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In den letzten zehn Jahren hat sich die Einzelmolek�lkraft-
spektroskopie zu einer außerordentlich n�tzlichen Methode
entwickelt, um die Entfaltungsenergielandschaft von Protei-
nen zu untersuchen.[1, 2] Ein entscheidender Vorteil dieser
Technik ist die pr�zise Kontrolle der Reaktionskoordinate. In
�lteren Kraftspektroskopieexperimenten war die Reaktions-
koordinate auf die N-C-terminale Richtung eines Proteins
beschr�nkt. Jedoch wurde k�rzlich die M�glichkeit geschaf-
fen, mithilfe von Disulfidbr�cken zur Konstruktion von Po-
lyproteinen verschiedene, nahezu beliebige Zugrichtungen in
Kraftspektroskopieexperimenten zu verwirklichen.[3] In
diesen Experimenten wurde eine starke Anisotropie der
Entfaltungsenergielandschaft beobachtet. Unterschiedliche
Zugrichtungen ergaben Entfaltungsraten, die sich �ber
mehrere Gr�ßenordnungen erstreckten.[4] Dagegen wurde
bisher die Auswirkung von Kraft auf den Faltungspfad nur
selten untersucht, da bei aktiver Faltung wesentlich niedri-
gere Kr�fte auftreten, was mit technischen Herausforderun-
gen verbunden ist.[5–7] Hier beschreiben wir die Entwicklung
von Einzelmolek�lexperimenten, um die Anisotropie der
Faltungsmechanik eines Proteins unter der Einwirkung von
Kraft zu untersuchen.

Die zugrundeliegende Idee und die experimentelle Um-
setzung sind in Abbildung 1 skizziert. Die bisweilen �bliche
Geometrie, um die Mechanik der Proteinfaltung zu untersu-
chen, ist im obersten Szenario (blau) dargestellt. Eine Ami-
nos�urekette wird am N- und C-Terminus gehalten, sodass die
ausge�bte Kraft auf die gesamte Kette wirkt, w�hrend das
Protein faltet. F�r eine Untersuchung des Einflusses von
Kraft auf die Faltung eines Proteins w�re es w�nschenswert,
diese N-C-terminale Zuggeometrie mit anderen Geometrien,
in denen die mechanische Kraft nur auf Abschnitte der Kette
ausge�bt wird, zu vergleichen (mittleres und unteres Szenario
in Abbildung 1). Wir verwendeten das Protein Ubiquitin, das
in fr�heren Faltungs- und Entfaltungsexperimenten bereits
untersucht wurde.[6, 8] Es konnte gezeigt werden, dass Ubi-
quitin gegen eine mechanische Kraft in N-C-terminaler
Richtung faltet. Die drei vorgeschlagenen Zuggeometrien aus

Abbildung 1 wurden mithilfe von Cysteinmodifikationen, die
eine Wahl des Kraftangriffspunkts erm�glichen, verwirklicht.
Die Kraft wurde in der ersten Zuggeometrie durch die Reste
1 und 76 ausge�bt (blau), in der zweiten Geometrie durch die
Reste 1 und 35 (rot) und in der dritten Geometrie durch die
Reste 1 und 16 (gr�n). Die Teile der Aminos�urekette, die
w�hrend des Faltungsprozesses jeweils unter Kraft stehen,
sind in den Strukturen in Abbildung 1 farblich hervorgeho-
ben. Der N-Terminus des Ubiquitins wurde �ber je drei Im-
munglobulindom�nen (Ig) des humanen Titins (I91–I93) an
die Oberfl�che und die Blattfederspitze angebunden. Titin-
dom�nen entfalten im Durchschnitt bei h�heren Kr�ften als
Ubiquitin und zeigen eine um ein bis zwei Gr�ßenordnungen
langsamere R�ckfaltung.[9] Die an den Stellen 76, 35 und 16
eingef�gten Cysteine erm�glichten eine Dimerisierung der
Konstrukte, wie sie in der rechten Spalte der Abbildung 1
dargestellt ist. In Entfaltungskurven konnte der Entfaltungs-
fingerabdruck der beiden Ubiquitindom�nen eindeutig be-
obachtet werden (siehe Hintergrundinformationen).

F�r die R�ckfaltungsexperimente verwendeten wir fol-
gendes Protokoll: Beide Ubiquitindom�nen sowie eine bis
drei Ig-Dom�nen wurden zun�chst entfaltet. Anschließend
wurde die entfaltete und gestreckte Polypeptidkette mit einer
kontinuierlichen Geschwindigkeit vP = 5 nms�1 bis auf eine
Ausdehnung von ca. 20 nm �ber der Oberfl�che relaxiert.
Danach wurde die Polypeptidkette mit der gleichen Ge-
schwindigkeit bis zur anf�nglichen Ausdehnung gestreckt.
Driftartefakte konnten durch Lock-in-Detektion minimiert
werden, indem eine kleine Oszillationsamplitude von 7 nm

Abbildung 1. Anisotropie der Faltungsmechanik unter �ußerer Kraft. In
herk�mmlichen Experimenten (obere Reihe) wurde die Kraft zwischen
N- und C-Terminus des Proteins angelegt (blau). Andere Zugrichtun-
gen ergeben eine teilweise verk�rzte, aktiv kontrahierende Polypeptid-
kette (mittlere und untere Reihe; rot und gr�n). Die theoretischen Sze-
narien konnten mithilfe der drei rechts gezeigten Ubiquitinkonstrukte
verwirklicht werden. Die Anbindung des Ubiquitins an die Oberfl�che
und die Blattfeder erfolgte �ber Ig-Molek�le (graue Dreiecke).
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auf die Blattfederbewegung moduliert wurde (wie in Lit. [7]
beschrieben; siehe auch Hintergrundinformationen). Dieses
zus�tzliche Lock-in-Signal kann dann verwendet werden,
wenn Drift die eindeutige Identifizierung von Faltungsereig-
nissen erschwert. Die Faltungsereignisse treten als diskrete
Ereignisse in Lock-in-Kurven auf (siehe Lit. [7] und Hinter-
grundinformationen). Die Abbildungen 2a–c zeigen typische
Kraftausdehnungsfaltungskurven (farbig) und anschließende
Entfaltungskurven (grau) f�r die drei Ubiquitinkonstrukte
Ubi1,76, Ubi1,35 und Ubi1,16. Die Kurven zeigen jeweils zwei
eindeutige R�ckfaltungspeaks (schwarze Pfeile) bei niedrigen
Kr�ften und in den anschließenden Entfaltungskurven zwei
Entfaltungspeaks bei h�heren Kr�ften. Eine Analyse der
Konturl�ngenver�nderungen erm�glicht die Zuordnung
dieser Ereignisse zu Faltungs- und anschließenden Entfal-
tungsereignissen von individuellen Ubiquitindom�nen der
drei Konstrukte. Die theoretisch erwarteten Konturl�ngen-
zuw�chse der drei Geometrien betragen: DLC = 24 nm f�r
Ubi1,76, DLC = 10.9 nm f�r Ubi1,35 und DLC = 5.3 nm f�r
Ubi1,16. Wir finden jeweils die Werte DLC = 23.5 nm, DLC =

10.7 nm bzw. DLC = 5.9 nm.
In fr�heren Faltungsstudien des N-C-terminal verlinkten

Ubiquitins (Ubi1,76) mittels AFM-Kraftklemme wurde ein
sehr komplexes Verhalten f�r den Faltungspfad von Ubiquitin

unter �ußerer Kraft beobachtet.[6] In diesem Fall faltete eine
Kette aus mehreren Ubiquitinen durch einen kooperativen
Kollaps anstatt in diskreten Einzeldom�nenschritten, wie
man es f�r einen einfachen Zweizustandsfalter beobachtet.[6]

Dagegen beobachten wir diskrete Faltungsereignisse der in-
dividuellen Ubiquitindom�nen. Unsere Ergebnisse stimmen
gut mit Daten aus Molekulardynamiksimulationen �ber-
ein.[10]

Wir haben aus den R�ckfaltungsereignissen R�ckfal-
tungskraftverteilungen erstellt, wie sie in Abbildung 2d ge-
zeigt sind. Als R�ckfaltungskraft definieren wir die Kraft, von
der aus das R�ckfaltungsereignis startet, d.h. die mit den
schwarzen Pfeilen in Abbildung 2a–c gekennzeichneten
Mulden. Ubi1,76 weist die niedrigste mittlere Faltungskraft von
Favg = 4.0� 0.9 pN (n = 44) sowie die schmalste R�ckfal-
tungskraftverteilung auf. Die mittlere aktive Faltungskraft
von Ubi1,35 ist mit Favg = 6.8� 1.2 pN (n = 41) h�her, bei einer
außerdem breiteren Verteilung. Das k�rzeste Konstrukt,
Ubi1,16, zeigt die h�chste mittlere R�ckfaltungskraft Favg =

11.2� 2.7 pN (n = 51) und die breiteste Verteilung. Anschei-
nend falten Polypeptidketten, die weniger sich aktiv gegen
eine Kraft kontrahierende Aminos�uren enthalten, bei h�-
heren Kr�ften als Konstrukte, in denen die gesamte Poly-
peptidkette gegen eine �ußere Kraft kontrahieren muss. Wie

kann man dieses Verhalten verste-
hen? K�rzlich wurden zwei einfache
Modelle, die die Proteinfaltung
unter Kraft beschreiben, entwi-
ckelt.[7, 11] In diesen Modellen wird
angenommen, dass die Einwirkung
von �ußerer Kraft die Faltungsbar-
riere zus�tzlich erh�ht, aufgrund des
energetischen Aufwandes f�r die
Kontraktion der Polypeptidkette
gegen eine Kraft. Unsere Daten er-
m�glichen nun erstmalig die �ber-
pr�fung dieser Modelle.

Die kraftinduzierte zus�tzliche
Faltungsbarriere in Abh�ngigkeit
von der Polypeptidspacerl�nge und
-elastizit�t sowie der Blattfederh�rte
kann wie in Lit. [7] beschrieben be-
rechnet werden. Die sich ergeben-
den R�ckfaltungskraftverteilungen
k�nnen mithilfe der bekannten
kraftfreien Faltungsgeschwindigkeit
(kf(F=0) = 200 s�1)[12] und der Po-
lypeptidelastizit�t[7] ohne freie An-
gleichparameter abgeleitet werden.
F�r Ubi1,76, Ubi1,35 und Ubi1,16 be-
rechneten wir die drei erwarteten
Faltungskraftverteilungen unter Be-
r�cksichtigung der L�nge der kraft-
belasteten Polypeptidkette w�hrend
der Faltung. Die �bereinstimmung
zwischen den experimentellen
Daten und den berechneten Vertei-
lungen ist erstaunlich (Abbil-
dung 2 d). Es sei darauf hingewiesen,

Abbildung 2. Aktive Faltungskraft in unterschiedlichen Zugrichtungen. a) Typische R�ckfaltungs-
(blau) und anschließende Entfaltungskraftausdehnungskurve (grau) f�r Ubi1,76. W�hrend der Relaxa-
tion des entfalteten Ubi1,76-Dimers k�nnen zwei deutliche R�ckfaltungspeaks (schwarze Pfeile) detek-
tiert werden. b) Typische R�ckfaltungs- (rot) und Entfaltungskraftausdehnungskurve f�r Ubi1,35. Die
R�ckfaltungsereignisse (schwarze Pfeile) wurden bei h�heren Kr�ften gemessen als in (a). c) Typi-
sche R�ckfaltungs- (gr�n) und Entfaltungskraftausdehnungskurve f�r Ubi1,16. Trotz des geringen
Konturl�ngenzuwachses DLC konnten die R�ckfaltungsereignisse (schwarze Pfeile) am einfachsten
detektiert werden, da die Kr�fte in diesem Szenario am h�chsten sind. d) Experimentelle R�ckfal-
tungskraftverteilung von Ubi1,76 (blau, n =44), Ubi1,35 (rot, n = 41) und Ubi1,16 (gr�n, n = 51). Die be-
rechneten Faltungskraftverteilungen aus dem einfachen R�ckfaltungsbarrieremodell sind in entspre-
chenden Farben dargestellt.
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dass nicht nur die mittlere Faltungskraft, sondern auch die
Verteilungsbreite nahezu perfekt �bereinstimmt. �berra-
schenderweise kann die Mechanik der Faltung von Proteinen
mit unterschiedlichen Kraftangriffspunkten mit nur einer
kraftfreien Faltungsrate und einem entropischen Polymer-
elastizit�tsmodell der entfalteten Polypeptidkette beschrie-
ben werden. Entgegen der Entfaltungsmechanik sind R�ck-
faltungskr�fte unabh�ngig von Feinheiten der endg�ltigen
Terti�rstruktur und der detaillierten Aminos�uresequenz,
sofern diese die Polypeptidelastizit�t nicht ver�ndert. R�ck-
faltungskr�fte von Proteinen k�nnen somit gezielt durch die
Wahl der Kraftangriffspunkte gestaltet werden. Die hier ge-
fundene einfache R�ckfaltungsmechanik f�r Ubiquitin wurde
bereits erfolgreich auch f�r das Protein ddFilamin verwen-
det,[7] sodass wir damit rechnen, dass unser Modell generell
f�r die Beschreibung der Proteinfaltung unter �ußerer Kraft
anwendbar ist.

Diese einfache Beschreibung der Faltungsenergieland-
schaft wird naturgem�ß nur f�r Zweizustandsfalter G�ltigkeit
behalten. Bei Mehrzustandsfaltern sollte die detaillierte
Analyse der R�ckfaltungskraftverteilung Hinweise auf die
Struktur und Dynamik der Faltungszwischenzust�nde geben.
Erst k�rzlich konnten wir nachweisen, dass der Faltungszwi-
schenzustand des Aktinvernetzers ddFilamin die aktive Fal-
tungskraft deutlich erh�hen kann und somit dem Protein hilft,
unter Krafteinfluss seine native Struktur zu finden.[7]

Wir konnten hier zeigen, dass eine �ußere Kraft die Fal-
tungskinetik von Proteinen beeinflusst, indem sie eine zu-
s�tzliche Energiebarriere aufgrund der aktiven Kontraktion
gegen die Kraft erzeugt. Die Faltungskinetik kann gut mit
einer kraftfreien Faltungsrate und der Anzahl der sich aktiv
kontrahierenden Aminos�uren reproduziert werden. Wir

gehen davon aus, dass durch die geschickte Wahl von Kraft-
angriffspunkten auf einer sich faltenden Polypeptidkette
diese Experimente hilfreich bei der Charakterisierung von
Faltungszwischenzust�nden auf dem Faltungspfad von Pro-
teinen sein k�nnen.
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