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Untersuchung der konformationsregulierten Funktion der Titinkinase
durch mechanische ,,pump-and-probe‘-Experimente mit einzelnen

Molekiilen**
Elias M. Puchner und Hermann E. Gaub*

Die Funktion von Proteinen, wie katalytische Aktivitdt oder
molekulare Erkennung, ist eng verbunden mit deren Kon-
formation und Dynamik. Da Proteinkonformationen durch
Krifte beeinflusst werden, entwickelten sich im Lauf der
Evolution passive und aktive Mechanismen, die es biologi-
schen Systemen ermoglichen, auf mechanische Signale zu
reagieren. Da diese Krifte jedoch in vorgegebener Richtung
auf Biomolekiile wirken und &uBerst gering sind, ist ihre
Untersuchung in Ensemble-Experimenten schwierig und
muss auf der Ebene einzelner Molekiile durchgefiihrt werden.
Die auf der Rasterkraftmikroskopie (AFM) beruhende!
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie® (EMKS) hat sich zu
einer leistungsstarken Technik fiir die Untersuchung solcher
Biomolekiile in deren natiirlichem Parameterraum aus Kraft
und Ausdehnung entwickelt.”* AuBerdem weist sie die
notige Auflosung im submolekularen Nanometer- und Pico-
Newton-Bereich auf, um intermolekulare Konformations-
anderungen und deren Funktion sowohl zu kontrollieren als
auch zu detektieren sowie um Proteinfaltung®” oder -ent-
faltung® ' zu erforschen.

Hier stellen wir ein neues AFM-basiertes Einzelmolekiil-
Verfahren vor, mit dem sich Proteine sequenziell entlang
ihres natiirlichen Entfaltungspfades in die verschiedenen
Konformationen iiberfiihren lassen, wonach deren zugehori-
ge Funktion ausgelesen werden kann. Das Grundprinzip
dieser Art von Experiment ist analog zu ,,pump-and-probe“-
Verfahren, die in der NMR- und Ultrakurzzeit-Laserspek-
troskopie bereits etabliert sind: Zuerst wird ein bestimmter
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Zustand eines Ensembles von Molekiilen mit einem Laser-
oder Radiofrequenzpuls prépariert. Dieser Zustand entwi-
ckelt sich nun und wird nach einer bestimmten Zeit mit einem
zweiten Puls ausgelesen. Im Fall des hier vorgestellten me-
chanischen  Einzelmolekiil-,,pump-and-probe“-Verfahrens
werden die einzelnen Molekiile nacheinander untersucht, und
die Wiederholung des Experimentes resultiert in einem En-
semble von Messkurven, aus dem Werte mit hoher statisti-
scher Sicherheit bestimmt werden konnen.

Zuerst wird das Protein kontaktiert und zwischen einer
piezopositionierbaren Goldoberfliche und der Spitze eines
AFM-Federhebels gestreckt, um es in einen bestimmten
Konformationszustand zu iiberfithren, der durch die Aus-
dehnung vorgegeben wird. Diese Konformation wird nun fiir
eine vorgegebene Zeitspanne prépariert, indem die Ausdeh-
nung iiber einen einfachen Regelkreis konstant gehalten
wird. Wihrend dieser Zeit hat das Protein Gelegenheit, die
Funktion der priaparierten Konformation auszuiiben, wie das
Binden von Liganden!®!"'? oder katalytische Reaktionen.*"*!
Nach dieser Reaktionszeit wird das Protein weiter entfaltet,
um mechanisch detektierbare und reaktionsinduzierte Ver-
dnderungen der Energielandschaft des Proteins auszulesen.
Diese konnen z.B. in zusitzlichen Barrieren sowie Ande-
rungen der Barrierenhohe oder -position bestehen. Die
rdaumliche Prézision des AFM ermoglicht es nun, alle unter-
schiedlichen Konformationen entlang der Zugrichtung se-
lektiv zu priaparieren und ihre Kompetenz fiir die zugehorige
Funktion zu iiberpriifen. Dariiber hinaus kann die Nicht-
gleichgewichtskinetik der Reaktion mit zugehorigen Hin- und
Riickgeschwindigkeiten durch Variation der Préparationszeit
abgeleitet werden. Wir wenden dieses Verfahren nun an, um
die Funktionen der unterschiedlichen Konformationen des
Kraftsensors Titinkinase (TK) entlang seines natiirlichen
mechanischen Aktivierungspfades und in seiner weitgehend
natiirlichen molekularen Umgebung zu untersuchen. Unsere
experimentellen Befunde zeigen, dass die aktivierte und fiir
die Bindung des Cosubstrats Adenosintriphosphat (ATP)
kompetente Konformation von zwei Barrieren abgeschirmt
wird, die durch physiologische Krifte in einer streng vorge-
gebenen Reihenfolge tiberwunden werden konnen.

Das autoinhibierte Muskelenzym TK ist an idealer Posi-
tion in die M-Bandenstruktur des Sarkomers!'"* integriert, um
ein gestortes Gleichgewicht der Krafterzeugung aufzuspii-
ren. Kiirzlich wurde in einer Kombination aus Einzel-
molekiil-Kraftspektroskopie, Molekiildynamiksimulationen
und Enzymatik gezeigt, dass die Bindungstasche fiir das Co-
substrat ATP durch eine kraftinduzierte Konformations-
inderung aktiviert wird.'¥! Diese Erkenntnis lisst zusammen
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mit dem bisher erforschten Signalweg darauf schlielen, dass
TK als Kraftsensor agiert, um die Expression von Muskel-
genen und Proteinumsatz zu steuern.'’! Allerdings gab es
bisher keine experimentelle Moglichkeit zu untersuchen,
welche der kraftinduzierten Konformationen entlang des
komplexen mechanischen Aktivierungsweges diejenige mit
aktivierter Bindungstasche ist. Hier wenden wir nun das
mechanische Einzelmolekiil-,,pump-and-probe“-Verfahren
an, um vorgegebene TK-Konformationen fiir bestimmte Zeit
und mit hoher Prézision mechanisch zu préparieren. Danach
tiberpriifen wir anhand einer zusdtzlichen Barriere im
Kraftspektrum, die durch Wechselwirkung von ATP mit der
Bindungstasche verursacht wird, ob ATP gebunden hat. Wie
in Abbildung 1 dargestellt, wird das natiirliche Segment der
M-Bande, bestehend aus TK und dem umgebenden Immun-

zusitzliche Barriere und eine Verdnderung der Inkremente
7zu9.1,19.4,10.1,7.5,16.4 und 58.3 nm + 2 % (Details konnen
Lit. [16] entnommen werden).

In einem ,,pump-and-probe“-Zyklus wird TK zuerst bis zu
einer bestimmten Konformation entfaltet, die durch den
Abstand zwischen den beiden Enden des gestreckten Proteins
festgelegt ist. Diese Konformation wird nun durch Festhalten
des Abstands 300 ms prapariert. Wahrenddessen hat ATP die
Moglichkeit, an die préparierte Konformation mit einer durch
die Gleichgewichtskonstante bedingten Wahrscheinlichkeit
zu binden. Nach dieser Zeit wird TK weiter entfaltet, um
anhand der ATP-Barriere auszulesen, ob ATP an diese
Konformation gebunden hat oder nicht (Abbildung 1c). Wie
in Abbildung 2 dargestellt, konnen durch Variation der Po-
sition, an der TK prépariert wird, alle Konformationen auf

ihre Kompetenz fiir die ATP-Bindung iiberpriift
werden. Die hédufige Wiederholung dieser Experi-
mente und das Zihlen der Bindungsereignisse fiir die
jeweilige Konformation erméglicht nun die Bestim-
mung der zugehorigen Affinitdten. Abbildung 3 zeigt
die Ergebnisse, die offenbaren, dass der Gleichge-
wichtswert der ATP-Bindung nur gemessen wird, wenn

die Konformation nach Barriere 2 prépariert wird. Die
beobachteten Werte fiir die Konformationen vor der
ersten Barriere und zwischen den ersten beiden Bar-
rieren entsprechen keinem Hintergrundsignal, sondern

sind auf die endliche Zuggeschwindigkeit zuriickzu-
filhren. Denn selbst wenn eine geschlossene Konfor-
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mation 300 ms lang prépariert wurde, ist die Bin-
J dungstasche der TK wihrend dem sequenziellen Ent-

Abbildung 1. Einzelmolekiil-,pump-and-probe“-Verfahren. a) In einem Zyklus
des Experiments wird das natiirliche Proteinkonstrukt aus der Titinkinase und
den umliegenden Ig/Fn-Dominen zwischen der Spitze eines AFM-Federhebels
und der Oberfliche gestreckt. b) Die aufgezeichneten Kraft-Abstands-Kurven
weisen eine strikte Hierarchie auf: Zuerst entfaltet TK bei Kriften unter 50 pN,
und danach hinterlassen die fiinf Ig/Fn-Doménen ihren Fingerabdruck. c) In
einem ,,pump-and-probe*“-Zyklus wird TK bis zu einer bestimmten Konforma-
tion gebracht, die durch den Abstand Ax (blauer Pfeil) vorgegeben ist. Diese
Konformation wird nun fiir eine bestimmte Zeitspanne At, in der ATP die Mdg-
lichkeit zum Binden hat, gehalten. Danach wird TK weiter gedehnt um auszu-
lesen, ob ATP gebunden hat oder nicht. Erfolgreiche Bindung verursacht eine
zusétzliche Barriere (roter Pfeil), die mit grofler Genauigkeit detektiert wird.

globulin (Ig) und Fibronektin (Fn), in der Gegenwart von
2 mMm ATP zwischen der Spitze eines AFM-Federhebels und
einer Goldoberfliche gestreckt (Probenvorbereitung, Da-
tenaufnahme und Auswahl der Messkurven erfolgten geméaf
Lit. [16]). Die Kraft-Abstands-Kurven, wie in Abbildung 1b,
weisen eine strikte Hierarchie auf und enthalten einen Fin-
gerabdruck,® der die Identifizierung des Kurventeils er-
moglicht, in dem TK sequenziell aktiviert wurde: Am Ende
sind fiinf Konturlingen-Inkremente mit ca. 30 nm sichtbar,
die durch das unabhéngige Entfalten der fiinf Ig/Fn-Domé-
nen verursacht werden, wogegen der Anfangsbereich niedri-
ger Kraft auf das sequenzielle Aktivieren und Entfalten der
TK zuriickzufiihren ist. Wenn ATP nicht an die aktivierte
Bindungstasche bindet, werden fiinf unterscheidbare Barrie-
ren mit Konturldngen-Inkrementen von 9.1, 28.6, 7.3, 18.0 und
57.9 nm beobachtet. Das Binden von ATP verursacht eine
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faltungsweg kurze Zeit getffnet, sodass der zugehorige
Nichtgleichgewichtswert beobachtet wird (zum Ver-
gleich ist die in Lit. [16] gemessene Nichtgleichge-
wichtskinetik in Abbildung 3 dargestellt). Deshalb
zeigen diese Befunde, dass die Konformationen vor
den ersten beiden Barrieren keine Affinitdt zu ATP
zeigen, wogegen die Konformation nach der zweiten
Barriere ATP mit dem Gleichgewichtswert von ca.
350 um bindet.

Unsere experimentellen Befunde stimmen gut mit
an TK durchgefithrten Molekiildynamiksimulationen
und deren Vergleich mit EMKS-Experimenten iiberein
und stiitzen die strukturelle Erkldarung des kraftindu-
zierten Aktivierungspfades aus Abbildung 3b. Die Titinki-
nase weist somit eine zweifache, hintereinander geschaltete
mechanische Autoinhibierung auf, was einem von der Natur
raffiniert eingesetzten Mechanismus entspricht, mit dessen
Hilfe ein fehlerhaftes Auslosen des Signalweges vermieden
und gleichzeitig empfindlich auf Krifte reagiert werden kann
— denn auf der einen Seite diirfen die Barrieren nicht durch
thermische Fluktuationen iiberwunden werden, und auf der
anderen Seite sollten die Barrieren niedrig genug sein, dass
die physiologischen Krifte, die auf die M-Banden-Struktur
des Muskel-Sarkomers einwirken, ausreichend fiir die me-
chanische Aktivierung sind. Das Abschirmen des aktivierten
Zustands hinter zwei sequenziellen Barrieren mit geniigend
niedrigen Kriften ist tatsdchlich eine gute Losung, da die
strikte Abfolge es sogar noch unwahrscheinlicher macht, dass
beide Barrieren félschlicherweise iberwunden werden.
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Abbildung 2. Untersuchung der verschiedenen Konformationen auf
Kompetenz fir ATP-Bindung. Die farbige Uberlagerung von Mess-
kurven zeigt die fiinf aufeinander folgenden Barrieren der TK in der
An- und Abwesenheit der ATP-Barriere, die durch Wechselwirkung mit
der Bindungstasche verursacht wird. Die schwarzen Kurven sind Bei-
spiele fiir ,pump-and-probe“-Zyklen, in denen die Konformation vor
der ersten Barriere, zwischen den ersten beiden Barrieren und nach
der zweiten Barriere 300 ms lang pripariert wurde. In allen Fillen wird
ein bestimmter Bruchteil an Kurven detektiert, in denen ATP gebunden
hat.

Der vorgestellte Einzelmolekiilansatz zur Messung von
Gleichgewichts- und Nichtgleichgewichtskinetiken an me-
chanisch préparierten Konformationszustinden ist eine all-
gemein einsetzbare und niitzliche Methode, um auch andere
kraft- und konformationskontrollierte Prozesse,'” z.B. bei
der Abschirmung von Bindungsstellen,”?'! in | catch-
bonds“®? oder in Motorproteinen,® zu untersuchen. Zu-
kiinftige Experimente an anderen autoinhibierten Kinasen,
die keine mechanische Funktion aufweisen,?*?! konnten
Einblicke in die Evolution von Kraft detektierenden Me-
chanismen liefern.

Experimentelles

Das TK-Proteinkonstrukt A168-M2 (867 Aminosduren von Position
24422 bis 25288 im menschlichen Herz-Titin N2B, Zugangsnummer
NP 003310.3) wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um M.
Gautel (King’s College London) zur Verfiigung gestellt. Die Ex-
pression und Aufreinigung ist in den Hintergrundinformationen von
Lit. [16] beschrieben. 20 ur Proteinlosung (1 mgmL™') wurden
20 min lang auf einer frisch bedampften Goldoberfliche inkubiert,
die anschliefend dreimal mit dem Messpuffer aus 40 mm Hepes/
KOH, 2 mm MgCl,, 2 mMm Dithiothreitol und 2mm ATP (pH 7.2)
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Abbildung 3. |dentifizierung des aktiven Zustands und strukturelle Er-
klarung. a) Links: Nichtgleichgewichtskinetik der ATP-Bindung, die in
Lit. [16] publiziert ist. Bei hohen Ziehgeschwindigkeiten ist die Bin-
dungstasche nur kurz gedffnet, weshalb eine geringe Wahrscheinlich-
keit der ATP-Bindung beobachtet wird, dagegen wird bei langen Off-
nungszeiten Sattigung im Gleichgewichtswert gemessen. Rechts: Bin-
dungswerte der verschiedenen Konformationen, die pripariert wurden.
Der Wert der ATP-Bindung erreicht nur innerhalb des experimentellen
Fehlers den des Gleichgewichts, wenn die Konformation nach der
zweiten Barriere prépariert wurde (Ax; in Abbildung 2). Die Konforma-
tionen davor weisen lediglich den Wert auf, der auf die endliche Zieh-
geschwindigkeit zurlickzufithren ist, und zeigen deshalb keine detek-
tierbare Affinitdt zu ATP. Der Datensatz enthilt 273 einzelne ,,pump-
and-probe“-Kurven, und die Fehlerbalken zeigen das jeweilige 95 %-
Konfidenzintervall. b) Diese Befunde stimmen gut mit der strukturellen
Erklarung aus Molekiildynamiksimulationen tiberein: Vor der ersten
Barriere ist TK komplett gefaltet und autoinhibiert, und nach dieser
Barriere wird ein 23 Aminosiuren (AS) langes Bindeglied entfernt. Bei
der zweiten Barriere bricht das C-terminale (3-Faltblatt, sodass die inhi-
bierenden Strukturelemente aR1 und aR2 das katalytische Zentrum
freigeben.

gewaschen wurde. EMKS-Experimente erfolgten mit Bio-Levern A
(Olympus) und einem selbst entwickelten AFM, das mit Einzel-
molekiilfluoreszenzmessungen kombiniert werden kann.””) Das
,pump-and-probe“‘-Verfahren and die Datenanalyse wurden mit Igor
Pro 5.0 (Wavemetrics) programmiert und vom MFP3D-Controller
(Asylum Research) ausgefiihrt. Um die Datenbasis zu vergroBern
und statistische Fehler zu minimieren, wurden in Abbildung 3 zwei
Datensétze kombiniert: Einer wurde mit einer Zuggeschwindigkeit
von 1 ums~' aufgenommen (Abtastfrequenz 2 kHz, 161 Kurven), der
andere mit 2 ums~' (Abtastfrequenz 4 kHz, 112 Kurven). Beide
Zuggeschwindigkeiten verursachen weitaus kiirzere Offnungszeiten
(18 und 9 ms mit einer angenommenen Offnungslinge von 18 nm),
die (verglichen mit der Prédparationszeit von 300 ms) weit vom
Gleichgewicht entfernt liegen. Da der Unterschied zwischen den
Offnungszeiten von 9 und 18 ms klein ist verglichen mit der Pripa-
rationszeit von 300 ms, konnen beide Datensitze kombiniert werden,
ohne den gemessenen Unterschied zwischen Nichtgleichgewichts-
und Gleichgewichtsbindung von ATP zu verfilschen. Nach einer
Wartezeit auf der Oberfldche von 0.5 s wurden die drei verschiedenen
Konformationen bei Abstéinden von 20, 25 und 45 nm 300 ms lang
préapariert, was weit im Gleichgewicht fiir die ATP-Bindung liegt
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(siche Abbildung 3a). Kurven, die das komplette Entfaltungsprofil
der TK aufweisen, wurden automatisch mit einer Methode zur
Mustererkennung ausgewéhlt, die in Lit. [18] beschrieben ist. Da das
Proteinkonstrukt an unterschiedlichen Positionen kontaktiert werden
kann, sind die Kurven um eine Lénge gegeneinander verschoben, die
der unterschiedlichen Liange der gefalteten Polypeptidkette ent-
spricht (korrigiert in Abbildung 2). Deshalb maximiert die vorgege-
bene Priparationslinge lediglich die Wahrscheinlichkeit, eine der
Konformationen zu untersuchen, und es kommt vor, dass beispiels-
weise Zustand 1 oder Zustand 2 bei einer Lénge von 25 nm préapariert
wird. Allerdings ermoglicht es die klare Signatur, jede einzelne
Messkurve verldsslich der richtigen Konformation zuzuordnen (pra-
parierter Zustand in Abbildung 3).
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