebensdauern kdonnen moglicherweise eine wichtige physiologische Rolle spielen,
da Ca®*-Signale haufig in Form kurzlebiger Spikes auftreten [4,34], so dass, falls nétig,
eine Signalkaskade linger aktiviert werden kann als das Ca?*-Signal andauert. AufSerdem
iibersteigt die Anzahl an Target-Sequenzen in Zellen oft die Konzentration an Ca®*-
gesdttigtem Calmodulin, so dass bei limitierendem Calmodulin eine lange Bindungsdauer
fiir zuverlassige Signalweitergabe wichtig sein konnte [81].

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Experimente zeigen auf, auf welche Weise mit der
hier entwickelten Methode ein noch detaillierteres Bild der Interaktion von Peptidligan-
den mit Calmodulin erreicht werden konnte. Eine genauere Analyse der Assoziations- und
Dissoziationskinetik durch hochauflosende Daten, beispielsweise mit optischen Pinzetten,
konnte ein noch wesentlich genaueres Bild der Ligandeninteraktion zeichnen. Im Prin-
zip kann durch Kiirzungsmutanten und andere Mutationen der Beitrag einzelner Amino-
sduren auf die Affinitdt von Target-Peptiden untersucht werden. Auf diese Weise werden
sich in zukiinftigen Arbeiten detaillierte Informationen iiber weitere Target-Peptide von
Calmodulin gewinnen lassen.
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Die Ergebnisse aus Kapitel 6 und 7 zeigen, dass die hier vorgestellte Methode es er-
laubt, durch Anlegen mechanischer Kraft die Kinetik von Faltungs-/Entfaltungs- und
Bindungs-/Entbindungs-Prozessen auf sehr prédzise Weise zu kontrollieren. Proteine
und Protein-Ligand-Komplexe konnen schrittweise durch ihre komplexe Energieland-
schaft vom vollstindig gefalteten und ligandenbindenden Zustand bis zum vollstindig
entfalteten Zustand gesteuert werden. Verschiedene Prozesse konnen damit getrennt
voneinander beobachtet werden, was mit herkdommlichen Methoden nur schwer zu
erreichen ist. So lassen sich beispielsweise beide Doménen von Calmodulin nacheinan-
der entfalten, ebenso kann die Peptid-Dissoziation von der Proteinentfaltung getrennt
werden. Die Kinetik von Gleichgewichtsiibergdngen kann dabei auf eine komfortabel zu
beobachtende Zeitskala von Sekunden bzw. Sekundenbruchteilen verschoben werden. Die
Moglichkeit, die Geschwindigkeit verschiedenster an eine Langendnderung gekoppelter
Reaktionen gezielt zu verdndern, stellt einen der wesentlichen Vorteile von Einzelmolekiil-
Kraftspektroskopie dar. Hier werden erstmals Gleichgewichtsiibergdnge der Proteinfaltung
und der Ligandenbindung mechanisch induziert und direkt auf Einzelmolekiilebene be-
obachtet. Bei Messungen im Gleichgewicht ist der Informationsgehalt gegentiber fritheren
Nichtgleichgewichts-Experimenten erheblich erhoht. Die Tatsache, dass Kraft gleichzei-
tig zur Steuerung und auch zur Detektion von molekularen Vorgingen genutzt wird,
unterscheidet diese Technik fundamental von Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Methoden, bei
denen das zu untersuchende System idealerweise durch Fluoreszenzmarkierung und
Beleuchtung nicht nennenswert beeinflusst wird.

In den hier vorgestellten Experimenten konnten nicht nur erstmals mechanisch induzierte
Gleichgewichtsiibergidnge von Calmodulin beobachtet werden, sondern es ergab sich auch
ein detailliertes Bild der Ligandenabhidngigkeit von Faltung und Entfaltung. Interessanter-
weise scheint Ca?* bereits mit nennenswerter Affinitit an den Faltungsiibergangszustand
von Calmodulin zu binden, so dass die Faltung durch hohe Ca?*-Konzentrationen
erheblich beschleunigt werden kann. Fiir die deutlich grofieren und komplexeren Peptidli-
ganden lie§ sich experimentell keine Bindung an den Ubergangszustand detektieren. Diese
Liganden wirken nur auf die Entfaltungsrate.

Durch zwei komplementdre Reihen von Experimenten mit freiem Peptid in Losung
und mit in das Proteinkonstrukt integrierten Target-Sequenzen konnten verschiedene
Bindungsmodi und Stochiometrien fiir skMLCK, CaMKK und Mastoparan unterschieden
werden. Wahrend die erstgenannte Methode vor allem bei vergleichsweise geringen
Affinititen und unklaren Stochiometrien von Vorteil ist, kann die zweite Methode
insbesondere bei sehr hohen Ligandenaffinititen ein klares Bild von der Sequenz der
Bindungsereignisse zeichnen. Fiir die untersuchten Peptide lassen sich unterschiedliche
Grade an Bindungskooperativitdt zwischen beiden Doménen finden: Wahrend skMLCK
eine sehr hohe Bindungskooperativitit aufweist und nur an vollstaindiges Calmodulin mit
hoher Stabilitit bindet, finden wir fiir CaMKK einen mittleren Grad an Kooperativitat.
CaMKK bindet bereits an eine isolierte C-terminale Doméne sehr stark, wihrend DomN
tiir stabile Assoziation eine gefaltete DomC benétigt. Mastoparan bindet mit Stochiometrie
2:1 ohne messbare Kooperativitdt zwischen beiden Doménen.
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8 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse

Die Unterschiede im Bindungsverhalten zwischen den drei Peptiden spiegeln moglicher-
weise ihre verschiedenen physiologischen Rollen wider. Wiahrend die Kinase-Fragmente
skMLCK und CaMKK fiir eine hochaffine und kooperative Bindung optimiert sind, reicht
es fiir das Gift Mastoparan aus, mit méafSiger Affinitat die Bindungsstellen von Calmodulin
zu blockieren. Fiir zuverldssige Signaliibermittlung der Kinasen sind lange Lebensdau-
ern des Calmodulin-gebundenen Zustands von ~ 100s vorteilhaft, wahrend diese Not-
wendigkeit fiir Mastoparan nicht besteht (Lebensdauer ~ 0,015). Der neu entdeckte Bin-
dungsmodus von CaMKK, bei dem das Peptid mit hoher Affinitdt an eine Ca2+-geséttigte
C-terminale Doméne bindet, hat potentiell hohe biologische Relevanz. Da bei niedrigen
Ca?*-Konzentrationen nur die C-terminale Domine Ca2?* bindet, kann so bei niedrigem
Ca?*-Spiegel gezielt nur CaMKK aktiviert werden. Da sich CaMKK an der Spitze mehre-
rer CaM-abhidngiger Signalkaskaden befindet, ist die Moglichkeit, zwischen verschiedenen
Ziel-Kinasen von CaMKK zu unterscheiden, von hoher Wichtigkeit fiir korrekte Signal-
weiterleitung. Aktivierung von CaMKK durch nur teilweise Ca?*-geladenes Calmodulin
konnte einen Mechanismus zur Differenzierung zwischen verschiedenen Signalkaskaden
darstellen.
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9 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente und Analysen zu mechanisch induzierten
Gleichgewichtsiibergidngen einzelner Calmodulin-Molekiile 6ffnen die Tiir zu vielen weite-
ren interessanten Fragestellungen. Einige mogliche StofSrichtungen fiir zukiinftige Projekte
sollen hier kurz vorgestellt werden.

9.1 Hochauflésende Experimente mit der optischen Pinzette

Die hier durchgefiihrte Datenanalyse von Gleichgewichtsiibergéngen nutzt bei wei-
tem noch nicht den vollstindigen moglichen Informationsgehalt der Messdaten aus.
Bislang wurden lediglich mittlere Ubergangsraten im Gleichgewichtsbereich bestimmt,
Informationen iiber die Potentialbreite konnten nur tiber zusatzliche Nichtgleichgewichts-
experimente gewonnen werden. Messungen mit optischen Pinzetten bei deutlich héherer
Kraftauflosung kdnnen dagegen solche Informationen iiber die Energielandschaft direkt
zugénglich machen, indem die Faltungs- und Entfaltungskinetik bei verschiedenen leicht
unterschiedlichen Kréften nahe am Gleichgewicht gemessen wird. Derartige Experimente
mit verbesserter Kraftauflosung, bei denen die Ca?*-Konzentration {iiber einen grofieren
Konzentrationsbereich als den hier zugdnglichen variiert wird, konnen dann eine genaue
Bestimmung der Ca?*-Dissoziationskonstante des Ubergangszustands K™° erméglichen.

Geht man noch einen Schritt weiter und bezieht nicht nur die Lebensdauern in den Po-
tentialminima N und U in die Auswertung mit ein, sondern analysiert auch die (sehr ge-
ringen) Aufenthaltswahrscheinlichkeiten an anderen Punkten, so lassen sich noch deut-
lich detailliertere Informationen tiber die Form der Energiebarriere gewinnen. Durch den
Zusammenhang AG(x) = —kgT - In P(x) zwischen der Energielandschaft AG(x) und der
Aufenthaltswahrscheinlichkeit P(x) 14sst sich die Energielandschaft direkt bestimmen, oh-
ne dass weitere Parameter angenommen werden miissen. Diese Methode wurde bereits fiir
DNA-Hairpins erfolgreich demonstriert [87]. Durch Vergleich der beobachteten Daten mit
der ermittelten Energielandschaft ldsst sich der praexponentielle Faktor fiir die Faltungs-
und Entfaltungsiibergdnge bestimmen. Die zentrale Herausforderung fiir diese Form der
Analyse liegt darin, den Einfluss des "Krafthebels" (Kugeln und Linker-Molekiile bei der
optischen Pinzette) auf die gemessenen Daten korrekt zu berticksichtigen.

9.2 Untersuchung weiterer Calmodulin-Liganden

Die in Abschnitt 6.3 eingefiihrte Methode zur Bestimmung von Liganden-Stochiometrien
kann moglicherweise dabei helfen, bislang unbekannte Bindungsstdchiometrien von
Calmodulin-Liganden wie beispielsweise die des Schizophrenie-Medikaments Trifluopera-
zin (TFP) zu bestimmen [20,84]. Hierbei ist von Vorteil, dass diese Technik im Wesentlichen
Ligandenaffinititen misst, so dass unspezifische und schwache Bindungen, wie sie bei-
spielsweise als Kristallisations-Artefakte bei der Rontgenstrukturanalyse auftreten konnen,
leicht zu identifizieren sind.

Von sehr grofiem Interesse wird auch die Untersuchung weiterer Target-Peptide von
Calmodulin mit der in Kapitel 7 vorgestellten Methode sein, bei der Peptidliganden in die
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Proteinkonstrukte integriert werden. Hervorzuheben ist insbesondere die Klasse der 1Q-
Repeats: Diese Target-Peptide binden auch an Ca?*-freies Calmodulin, bei Zugabe von Ca?*
kann es zu Anderungen in Bindungsmodus und Stéchiometrie kommen [88, 1]. In diesem
Zusammenhang sind daher Untersuchungen bei unterschiedlichen Ca?*-Konzentrationen
von hoher Relevanz.

Ahnliches gilt fiir CaMKK: Messungen bei niedrigen Ca?*-Konzentrationen konnten
die Konzentrationsschwelle identifizieren, ab der CaMKK tiber den neu identifizierten
Bindungsmodus an Ca?*-gesittigte DomC aktiviert wird. Es wire interessant, in unab-
hingigen biochemischen Experimenten zu untersuchen, ob der Komplex von teilweise
Ca?*-gesittigtem Calmodulin und CaMKK bereits funktional ist, d.h. ob und mit welcher
Kinetik die Phosphorylierung von CaMKK-Zielproteinen stattfindet. Solche Messungen
konnten entweder bei niedrigen Ca?*-Konzentrationen oder mit CaM-Mutanten, bei denen
die N-terminalen Ca®"-Bindungsstellen inaktiviert worden sind, durchgefiihrt werden.
Die Analyse der Bindungsmodi weiterer Target-Sequenzen von Calmodulin aus den
CaMKK-abhingigen Signalkaskaden mittels Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie wird dabei
helfen konnen, die PFeinsteuerung der Signaliibermittlung durch Ca**-lonen besser zu
verstehen.

Von hoher potentieller physiologischer Relevanz kénnten auch Messungen mit vollstan-
digen Target-Proteinen anstelle der entsprechenden Peptid-Liganden sein. Bislang liegen
nur Bindungsstudien zu Target-Peptiden vor, zur Interaktion von Calmodulin mit vollstan-
digen Proteinen gibt es kaum Informationen. Es wére interessant zu untersuchen, ob sich
Unterschiede in Bindungsmodus, Kinetik und Affinitét finden lassen.

9.3 Erkundung der Energielandschaft von Calmodulin in anderen
Zugrichtungen

Bislang wurden in dieser Arbeit Calmodulin-Konstrukte und Calmodulin-Peptid-
Komplexe stets in N-C-terminaler-Richtung iiber Filamin-Handles mit Kraft belastet. Uber
Disulfidbriicken zwischen losungsmittelexponierten Cystein-Resten, die durch gezielte
Mutagenese in die Struktur eingefiigt werden, kdnnen aber auch Protein-Polymere mit
weitgehend frei wahlbarer Verkniipfungsrichtung hergestellt werden [24]. Durch solche
alternativen Zugrichtung lasst sich die Energielandschaft von Calmodulin in verschie-
denen Richtungen untersuchen. Erste Experimente (siche Anhang C.1 und C.2) haben
bereits gezeigt, dass die Stabilitdt von Calmodulin in verschiedenen Zugrichtungen hochst
unterschiedlich ausfallt.

Aus zukiinftigen Messungen wird sich ergeben, ob bei verschiedenen Zugrichtungen
nur die Potentialbreite oder auch die Barrierenhohe variiert. Moglicherweise ldsst sich so
herausfinden, ob ein einziger Ubergangszustand die Faltungs-Energielandschaft dominiert
oder ob je nach Zugrichtungen unterschiedliche Ubergangszustinde iiberschritten werden
miissen. Es ist a priori nicht klar, ob sich auch fiir die stabileren Zuggeometrien Gleich-
gewichtsbedingungen beziiglich Faltung und Entfaltung erreichen lassen. Gegebenenfalls
kann das Crooks Fluktuations-Theorem das Ermitteln von Gleichgewichtsinformationen
wie AG aus Nichtgleichgewichts-Daten ermdglichen [22,10].

Nach Gl. 3.2 hdangt der Konturlangenzuwachs eines Entfaltungsereignisses auch von der Di-
stanz zwischen den Kraftangriffspunkten ab. Im Prinzip kann auf diese Weise die Konfor-
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mationsdnderung von Proteinen wie Calmodulin detektiert werden. Da sich durch die pep-
tidinduzierte Konformationsianderung von Calmodulin der Abstand zwischen N- und C-
Terminus nur minimal dndert, sind hierfiir alternative Kraftangriffspunkte, die das Signal
optimieren, vonnoten. Durch die Zugrichtungen CaM 17,110, CaM 38,118 und CaM 21,113
wurde in dieser Arbeit bereits versucht, die Konformationsdanderung von Calmodulin zu
messen. Bislang konnte allerdings keine Anderung des Konturldangenzuwachses nach Zu-
gabe von Target-Peptiden beobachtet werden. Dies liegt vermutlich daran, dass der real de-
tektierbare Konturldngenunterschied etwas von den berechneten Werten von ca. 2 — 3 nm
abweichen kann, wenn sich die Proteinstruktur unter Kraft schon vor der Entfaltung et-
was verformt. Zukiinftige Messungen mit hoherer Genauigkeit bei der Langenbestimmung
sowie mit deutlich verbesserter Statistik konnten dieses Problem allerdings 16sen. Gleich-
wohl bleibt das Problem, dass der «-helikale Interdoménenlinker von Calmodulin schon
bei sehr niedrigen Kréften entfalten kann, wenn er nicht durch Peptidbindung von Kraft
abgeschirmt wird. Diese spezifische Komplikation von Calmodulin verursacht ein der Kon-
formationsianderung entgegengesetztes Signal; unter Umstdnden wire es also sinnvoll, ein
anderes Protein als Calmodulin als Modellsystem fiir eine mechanische Detektion von Kon-
formationsiibergangen zu wahlen.

9.4 Steuerung von Bindungs- und Reaktionskinetik durch mechanische Kraft

Es ist potentiell von grofiem Interesse, die hier vorgestellte Methodik mechanisch induzier-
ter Gleichgewichtsiibergénge auch auf andere Systeme zu {ibertragen. Auf dhnliche Weise
wie hier konnten auch andere Protein-Ligand-Wechselwirkungen im Gleichgewicht unter-
sucht werden, um detaillierte Informationen iiber die einzelnen Reaktionsschritte zu er-
halten. In den letzten Jahren hat die mechanisch induzierte Manipulation von Reaktions-
kinetiken auch jenseits der klassischen Anwendungsgebiete von Proteinfaltung und Mo-
torproteinen bemerkenswerte Ergebnisse erbracht. So konnten beispielsweise "verborgene"
Bindungsstellen fiir Liganden durch Krafteinwirkung zuganglich gemacht werden [68], so
dass sich Bindungsaffinitdten durch Anlegen von Kraft deutlich erhchen lieflen. Weiterhin
wurde die enzymatische Spaltung von Disulfidbriicken durch Anlegen von Kraft an das
Polypeptidsubstrat in ihrer Reaktionsgeschwindigkeit beeinflusst, wodurch sich detaillier-
te Einblicke in Funktionsweise des Enzyms Thioredoxin ergaben [86]. In Fortsetzung dieser
Entwicklung konnten auch Reaktionskinetiken durch Anlegen von Kraft an Enzyme kon-
trolliert werden, indem beispielsweise eine fiir die katalytische Reaktion nétige Protein-
konformation durch Kraft in einen energetisch giinstigeren oder ungiinstigeren Zustand
versetzt wird. Analog zu der hier vorgestellten Untersuchung zu Ligandenbindung unter
Kraft konnten so schnelle Prozesse gezielt verlangsamt und Teilschritte der Reaktion ge-
trennt voneinander aufgelost werden. Fiir solche Experimente miissen die angelegten Kraf-
te sorgfiltig gewdhlt werden, um die Reaktionkinetik zu verlangsamen ohne das Enzym
bereits zu entfalten.
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A.1 Krafteichung

Die Federkonstante des Cantilevers wurde in dieser Arbeit aus dem thermischen Rau-
schen der freien Blattfeder bestimmt. Das mittlere Auslenkungsquadrat (x?) héngt iiber
den Gleichverteilungssatz k. <x2(t)> = kg T mit der Federkonstanten k. zusammen. Bezieht
man mit ein, dass als Messsignal nicht direkt die Verbiegung des Cantilevers, sondern die
Verschiebung des an der Spitze des Cantilevers reflektierten Lasersignals auf der Photodi-
ode dient, so erhdlt man leichte Korrekturen. Eine detaillierte Analyse der experimentellen
Situation bei der Krafteichung [13,32] fiihrt zu

ke=0,8- kBTZ (A.1)

(x (1))

Zur Berechnung der Federkonstante in pN/nm muss noch das Messsignal der Photodiode,
die die Auslenkung des am Cantilever reflektierten Laserstrahls detektiert (Volt), in die
Ausdehnung der Blattfederspitze (nm) umgerechnet werden. Hierzu benutzt man die
Eindriickkurve an der Oberflache: Wenn die Blattfederspitze die Oberflache beriihrt, so
kann man bei einer Bewegung des Piezo-Tischs um eine definierte Distanz zum Cantilever
hin die entsprechende Anderung des Photodiodensignals messen. Der Quotient aus der
Anderung der gemessenen Spannung und der gefahrenen Distanz ergibt den Umrech-
nungsfaktor zwischen Volt und nm. In der gegebenen experimentellen Situation ist diese
Relation mit guter Genauigkeit linear. Aus der Bestimmung dieses Umrechnungsfaktors
resultiert der grofste Teil der Unsicherheit bei der Bestimmung der Federkonstante. Mit der
hier vorgestellten Eichmethode lassen sich Federkonstanten mit einem Fehler von ~ 10 %
bestimmen.

Zur Verringerung dieser Fehlerquelle wurde zuséitzlich zur thermischen Eichung die Vari-
anz der Cantilever-Resonanzfrequenz beobachtet. In einer ersten Naherung ldsst sich die
Blattfeder als harmonischer Oszillator beschreiben. Es gilt dann

ke
w = = (A.2)

Nimmt man an, dass die Cantilever aus einer Produktionscharge eine vergleichbare Masse
my = mjy besitzen, so gilt folgender Zusammenhang

2 2
(Ul C(]z

— = = A3
kci  kcp (&3

Zur Kontrolle der thermischen Eichung und zur Reduktion von Eichfehlern wurde eine
Referenzfederhidrte pro Cantilever-Charge festgelegt. Falls signifikante Abweichungen von
Gl. A.3 auftraten, wurde die Federkonstante entsprechend nachgeeicht.

Eine weitere Verbesserung der Krafteichung liefs sich dadurch erzielen, dass in jedem Ex-
periment zusatzlich zu den Entfaltungskraften von Calmodulin auch die Entfaltungskrifte
der Filamin-Domaéne 4 aus dem Proteinkonstrukt gemessen wurde [76]. Die Stabilitit dieser
Proteindomaéne sollte unabhédngig von der Anwesenheit von Calmodulin-Targetsequenzen
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in der Losung sein und stets zu im Mittel gleichen Entfaltungskraften fithren. Da diese Kor-
rektur modellunabhéngig ist und sich insbesondere auch fiir Blattfedern mit unterschied-
licher Masse (z.B. aus unterschiedlichen Produktionschargen) anwenden lidsst, wurde die
Korrektur der Krafteichung tiber Filamin in dieser Arbeit vorgezogen. Allerdings lassen
sich so nur Messungen bei konstanter Ca**-Konzentration vergleichen, da nicht unbedingt
davon ausgegangen werden kann, dass Ca?* die Entfaltung von Filamin nicht beeinflusst.
In der Tat schienen hohe Ca®"-Konzentrationen zu einer mechanischen Stabilisierung von
Doméne 4 des Filamin-Proteinkonstrukts zu fiihren, so dass fiir die Messung der Ca?*-
Abhiangigkeit der Entfaltungskrafte von Calmodulin die Eichkorrektur iiber die Resonanz-
frequenz vorgezogen wurde. Der verbleibende systematische Fehler bei der Kraftbestim-
mung nach diesen Korrekturen wird fiir diese Arbeit mit 2 % abgeschitzt.

A.2 Messprotokoll

In allen Experimenten wurden Gold-bedampfte Blattfedern (Biolever Typ B, Olym-
pus, Tokyo, Japan) mit einer typischen Federkonstante von 6 pN/nm verwendet. Um
Detektions-Drift durch Fluktuationen im Brechungsindex des Puffers zu vermeiden,
wurde durch eine neu konstruierte Fluidzelle die Pfadlange des Laserlichts in der Puffer-
16sung minimiert. Weiterhin wurde der Cantilever unmittelbar vor Beginn einer Messung
in Ethanol und ddH;O gewaschen, alle Messpuffer wurden jeweils frisch entgast und
sterilfiltriert. Vor jeder Messung wurde zudem die betreffende Fluidzelle sowie die Pinzette
zum Einsetzen des Cantilever-Chips mit 2 % Hellmanex und reichlich ddH,O gereinigt,
um Detektions-Drift durch Staub und andere Verunreinigungen zu minimieren.

Samtliche Messungen wurden bei Raumtemperatur in 50 mM Tris, 150 mM KCl bei pH 8,0
durchgefiihrt. Die gewiinschte Ca?*-Konzentration wurde durch Zugabe von CaCl, zur
Pufferldsung eingestellt. Die Konzentration des zu untersuchenden Proteinkonstrukts in
der Messzelle betrug ~ 0,1 uM. Zur Anbindung der Proteinkonstrukte an die Oberflache
wurde eine Ni?*-NTA-Funktionalisierung der Messoberflichen vorgenommen, so dass
eine spezifische Bindung an den 6xHis-Tag der Proteinkonstrukte hergestellt wurde [69].
Die unspezifische Anbindung an die goldbedampften Cantilever ist stark genug um eine
Beobachtungszeit einzelner Molekiile von bis zu einigen Minuten zu ermoglichen.

Das Messprotokoll besteht aus drei Stufen (sieche Abb. A.1). In der ersten Phase (Abb.
A1 A) wird tiber die Handsteuerung des Piezopositioniersystems ein Proteinkonstrukt
zwischen Oberfliche und Cantilever eingespannt. Dabei wird das Cantileversignal nicht
aufgezeichnet, sondern nur unmittelbar auf dem Oszilloskop verfolgt. Um zu verifizie-
ren, dass genau ein Calmodulin-Molekiil beobachtet wird, wird nun die Blattfeder mit
definierter Geschwindigkeit (50 nm/s) von der Oberfldche entfernt und wieder angena-
hert, wobei Kraft- und Abstandssignal gespeichert werden (Abb. A.1 B). Zuletzt wird
die eigentliche Messkurve erstellt (Abb. A.1 C): Zunédchst wird die Blattfeder mit einer
Geschwindigkeit von 1 nm/s von der Oberfliche entfernt, um Gleichgewichtsiiberginge
von Calmodulin aufzuzeichnen (a). Danach werden die Filamin-Domé&nen bei hoheren
Ziehgeschwindigkeiten entfaltet (b), abschlieflend werden das Null-Kraft-Signal (c) und
das Null-Ausdehnungs-Signal (d) bestimmt. Kraft-Abstandskurven zu den in Abb. A.1 B
und C gezeigten Piezobewegungen sind in Abb. A.2 beispielhaft gezeigt.

Tragt man Kraft-Nullpunkte und Ausdehnungs-Nullpunkte der einzelnen Messkurven
iiber die Messzeit auf, so kann man die Cantilever- und Oberflichendrift bestimmen. Ge-
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Abbildung A.1: Skizze des Messprotokolls. Zunéchst wird die Blattfederspitze liber die Handsteue-
rung des Piezosystems wiederholt in Oberflachenkontakt gebracht und danach wieder von der
Oberflache entfernt, um ein Protein zwischen Spitze und Oberflache einzuspannen (A). Nun wird
der Cantilever mit definierter Geschwindigkeit (50 nm/s) von der Oberflache entfernt und wieder
angenahert (B). Dabei werden eine Entfaltungs- und eine Riickfaltungskurve unter Nichtgleichge-
wichtsbedingungen aufgenommen. Zuletzt wird die eigentliche Messkurve erstellt (C): Zunachst
wird der Cantilever mit einer Geschwindigkeit von 1 nm/s von der Oberflache entfernt, um Gleich-
gewichtsiibergéange von Calmodulin aufzuzeichnen (a). SchlieBlich ist die Entfernung zwischen
Oberflache und Blattfeder so groB3, dass keine Calmodulin-Faltungsereignisse mehr auftreten.
Nun wird die Ziehgeschwindigkeit auf 500 nm/s erhéht, um zu Kontrollzwecken auch die Filamin-
doménen zu entfalten und das Proteinkonstrukt von Blattfeder oder Oberflache abzurei3en (b).
AnschlieBend wird der Cantilever wieder an die Oberflache angenéhert. Dabei wird das Null-Kraft-
Signal durch Warten in einigem Abstand von der Oberflache bestimmt (c), die Null-Ausdehnungs-
Position wird durch Eindrlicken des Cantilevers in die Oberflache ermittelt (d).
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Abbildung A.2: Kraft-Abstandskurven der C-terminalen Doméane von Calmodulin gemaf3 Messpro-
tokoll aus Abb. A.1 B und C. Links wurde die Blattfeder mit einer Geschwindigkeit von 50 nm /s um
50 nm von der Oberflache weg bewegt (blau) und daraufhin wieder angenéhert (rot). Dies flhrte
zur Entfaltung der Doméne bei ca. 20 pN (blau) und zur Rickfaltung bei ca. 5 pN (rot). Rechts ist
eine Beispielkurve des gleichen Proteinkonstrukts gezeigt, bei der die Blattfeder zunachst fir 50 s
mit einer Geschwindigkeit von 1nm /s von der Oberflache entfernt wurde, so dass Faltungs- und
Entfaltungsiibergange beobachtet werden konnten (blau). Daraufhin wurde der oben beschriebe-
ne restliche Bewegungszyklus durchgefihrt, um die vorhandenen Filamindomé&nen zu entfalten,
das Proteinkonstrukt vom Cantilever abzurei3en und die Nullpunkte fir Kraft und Abstand zu be-
stimmen (grau).
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ringfiigige Drift lasst sich herausrechnen, indem man die Nullpunkts-Verdnderung als line-
ar in der Zeit annimmt und eine Drift-Gerade vom Kraft- und Ausdehnungssignal abzieht
(siehe Abb. A.3). Bei starkerer Drift wurde das jeweilige Experiment verworfen.

A.3 Bearbeitung der Rohdaten
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Abbildung A.3: Kraft-Nullpunkte fir einige aufeinanderfolgende Messkurven. Es zeigt sich deutlich,
dass das Photodiodensignal im Lauf der Messung absinkt. Diese Kraft-Drift kann fir die Zeit,
die zum Aufnehmen einer Kurve benétigt wird (ca. 1min), als linear angenommen werden. Das
Kraftsignal lasst sich so durch Abziehen einer Drift-Gerade von den Rohdaten korrigieren. Ein
entsprechendes Vorgehen ist auch fir den Ausdehnungs-Nullpunkt méglich.

Im Experiment werden gleichzeitig die Kraft F.(t), die an der Blattfeder anliegt, und die
Position des Piezotischs z(t) = v-t detektiert. Die kraftspektroskopisch relevanten Daten
sind nun die Kraft, die auf das Protein wirkt F(t), sowie die Ausdehnung des Proteins d(t).
Es gilt F(t) = F.(t), weil es sich bei Protein und Blattfeder um zwei in Reihe geschaltete Fe-
dern handelt. Die Ausdehnungen des Proteins und der Blattfeder addieren sich allerdings,
z(t) = d(t) + d.(t), so dass sich d(t) wie folgt berechnet

E(t)

A(t) = 2(t) = de(t) =0t — =

(A4)

Wird nun F(t) tiber d(t) aufgetragen, so erhilt man Kraft-Abstands-Kurven, bzw. Kraft-
Ausdehnungs-Kurven, wie sie in dieser Arbeit hdufig gezeigt werden.

Die Messdaten wurden mit der maximalen zur Verfiigung stehenden Samplingrate von
20 kHz aufgenommen. In den direkten Messdaten ist allerdings das thermische Rauschen
des Cantilevers so grofs, dass Faltungs- und Entfaltungsiibergidnge nicht zuverldssig
ausgemacht werden konnen. Dieses Kraftrauschen ist prinzipiell unvermeidbar, allerdings
lasst sich das Signal-zu-Rausch-Verhdltnis durch nachtragliches Glidtten der Daten deutlich
verbessern (siehe auch Abb. A.4). Je mehr Datenpunkte fiir einen bestimmten Wert der
Proteinausdehnung vorliegen, d.h. je langsamer die Ziehgeschwindigkeit ist, desto gerin-
ger werden Schwankungen des Mittelwerts um den Erwartungswert der Kraft ausfallen.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten sehr langsamen Ziehgeschwindigkeiten von
~ 1nm/s ermoglichen also eine deutlich bessere Kraftauflosung im Vergleich zu friiheren
Experimenten bei hoheren Ziehgeschwindigkeiten, da die Daten vergleichsweise stark
geglittet werden konnen, ohne die Ortsauflosung zu beeintrachtigen (siehe Abb. A.5). In
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der Regel wurde in dieser Arbeit die Datenmenge zunédchst um einen Faktor 10 dezimiert,
indem je 10 aufeinanderfolgende Datenpunkte der Rohdaten zu einem Punkt gemittelt
wurden. Die erhaltenen Datenreihen wurden dann mit einer Boxfilter mit einer Breite von
41 Punkten weiter geglattet.

Durch das Gldtten der Daten erhoht sich also die Kraftauflosung, gleichzeitig sinkt aller-
dings die Zeitauflosung. Im Gegensatz zu anderen Methoden zur Erhéhung der Kraftauf-
16sung wie dem Mitteln mehrerer bei hohen Ziehgeschwindigkeiten gezogener Kurvenseg-
mente [9] oder der Lock-in-Kraftspektroskopie [72] bleibt die zeitliche Auflosung dennoch
vergleichsweise gut. Es kann davon ausgegangen werden, dass Calmodulin-Faltungs- und
Entfaltungsiiberginge zuverldssig detektiert werden konnen, wenn die Lebensdauer des
jeweiligen Zustandes mindestens 10 ms betragt.

Kraft (pN)

| T T | |
20 30 40 50 60

Ausdehnung (nm)

Abbildung A.4: Kraft-Abstands-Kurve einer C-terminalen Domé&ne von Calmodulin bei einer Zieh-
geschwindigkeit von 1nm/s vor und nach der Glattung der Daten. Die ungeglatteten Daten sind
in hellblau gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die Auflésung durch Glatten der Daten
erheblich erhdhen Iasst (schwarz).

A.4 Einfluss von Polypeptid-Spacern und Disulfid-Crosslinks

Kraft-Abstandskurven unterscheiden sich in ihrer charakteristischen Ubergangsrate je
nachdem, wie viele Filamin-Doménen in einem Calmodulin-Filamin-Proteinkonstrukt zu
Beginn einer Messkurve schon in entfalteter Form vorliegen. Der Einfluss der Lange dieses
Polypeptid-Spacers auf die beobachtete Kinetik von Gleichgewichtsiibergdngen soll in die-
sem Abschnitt besprochen werden. Ferner wird auch der Einfluss von Disulfid-Crosslinks
auf die Gleichgewichtsiibergdnge von Calmodulin diskutiert.

In Abb. A.6 A ist der Effekt eines lingeren Polypeptid-Spacers auf den Kraftsprung nach
einem Entfaltungsereignis schematisch gezeigt. Bei gleicher Entfaltungskraft und bei
gleichem Konturlangenzuwachs AL relaxiert die Kraft bei langerem L auf einen hoheren
Wert. Die Riickfaltung muss daher von einer hoheren Kraft aus stattfinden, dadurch ist die
Faltungsrate niedriger. Gleichzeitig benotigt die Dehnung des langeren Polypeptid-Spacers
nach dem in Abschnitt 3.3 vorgestellten Modell fiir Riickfaltung gegen Kraft weniger
Energie. Modellrechnungen zeigen allerdings klar, dass der erste Effekt, der verringerte
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Abbildung A.5: Kraft-Abstandskurven von Calmodulin bei unterschiedlichen Ziehgeschwindigkei-
ten, 10 mM CaCl,, 100 uM Mastoparan. Calmodulin ist in rot und blau dargestellt, Filamin-

Domaénen sind grau gezeichnet. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich das Kraftrauschen bei
langsameren Ziehgeschwindigkeiten durch Glatten der Daten erheblich verringern lasst.
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Kraftsprung, das Verhalten der Gleichgewichtsiibergédnge immer dominiert. Ein ldngerer
Polypeptid-Spacer fiihrt daher zu einer niedrigeren beobachteten Faltungsrate und damit
zu langsameren Gleichgewichtsiibergdngen. Hier wurden in den Experimenten daher
immer moglichst kurze Spacerlingen angestrebt. Dies verbessert einerseits durch den
grofleren Kraftsprung das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, andererseits konnen in einer Mess-
kurve durch eine schnellere Ubergangsrate mehr Gleichgewichtsiibergénge aufgezeichnet
werden. Es ist jedoch zu beachten, dass es bei Monte-Carlo-Simulationen (Anhang A.5) zu
einem gewissen Fehler kommen kann, wenn die experimentellen Spacerldngenverteilun-
gen nicht korrekt berticksichtigt werden.
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Abbildung A.6: Einfluss von Polypeptid-Spacern und Disulfid-Crosslinks auf die Kinetik von Gleich-
gewichtsiibergangen. A. Bei einem langeren Polypeptid-Spacer sinkt der Kraftsprung bei identi-
schem Konturlangenzuwachs (hier: AL = 25nm, L = 25nm (rot) und 125 nm (blau)). Bei gleicher
Entfaltungskraft findet daher die Rickfaltung bei gréBerem Konturldngenzuwachs von einem ho-
heren Kraftniveau aus statt. B. Durch einen Disulfid-Crosslink verkiirzt sich der Konturlangenzu-
wachs eines Entfaltungsereignisses (hier von 25nm (rot) auf 19nm (blau)). Bei gleicher Entfal-
tungskraft muss daher die Ruckfaltung von einem hdheren Kraftniveau aus stattfinden.

Auch durch Disulfid-Crosslinks wird die Kinetik der Gleichgewichtsiibergdnge beeinflusst.
In Abb. A.6 B ist gezeigt, dass sich der Kraftsprung nach einem Entfaltungsereignis bei
einem Crosslink durch den geringeren Konturldngenzuwachs AL verringert. Ahnlich wie
bei langeren Polypeptid-Spacern muss daher die Riickfaltung bei gleicher Entfaltungskraft
von einem hoheren Kraftwert aus stattfinden, die Faltungsrate ist dadurch erniedrigt. Ein
gegenldufiger Effekt ergibt sich allerdings dadurch, dass nach dem Modell fiir Faltung un-
ter Kraft aus Abschnitt 3.3 durch einen Crosslink eine kiirzere Polypeptidlange zur Faltung
kontrahiert werden muss als ohne einen Crosslink. Die Energiebarriere fiir die Faltung
sinkt daher. Modellrechnungen zeigen, dass der zweite Effekt immer tiberwiegt. Deshalb
steigt die beobachtete Rate der Gleichgewichtsiibergidnge durch einen Disulfid-Crosslink
an. Es ist daher moglich, dass die beobachtete Reihenfolge der Doménenentfaltungen
in CaM 128x144 (erst DomN, dann DomC) durch den Crosslink induziert ist, der die
Faltungsrate von DomC unter Kraft erhoht.
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Auch wenn der Einfluss von Polypeptid-Spacerldngen und von Disulfid-Crosslinks die Da-
tenanalyse unter Umstdnden erschweren kann, so zeigt sich doch, dass wir bei den gemes-
senen Daten eine relativ geringfiigige Streuung der Spacerldngen und eine vergleichsweise
geringe Verkiirzung der Konturldnge durch den Crosslink 128x144 finden. Die dadurch ver-
ursachten Abweichungen lassen sich daher als Effekte zweiter Ordnung betrachten und bis
auf Weiteres vernachldssigen.

A.5 Monte-Carlo-Simulationen

In dieser Arbeit werden Entfaltungskrifte, Riickfaltungskréfte und Lebensdauern im ent-
falteten und gefalteten Zustand von Proteinen unter Kraft bestimmt. Die entscheidenden
Parameter, die diese GrofSen bestimmen, sind die Potentialbreite Axy_r1s und die kraftfreie
Entfaltungsrate k,, (siehe Abschnitt 3.3) sowie der mit dem Entfaltungsereignis verbundene
Konturldngenzuwachs AL und die kraftfreie Faltungsrate k; (sieche Abschnitt 3.3). Die
experimentellen Daten lassen sich durch Monte-Carlo-Simulationen mit geeigneter Para-
meterwahl fiir Axy_rs, ky, AL und k¢ reproduzieren. Monte-Carlo-Simulationen sind hier
eine geeignete Methode, da Faltungs- und Entfaltungsprozess statistischer Natur sind und
sich durch Raten beschreiben lassen [66]. Experimentelle Parameter wie die Federkonstante
k. und die Konturldnge des entfalteten Polypeptids L, bei der das Entfaltungsereignis
auftritt, lassen sich problemlos in die Simulation integrieren.

Bei einer solchen Simulation wird ein virtuelles Polypeptid mit Konturldnge L schrittweise
(z.B. Geschwindigkeit v = 1nm/s, Zeitschritt At = 0,5ms) gedehnt, ausgehend von einer
anfanglichen Ausdehnung von d = 0nm. Die jeweils anliegende Kraft ist bestimmt durch
das Worm-Like-Chain-Modell (Abschnitt 3.2).

kgT vAtn 1 1
F(n) = : + — = (A.5)
( ) p < L 4. (1_ vALtn)2 4)

Zu jedem Zeitschritt lassen sich damit Faltungs- und Entfaltungsrate berechnen.

Ku(n) = ky - exp (W) (A.6)
—Eoa (F(n),AL, L, ke
kf(n) =ks- exp < fota ( I(:;)T )> (A7)

Befindet sich das Protein zum Zeitpunkt T = n - At im gefalteten Zustand, so erhalten wir
demgemafs eine Entfaltungswahrscheinlichkeit von

Py-u(n) = ku(n) - At (A8)

fiir den nédchsten Zeitschritt. Lag das Protein zum Zeitpunkt T = n - At dagegen in entfalte-
ter Form vor, so erhalten wir die Faltungswahrscheinlichkeit

Pu_N(T’l) = kf(n) - At (A9)

fiir den nichsten Zeitschritt.

Fiir jeden Zeitschritt wird nun eine Zufallszahl R im Intervall [0, 1] ermittelt. Bei R < Py_y
findet das Entfaltungsereignis statt, entsprechend verldngert sich die Konturldnge L um
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den experimentell bestimmten Konturlingenzuwachs AL. Es folgt eine Relaxationsphase
der Blattfeder zu einem niedrigeren Kraftwert gemafs F = Frutfatung — ke - d, bis zu der
Ausdehnung d, bei der sich diese Gerade mit der neuen WLC-Kurve mit Konturldnge
L + AL schneidet!. Nun steigt die Kraft wieder gema8 dem WLC-Modell mit L + AL an.
Zu jedem Zeitschritt wird nun die Faltungswahrscheinlichkeit Py _n(7n) ausgerechnet und
wieder mit der Zufallszahl R verglichen. Bei R < Py_y findet ein Riickfaltungsereignis
statt, die Konturldnge verkiirzt sich um AL und der Cantilever springt zu einem hoheren
Kraft-Wert. In Abhédngigkeit von den gewdhlten Parametern lassen sich dann in einer
solchen simulierten Kraft-Abstands-Kurve etliche Ubergénge zwischen dem gefalteten
und dem entfalteten Zustand beobachten (siehe Abb. A.7). Zu jedem Faltungs- und
Entfaltungsereignis wird die Kraft, bei der der Ubergang auftritt und die Lebensdauer des
jeweiligen Zustands ¢t = An - At bestimmt. Es ist wichtig zu beachten, dass der Zeitschritt
At so klein gewéhlt werden muss, dass die Ubergangswahrscheinlichkeiten in jedem
Zeitschritt deutlich kleiner als 1 sind [66].
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Abbildung A.7: Simulierte Kraft-Abstands-Kurve einer Calmodulin-Doméne. Es sind mehrere Uber-
gange zwischen dem gefalteten und dem entfalteten Zustand sichtbar.

Ein grofier Vorteil von Monte-Carlo-Simulationen besteht darin, dass sich die experi-
mentellen Bedingungen (einschliefllich Schwankungen der Konturlinge AL und der
Federkonstante k:.) exakt modellieren lassen. Hier wurde insbesondere eine zeitliche
Auflosungsgrenze von 10 ms eingefiihrt; kurzlebigere Ereignisse lassen sich experimentell
nicht mehr zuverldssig detektieren, sie werden daher auch in der Simulation als nicht
auflosbar angenommen. In der vorliegenden Arbeit wurden Monte-Carlo-Simulationen
zundchst dazu genutzt, die kraftfreien Faltungs- und Entfaltungsraten von Calmodulin
sowie die Potentialbreite fiir die Entfaltung mittels etablierter Modelle zu bestimmen
(Abschnitt 6.1). Die Ligandenabhingigkeit der Faltungs- und Entfaltungsrate wurde fiir
die Analyse der Daten aus Kapitel 6 iiber die in Kapitel 5 vorgestellte Gleichgewichts-
theorie in die Simulationen integriert. Dadurch liefs sich die in Abschnitt 6.2 experimentell
gezeigte Verdnderung der Ubergangsrate der Gleichgewichtsiibergidnge von Calmodulin
quantitativ korrekt reproduzieren.

Probeweise wurden in einer Monte-Carlo-Simulation auch die Ligandenbindungs- und
-entbindungsiibergidnge explizit tiber kraftunabhdngige Raten ko, und kg in der Berech-

In der Modellierung wird zur Vereinfachung angenommen, dass die Cantilever-Relaxation instantan statt-
findet.
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nung berticksichtigt. Es ergaben sich fiir DomC in Anwesenheit von Mastoparan bei realis-
tischen Raten keine signifikanten Abweichungen vom Gleichgewichtsmodell aus Kapitel 5.
Lediglich bei sehr niedriger Dissoziationskonstante und gleichzeitig sehr geringer Peptid-
Konzentration sind signifikante Fehler zu erwarten. Die Population zerféllt dann bedingt
durch langsamen Ligandenaustausch in zwei Fraktionen, ligandenfreies und ligandenbin-
dendes Calmodulin.

A.6 Molekularbiologische Methoden

Die DNA fiir Wirbeltier-Calmodulin wurde in fiir die Expression in E.coli codonoptimierter
Sequenz synthetisiert (Firma Geneart, Regensburg). Uber die Restriktionsschnittstellen
Ncol und BstEIl wurde die Calmodulin-Sequenz zwischen Doménen 3 und 4 eines
Dictyostelium discoideum Filamin 1-5 Proteinkonstrukts kloniert [76,25], das bereits in einem
pet28a-Vektor (Firma Novagen, Madison, USA) vorlag. Punktmutationen wurden mittels
QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Firma Stratagene, Amsterdam, Nieder-
lande) eingefiigt, langere Insertionen (beispielsweise DNA fiir Peptid-Liganden) wurden
mit dem Phusion Mutagenesis Kit (Firma Finnzymes, Espoo, Finnland) durchgefiihrt. Alle
Proteinkonstrukte wurden durch Sequenzieren verifiziert (Firma GATC, Konstanz).

Die Proteinkonstrukte wurden in E.coli BL21 exprimiert und iiber Ni?*-NTA Affinitéts-
Chromatographie aufgereinigt [37]. Als weiterer Aufreinigungsschritt und zum Wechsel
der Pufferlosung wurde eine Grofienauftrennung durch Gelfiltrations-Chromatographie
vorgenommen.

A.7 Sequenzinformationen

Aminosdure-Sequenz von Wirbeltier-Calmodulin (148 Aminosduren):
ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQD
MINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGY
ISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVOMMTAK

Fir Einzeldomédnen-Experimente wurden nur die Aminosdurereste 1-76 (N-terminale
Doméne) und 74-148 (C-terminale Doméne) in das Filamin-Konstrukte eingebaut.

Das Target-Peptide Mastoparan (INLKALAALAKKIL) wurde bei der Firma Peptanova
(Sandhausen) erworben, skMLCK (KRRWKKNFIAVSA ANRFKKISSSGAL) wurde von der
Firma Metabion (Planegg-Martinsried) synthetisiert. Mastoparan ist gut wasserloslich und
konnte als 10 u M Stocklosung in 50 mM Tris, 150 mM KCl, pH 8,0 aliquotiert und einge-
froren werden. Das Peptid skMLCK neigt dagegen in wassriger Losung zur Aggregation.
Daher wurde skMLCK im Idealfall unmittelbar vor der Messung in Konzentrationen von
bis zu 100 uM in den Messpuffer eingewogen. 100 pM skMLCK-Losungen sind nur wenige
Tage bei 4 °C haltbar, bevor die Losung irreversibel aggregiert.

Die Target-Sequenzen Mastoparan, skMLCK, smMLCK (RRKWQKTGHAVRAIGRLSSS)
und CaMKK (VKLIPSWTTVILVKSMLRKRSFGNPF) wurden auch auf DNA-Ebene (Pri-
mer der Firma Metabion, Planegg-Martinsried) in das Filamin-Konstrukt eingebaut. Mas-
toparan, skMLCK und smMLCK wurden mit einem N-terminalen Spacer von 4 Amino-
sduren und einem C-terminalen Spacer von 2 Aminosduren zwischen den C-Terminus von
Calmodulin und den N-Terminus von Filamin-Doméne 4 eingefiigt. CaMKK wurde mit ei-

76



A.7 Sequenzinformationen

nem Spacer von je 4 Aminosduren am N- und C-Terminus zwischen Aminosadure 79 und 80
von CaM eingefiigt und somit zwischen die beiden globuldren Domé&nen von CaM kloniert.
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B Ensemble-Herleitung der Ligandenbindungs-Energie

Die freie Enthalpie durch Ligandenbindung ldsst sich ohne Weiteres auch in einem
Ensemble-Bild herleiten. Da sich diese Darstellung leichter auf den Fall mehrerer Ligan-
den erweitern ldsst, soll die Rechnung hier kurz vorgestellt werden (modifiziert nach [71]).
P bezeichnet im Folgenden die Konzentration des ligandenfreien Proteins, L ist die Konzen-
tration des freien Liganden. Mit PL bezeichnen wir die Konzentration des Protein-Ligand-
Komplexes, so dass sich die Dissoziationskonstante definieren ldsst als K = % Ferner
bleibt die Gesamtkonzentration des Proteins konstant, P + PL = Py, aufSerdem sei L > P,.
Fiir den Anteil an ligandenfreiem und ligandenbindendem Protein folgt damit

P P 1
— = = B.1
Py P+PL 1+1L B
PL PL £ (B2)

Py P+PL 1+%

Die freie Enthalpie des Systems konnen wir unmittelbar als Summe der chemischen Poten-
tiale der verschiedenen beteiligten Molekiile schreiben. Dabei berechnen wir zunéchst die
Energie Gy fiir den Fall, dass Protein und Ligand nicht miteinander interagieren. Wird nun
die Interaktion "eingeschaltet”, so erhalten wir die (niedrigere) freie Enthalpie Gy;. Hier ist
zu beachten, dass wir in G, die freie Enthalpie von iiberschiissigen Liganden-Molekiilen,
Losungsmittel und eventuellen weiteren in der Losung vorliegenden Molekiilen zusam-
mengefasst haben.

—

G, = y%+RT1nP0+71fL' (1) + RT- InL) + Gex (B.3)
K
L
Gy = T ("Ll%—i—RTll’lP)—f—LL (V%L+RT‘IHPL)+Gex
1+£ 1+£
L
=% + RTInP + 1f£' [(#3y +RT-PL) — (4% + RT-InP)] +Gex  (B4)
K

Die Energie, die durch Ligandenbindung frei wird, errechnet sich dann zu

AGl =Gy -Gy
L
= RT- 1n11;+1+KL- (4%, +RT-InPL) — (up + RT-InP) — (4} + RT- InL)]
0 K
P PL 0 0 0 %
= —RT-In <1+ 112) (B.5)

Diese Gleichung gilt nun nattirlich gleichermafSen fiir den nativen Zustand des Proteins
wie fiir die entfaltete Konformation. Daraus ergibt sich fiir die zusétzliche freie Enthalpie
der Proteinfaltung durch Ligandenbindung
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B Ensemble-Herleitung der Ligandenbindungs-Energie

1+ 2

L

KU
Bindet das Protein mehr als einen Liganden, so wie z.B. jede Calmodulin-Doméne zwei
Ca?*-Ionen bindet, so muss Gl. B.5 leicht modifiziert werden. Eine verallgemeinerte Dar-
stellung fiihrt zu AGL = —RT- InZmitX =1+ K% + ..+ KnLi”Kl, wobei K; die makrosko-
pische Dissoziationskonstante! des iten Liganden ist. Im fiir Calmodulin relevanten Spezi-
alfall n = 2 erhalten wir

AGY (L) = —RT- In (B.6)

1+ L + o
AGK (L) = —RT-In—— 1270 (B.7)
K K

Die ite makroskopische Dissoziationskonstante ist die Dissoziationskonstante fiir die Bindung des iten Li-
ganden, wihrend die entsprechende mikroskopische Dissoziationskonstante die iten Bindungsstelle des
Proteins fiir den Liganden bezeichnet.
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C Alternative Zugrichtungen

Bei den in dieser Arbeit vorgestellten Polyprotein-Konstrukten sind die Punkte, an de-
nen Kraft an das zu untersuchende Protein angelegt wird, auf den N- und C-Terminus
beschrankt. Aufgrund der Vektoreigenschaften mechanischer Kraft wire es dagegen wiin-
schenswert, Calmodulin auch in anderen Zugrichtungen mit Kraft zu belasten. In diesem
Kapitel werden Strategien zur Erzeugung von Proteinkonstrukten mit alternativen Ver-
kniipfungspunkten sowie erste Daten und mogliche zukiinftige Projekte diskutiert.

C.1 Methode zur Herstellung von Proteinkonstrukten mit alternativen
Verkniipfungsgeometrien

Um Proteinkonstrukte zu erstellen, die die Entfaltung einzelner Calmodulin-Molekiile
unter nicht-N-C-terminalen Kraftangriffspunkten erlauben, wurde die von Dietz et
al. vorgestellte Methode der Cystein-vermittelten Protein-Polymerisation weiterentwi-
ckelt [24, 26]. Diese Methode beruht darauf, dass sich tiber losungsmittelexponierte
Cystein-Reste, die durch gezielte Mutagenese anstelle einer im Wildtyp vorhandenen
anderen Aminosdure eingefligt werden, Protein-Polymere mit weitgehend frei wahlbarer
Verkniipfungsrichtung herstellen lassen. Disulfidbriicken sorgen dabei fiir die Verbindung
zwischen den einzelnen Proteinelementen (siehe Abb. C.1 A).

Derartige Polyproteine sind allerdings mit etlichen His-Tags ausgestattet, was bei Ver-
wendung von Ni?*-NTA-Oberflichen (Anhang A.2) die Qualitdt des Experiments durch
mehrfache Oberfldchenanbindung verschlechtert. Dartiiber hinaus sind die Polymere von
unterschiedlicher Lange, die Polymerisations-Kinetik ist zudem schlecht zu kontrollieren.
Fiir Calmodulin ist es aufserdem hilfreich, nur ein Calmodulin-Molekiil in jedes Prote-
inkonstrukt zu integrieren, um eine klare Zuordnung von Entfaltungsiibergiangen zu
strukturellen Ereignissen zu ermoglichen. Bei Poly-Calmodulin kénnte sich die Datenin-
terpretation beispielsweise dadurch erschweren, dass zu jedem Zeitpunkt Doménen aus
verschiedenen Calmodulin-Proteinen falten bzw. entfalten konnten. Eine Losung dieses
Problems kann durch Proteinkonstrukte wie in Abb. C.1 B gezeigt erreicht werden. Hier
wurde eine Calmodulin-Doméne auf DNA-Ebene mit Doménen 3-5 aus Dictyostelium
discoideum Filamin verbunden, die als "Handle"-Proteine dienen. Durch Bildung von
Dimeren kann so ein Proteinkonstrukt mit zwei identischen Calmodulin-Domé&nen und
einem weitgehend frei wahlbaren Kraftangriffspunkt erstellt werden. Uber Gelfiltrations-
Chromatographie konnen die Dimere von monomeren Proteinkonstrukten abgetrennt
werden.

Diese Losung ist jedoch noch mit verschiedenen Nachteilen verbunden: Erstens liegen
immer noch zwei His-Tags vor, was die Qualitit der Messungen auf Ni**-NTA-Oberflichen
beeintrachtigt, zweitens lassen sich keine einzelnen Domédnen untersuchen, weil immer
zwei identische Proteindoménen im fertigen Konstrukt vorliegen, und drittens ldsst sich
ist nur einer der zwei Kraftangriffspunkte frei wahlen. Die ersten beiden Probleme lassen
sich 16sen, wenn Hetero-Dimere statt wie bisher Homo-Dimere konstruiert werden. In
Abb. C.1 C wurde ein modifizierter Bindungspartner fiir das DomN-Filamin-Konstrukt
erstellt, der aus drei Filamin-Domédnen und einem Ubiquitin mit C-terminalem Cystein
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C Alternative Zugrichtungen

A

B
DomN
DomC

C Filamin
Ubiquitin
His-Tag

D

“00.0-Q.00
E

0000000000

Abbildung C.1: Herstellung von Proteinkonstrukten mit alternativen Zugrichtungen. A. Polymere,
B+C. Dimere, D+E. Trimere. Die einzelnen Strategien sind im Text im Detail beschrieben.

besteht. Dartiber hinaus wird dieses Protein-Konstrukt nicht tiber einen His-Tag, sondern
tiber einen Strep-Tag [75] aufgereinigt, so dass das korrekte Hetero-Dimer wie die im
Hauptteil dieser Arbeit vorgestellten Proteinkonstrukte nur einen einzigen His-Tag fiir
die Anbindung an die Oberfliche besitzt. Um die Bildung von Homo-Dimeren mit
zwei His-Tags zu verhindern, wird das DomN-Filamin-Proteinkonstrukt mit Dithiodi-
pyridin behandelt. Dadurch werden die Cysteine in einen aktivierten Zustand versetzt,
gleichzeitig konnen zwei solcherart aktivierte Cysteine nicht mehr miteinander zu einer
Disulfidbriicke reagieren [38]. Homo-Dimere des Filamin-Ubiquitin-Konstrukts stéren
die Messung nur unerheblich, da sie keinen His-Tag besitzen und folglich nur zu einem
geringen Teil an Ni?*-NTA-Oberflichen binden. Gleichwohl kénnen sie {iber Ni?*-NTA
Affinitats-Chromatographie (oder bei einem signifikanten Groéfienunterschied auch {tiber
Gelfiltrations-Chromatographie) von den Hetero-Dimeren getrennt werden.

Sollen dagegen beide Kraftangriffspunkte frei wihlbar sein, so miissen Proteinkonstrukte
aus drei Untereinheiten in Losung zusammengesetzt werden. In Abb. C.1 D ist ein solches
Szenario fiir Calmodulin skizziert, das mit zwei Handles aus Di-Ubiquitin-Konstrukten
(1x His-Tag, 1x Strep-Tag) verbunden wird. Mit diesen Handles wurden beispielsweise die
in Abb. C.2 gezeigten Daten gemessen. Da hier drei verschiedene Bausteine in korrekter
Weise zusammengesetzt werden miissen, wird hier die Assemblierung nach dem Prinzip
einer Festkorpersynthese vorgenommen: Monomere Handle-Proteine mit His-Tag werden
auf eine Ni?*-NTA-Matrix aufgetragen, an die sie binden. Uberschiissiges Protein wird
herausgespiilt. Im ndchsten Schritt wird cysteinmutiertes Calmodulin mit Strep-Tag im
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C.2 Untersuchung von Calmodulin unter alternativen Zugrichtungen

Uberschuss hinzugegeben!. Die Mischung wird fiir mehrere Tage bei 4 °C inkubiert, da-
nach wird das nicht-gebundene Calmodulin mit reichlich Puffer herausgespiilt. Als letzter
Assemblierungs-Schritt werden nach dem gleichen Prinzip Handle-Proteine mit Strep-Tag
als Kettenabschluss angefiigt. Durch einen Imidazol-haltigen Puffer wird schlieslich das
fertige Protein eluiert. Uber Gelfiltrations-Chromatographie konnen die korrekten, voll-
standigen Proteinkonstrukte von unvollstdndigen Proteinkonstrukten abgetrennt werden.
Uber diese Methode lassen sich also nahezu beliebige Proteinkonstrukte herstellen. Ein
gewisser Nachteil besteht jedoch darin, dass die Kinetik der Bildung von Disulfidbriicken,
die haufig bereits bei freien Proteinlosung relativ langsam ist, auf einer NiZ*-NTA-Matrix
noch zusatzlich gebremst wird. Dadurch lassen sich korrekte trimere Proteinkonstrukte
nur mit vergleichsweise niedriger Ausbeute herstellen.

In Abb. C.1 C+D wurden jeweils Ubiquitin-Doméanen zur Vermittlung einer Disulfidbriicke
zu Calmodulin verwendet. Diese Wahl erkldrt sich daraus, dass sich mit Ubiquitin-
Doménen eine relativ schnelle Reaktionskinetik der Bildung von Disulfidbriicken erzielen
lieff, wahrend verschiedene Varianten von cysteinmutierten Filamin-Konstrukten allesamt
nahezu unreaktiv waren. Moglicherweise ist dies auf die vergleichsweise starke Ober-
flaichenladung von Filamin zuriickzufiihren. Experimentell stellt sich allerdings heraus,
dass Ubiquitin deutlich kiirzere Messdauern im AFM zuldsst als Filamin, bedingt durch
scheinbar schlechtere Adsorption an den Cantilever. Aus diesem Grund sind kombinierte
Handle-Konstrukte wie in Abb. C.1 C+E von Vorteil, bei denen Filamin-Dominen die
Adsorption an den Cantilever vermitteln, wiahrend Ubiquitin die Reaktionskinetik der
Bildung von Disulfidbriicken optimiert. Als weiteres Handle-Konstrukt wurden auch
die Titin-Domé&nen 127-129 verwendet, die ebenfalls eine akzeptable Reaktionskinetik
von Cysteinen ermoglichen. Allerdings scheint die Datenqualitdt unter einer gewissen
Multimerisierungstendenz der Titin-Doménen zu leiden.

Die aufwendige und vergleichsweise ineffiziente Assemblierungsmethode iiber eine
Festkorpersynthese-Methode ldsst sich auch fiir Trimer-Konstrukte vermeiden, sofern man
bereit ist, zwei His-Tags zu akzeptieren. Wird Dithiodipyridin-behandeltes Calmodulin mit
Strep-Tag frei in Losung mit einem Handle-Protein mit His-Tag zusammengegeben, so bil-
den sich Trimer-Konstrukte, die denen aus Abb. C.1 E entsprechen, aufier dass an beiden
Enden ein His-Tag vorliegt. Dies vereinfacht und beschleunigt das Protokoll erheblich, au-
Berdem steigt die Ausbeute deutlich an. Messungen an Proteinkonstrukten mit zwei His-
Tags haben ergeben, dass die Verschlechterung der Messungen durchaus tolerierbar sein
kann [74].

C.2 Untersuchung von Calmodulin unter alternativen Zugrichtungen

Beispielkurven fiir Calmodulin unter drei verschiedenen Zugrichtungen sind in Abb.
C.2 gezeigt. Es ist deutlich zu sehen, dass die mechanische Stabilitdt in verschiedenen
Zugrichtungen grofie Unterschiede aufweist. Insbesondere finden wir eine erhebliche
Stabilisierung der N-terminalen Domé&ne von Calmodulin, wenn Cysl7 als Verkniip-
fungsrichtung gewdahlt wird sowie einen etwas geringeren Grad an Stabilisierung fiir
Cys38. Die Entfaltungskraft von Calmodulin-Doménen ldsst sich also durch die Wahl der
Zuggeometrie in einem weiten Bereich variieren. Interessant ist zudem, dass sich durch
Verdandern von nur einem Kraftangriffspunkt pro Doméne bereits ein deutlicher Effekt

1Um die Bildung von Poly-Calmodulin zu verhindern, wird die Calmodulin-Proteinlosung wiederum mit
Dithiodipyridin behandelt.
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C Alternative Zugrichtungen

erzielen lasst. Bei den in Abb. C.2 gezeigten drei verschiedenen Zugrichtungen sind jeweils
beide Dominen von Calmodulin im Proteinkonstrukt enthalten, iiber den Interdoménen-
Linker wird also DomN stets am C-Terminus und DomC am N-Terminus der Doméne
mit Kraft belastet. Wird der Kraftangriffspunkt an einer Doméne verandert, so bleibt die
Entfaltungskraft der anderen Proteindoméne unverandert (vgl. CaM 17,110 / CaM 17,118
oder CaM 17,118 / CaM 38,118). In der Beispielkurve fiir CaM 17,110 (ganz unten in
Abb. C.2) sind die Gleichgewichtsiibergédnge der C-terminalen Doméne sogar zweimal zu
sehen: Nach der Entfaltung der stabilisierten DomN bei ~ 50 pN relaxiert die Kraft auf
einen Wert der niedrig genug ist, um die Riickfaltung der bereits zuvor entfalteten DomC
zu ermoglichen. Dies ist nur durch die starke Verkiirzung des Konturlingenzuwachses
der C-terminalen Doméne durch die Zugrichtung Cys110 moglich (siehe auch Anhang
A.4). Die Tatsache, dass sich zwischen den beiden hier beobachteten Entfaltungen von
DomC keine erkennbaren Unterschiede zeigen, bestitigt erneut, dass beide Domé&nen von
Calmodulin unabhéingig voneinander falten und entfalten.

Solche Experimente erlauben es nun also, die Energielandschaft von Calmodulin in ver-
schiedenen Richtungen zu untersuchen. Zukiinftige Messungen werden zeigen konnen, ob
die Barrierenhohe der Entfaltung bei allen Zugrichtungen die gleiche ist, so dass die un-
terschiedlichen Stabilitdten lediglich auf verdnderte Potentialbreiten zuriickzufiihren sind
(wie bei GFP beobachtet [23]), oder ob andere Barrieren auftreten. Diese Frage ist inter-

essant, da sich im Gleichgewicht wegen AG = In %, bei verdnderter Entfaltungsrate die
Faltungsrate ebenfalls d&ndern miisste (Abb. C.3 A+B). Eine weitere Anwendung alterna-
tiver Zugrichtungen bei Calmodulin kénnte darin bestehen, dass sich nun die Reihen-
folge der Entfaltungsereignisse durch die Wahl einer stabilen oder einer instabilen Zu-
grichtung gezielt steuern ldsst (Abb. C.3 C+D). Dies eroffnet Moglichkeiten insbesondere
zur Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen wie in Kapitel 7 beschrieben.
Zum jetzigen Zeitpunkt ist unklar, ob sich auch fiir die stabilisierten Zugrichtungen von
Calmodulin Gleichgewichtsbedingungen beziiglich Faltung und Entfaltung erreichen las-
sen. Gegebenenfalls kann eine Anwendung des Crooks Fluktuations-Theorems das Ermit-
teln von Gleichgewichtsinformationen wie AG aus Messungen im Nichtgleichgewicht er-
moglichen [22,10].
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C.2 Untersuchung von Calmodulin unter alternativen Zugrichtungen

CaM Cys 38,118

Kraft

CaM Cys 17,118

CaM Cys 17,110

20 pN

20 nm Ausdehnung

Abbildung C.2: Kraft-Abstands-Kurven von Calmodulin unter alternativen Zugrichtungen, 10 mM
CaCly, vy, = 50nm/s. Die Stabilitat der beiden Domanen von Calmodulin Iasst sich durch Wahl
der Kraftangriffspunkte modulieren. Die Skizze oben in der Abbildung verdeutlicht die Assemblie-
rung der Proteinkonstrukte aus Calmodulin und Di-Ubiquitin-Handles (ber Disulfidbriicken.
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Abbildung C.3: A+B. Veradnderung der Faltungs-Energielandschaft durch alternative Zugrichtungen.
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Die mechanische Stabilisierung von Calmodulin durch alternative Zugrichtungen kann prinzipiell
auf zwei Weisen geschehen. Entweder durch Erhéhung der Energiebarriere (A) oder durch Ver-
ringerung der Potentialbreite Axy_ts (B). Die beiden Szenarien lassen sich durch eine Analyse
der Ziehgeschwindigkeitsabhangigkeit der mittleren Entfaltungskraft unterscheiden. C+D. Varia-
tion der Reihenfolge von Entfaltungsereignissen durch alternative Zugrichtungen. C. Durch Sta-
bilisierung von DomN im CaM-CaMKK-Konstrukt (Zugrichtung DomN Cys 17) Iasst sich die Ent-
faltung der N-terminalen Doméane nach hinten verschieben. Das zweite Ereignis ware dann ver-
mutlich nicht mehr die Entfaltung von DomN, sondern die Dissoziation von CaMKK C von der C-
terminalen Doméane von CaM (roter Kasten). D. Werden beide Domé&nen von CaM stabilisiert (z.B.
Zugrichtungen DomN Cys 38, DomC Cys 118), so lasst sich in der Anwesenheit von skMLCK, das
nicht unter Kraft gesetzt ist, ein neues Intermediat induzieren. Bei diesem Zustand ist DomN vom
Peptid dissoziiert, liegt aber weiterhin in gefalteter Form vor (roter Kasten).
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