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Nachweis fiir ein breites Ensemble von Ubergangszustiinden bei der
Faltung von Calmodulin durch Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie**

Jan Philipp Junker und Matthias Rief*

Die Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie hat in den letzten
Jahren zahlreiche neue Einblicke in die Proteinfaltung und
-entfaltung gewihrt.'”) Die Verwendung mechanischer Kraft
als Denaturans bietet klare Vorteile gegeniiber thermischer
und chemischer Entfaltung. So kann z.B. die freie Energie-
landschaft der Proteinfaltung lokal untersucht werden,® und
der Entfaltungspfad von Proteinen lisst sich aktiv steuern.””)
Allerdings wurde in fritheren Veroffentlichungen einge-
wandt, dass sich die Entfaltungspfade, die durch Einzelmo-
lekiil-Kraftspektroskopie untersucht werden, stark von den
Pfaden bei chemischer Denaturierung unterscheiden konn-
ten,'” was einen Vergleich zwischen Einzelmolekiil-kraft-
spektroskopischen Experimenten und konventionellen Fal-
tungsstudien erschweren oder ausschlieBen wiirde.

Dieser Einwand wurde bislang nur unter Nichtgleichge-
wichtsbedingungen tiberpriift, d.h. unter Bedingungen, die
entweder Faltung oder aber Entfaltung begiinstigen. Durch
die Etablierung der AFM-gestiitzten Niedrig-Drift-Kraft-
spektroskopie ist es jiingst moglich geworden, Proteinfaltung
und -entfaltung unter Gleichgewichtsbedingungen zu unter-
suchen, wodurch die Beobachtung etlicher Faltungs-/Entfal-
tungs-Ubergiinge eines einzelnen Proteinmolekiils in einer
einzigen Messkurve gelingt.”!!! Hier untersuchen wir Fal-
tungs- und Entfaltungspfade des Calcium-abhéngigen Si-
gnalmolekiils Calmodulin (CaM) nahe am thermodynami-
schen Gleichgewicht, indem wir Kraft in verschiedenen
Zuggeometrien anlegen. CaM ist ein kleines Protein, das aus
zwei Dominen besteht, die in AFM-Experimenten beide
Zwei-Zustands-Faltung zeigen.”! Anhand der hier vorge-
stellten Experimente konnen wir unterscheiden, ob die Fal-
tungs- und Entfaltungspfade in unterschiedlichen Zugrich-
tungen nahe am Gleichgewicht auf einen gemeinsamen Pfad
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konvergieren, und wir konnen herausfinden, ob ein spezifi-
scher kraftfreier Pfad (,,Nullkraftpfad*) existiert.

Fiir Einzelmolekiil-kraftspektroskopische Experimente
werden iblicherweise Proteinkonstrukte wie das in Abbil-
dung 1a gezeigte genutzt, wobei das zu untersuchende Pro-
tein (z.B. CaM) auf DNA-Ebene zwischen Proteindoménen
eingebaut wird, die quasi als Griffe fiir die Anbindung an die
Oberflache und die AFM-Blattfederspitze dienen, sodass ein
einzelnes Multidoménen-Protein exprimiert wird. Allerdings
ist diese Technik auf N-C-terminale Zugrichtungen be-
schrinkt. Wir haben eine Methode fiir die Erstellung wohl-
definierter Heteropolymere mit nahezu frei wihlbaren
Kraftangriffspunkten entwickelt, die an die Merrifield-Syn-
these angelehnt ist und bei der das Proteinkonstrukt aus
einzeln exprimierten Protein-Bausteinen in Losung auf Pro-
tein-Ebene zusammengesetzt wird (Abbildung 1b). Griff-
Proteine mit einem 6 x His-Tag werden zunichst an eine Ni*'-
NTA-Matrix (NTA = Nitrilotriessigsdure) gebunden, darauf-
hin werden das zu untersuchende Protein und wiederum
Griff-Proteine als Kettenabschluss (beide ohne His-Tag)
schrittweise durch Bildung von Disulfid-Briicken ange-
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Abbildung 1. a) Prinzip des experimentellen Aufbaus. Das Proteinkon-
strukt besteht aus CaM (violett) und Griff-Dominen (grau). b) Schritt-
weise Synthese von wohldefinierten Heteropolymeren mit alternativen
Zuggeometrien. c) Struktur von CaM mit Skizze der untersuchten Zug-
richtungen. d) Beispielkurven von CaM in vier verschiedenen Zugrich-
tungen bei v, =50 nms™~'. Die Kurven zeigen zwei Entfaltungsereig-
nisse, was darauf hindeutet, dass beide Dominen von CaM unabhin-
gig voneinander entfalten. Wechsel der Kraftangriffspunkte fithrt zu
deutlich unterschiedlichen Entfaltungskraften.

Angew. Chem. 2010, 122, 3378 —3381


http://dx.doi.org/10.1002/ange.200905747

fiigt.">¥ Die Cystein-Reste des zu untersuchenden Proteins
konnen durch das Kupplungsreagens Dithiodipyridin ge-
schiitzt werden, um die Bildung von Homopolymeren zu
vermeiden (siche Hintergrundinformationen).

Wir haben diese Technik dazu verwendet, die Entfal-
tungskinetik einzelner CaM-Molekiile in drei Nicht-N-C-
terminalen Richtungen zu untersuchen (Abbildung 1c).
Durch Mutieren der Aminosduren 38 und 118 in Cystein-
Reste (CaM 38118) erhohten sich die mittleren Entfaltungs-
kriafte der N- und der C-terminalen Domidne von CaM
(DomN und DomC) auf ca. 25 pN bei einer Ziehgeschwin-
digkeit v,;;, von 50 nms ™', im Vergleich zu ca. 13 pN in N-C-
terminaler Richtung!”! (Abbildung 1d). Die gemessenen
Langenzuwichse von 12 nm fiir beide Doménen entsprechen
exakt den erwarteten Werten (siche Hintergrundinformatio-
nen). Damit sind die beiden Domaénen in dieser Zugrichtung
ununterscheidbar. Durch Verdndern des Kraftangriffspunkts
an DomN von Aminosiurerest 38 zu 17 (CaM 17118) erhoht
sich der Konturlangenzuwachs von DomN auf ca. 20 nm, was
wiederum voll und ganz mit dem Erwartungswert iiberein-
stimmt. Interessanterweise steigen in dieser Zugrichtung die
Entfaltungskrifte noch weiter auf ca. 40 pN an. Die Entfal-
tungskraft von DomC bleibt dagegen unverindert. Dies legt
nahe, dass die beiden Doménen von CaM unabhéngig von-
einander entfalten. Wird der C-terminale Kraftangriffspunkt
zusitzlich zu Aminosédurerest 110 verdndert (CaM 17110), so
andert sich die Entfaltungskraft von DomC nicht in nen-
nenswertem Mafle. Allerdings konnen nun auch Riickfal-
tungsereignisse beobachtet werden, was in Ubereinstimmung
mit der Beobachtung ist, dass durch Verkiirzen der Kontur-
lidnge, die unter Kraft gesetzt wird, die Faltungsgeschwindig-
keit unter Kraft ansteigt.’! Fiir CaM 17110 konnen nun
Gleichgewichtsiibergénge von DomC an zwei Stellen in der
Kurve beobachtet werden, vor und nach der Entfaltung von
DomN. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass DomC nun zu-
riickfaltet, sobald die anliegende Kraft niedriger als ca. 15 pN
ist (siche eingekreiste Segmente in Abbildung 1d, untere
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Teilgrafik). Somit finden wir fiir CaM, dhnlich wie bei Ex-
perimenten mit E2lip3" und GFP,'? eine ganze Bandbreite
von mechanischen Stabilitidten in verschiedenen Richtungen.

Als néchstes untersuchten wir auch die Faltung gegen
mechanische Kraft bei unterschiedlichen Kraftangriffspunk-
ten, um gezielt unterschiedliche Pfade anzusteuern. Zur
Vereinfachung der Dateninterpretation verwendeten wir
Proteinkonstrukte mit isolierter DomN, wobei wir den N-
terminalen Kraftangriffspunkt variierten (Aminsiurereste 1,
17 oder 38, siche auch Skizzen in Abbildung 2a—c). Der C-
terminale Kraftangriffspunkt wurde dagegen unverdndert am
C-Terminus von DomN belassen, entsprechend zu DomN im
vollstindigen CaM (Abbildungen 1b und c). Abbildungen 2a
und b zeigen typische Vorwirts-Riickwirts-Ziehzyklen von
DomN 17 und DomN 38, die bei einer Ziehgeschwindigkeit
von 10 nms™' aufgezeichnet wurden. Wie zuvor sind die
Entfaltungskriafte von DomN 17 deutlich hoher als die von
DomN 38, und die Hysterese zwischen Vorwirts- und Riick-
wirtskurve, die ein Maf3 dafiir darstellt, wie weit der Zieh-
zyklus vom Gleichgewicht entfernt ist, ist deutlich hoher fiir
DomN 17 (siche auch Abbildung S1). Die Gleichgewichts-
energetik wurde zusétzlich durch Verwendung des Crooks-
Fluktuationstheorems bestiitigt (Abbildung S2).1"*! Bei dieser
Ziehgeschwindigkeit befindet sich DomN 1, die am wenigsten
stabile der untersuchten Zugrichtungen, bereits im Gleich-
gewicht beziiglich der Faltung (Abbildung 2c¢), sodass zahl-
reiche Uberginge in einer einzelnen Kurve beobachtet
werden konnen.

Wir ermittelten Riickfaltungskraftverteilungen durch
Messen der Kraft fiir das erste Riickfaltungsereignis beim
Annidhern der Blattfeder an die Oberfliche (Pfeile in Ab-
bildung 2a—c) und analysierten die Riickfaltungskrifte mit
einem Modell, in dem die Faltungsgeschwindigkeit k; der
einzige freie Parameter ist.*'%) Durch Vergleich der Riick-
faltungskraftverteilungen mit Monte-Carlo-Simulationen
(sieche Hintergrundinformationen) finden wir, dass eine
Nullkraft-Faltungsgeschwindigkeit k;=50000s™" die Daten
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Abbildung 2. a) Entfaltungs- (hellrot) und Riickfaltungskurve (dunkelrot) von DomN 17 bei v,,;,=10 nms™". b) Entfaltungs- (hellblau) und Riick-

faltungskurve (dunkelblau) von DomN 38 bei v, =10 nms™'.

c) Faltungs-/Entfaltungskurve von DomN 1 im Gleichgewicht bei v, =10 nms™".

=1

d-f) Ruickfaltungskraftverteilungen von DomN 17, 38 und 1. Ergebnisse aus Monte-Carlo-Simulationen mit k-=50000 s ™' sind als schwarze
Kurven gezeigt. Die Einschiibe zeigen Histogramme fiir die Konturlingenzuwichse der Entfaltungsiiberginge. Die Mittelwerte sind 20.7+1.2 nm
fiilr DomN 17, 11.8 £1.2 nm fiir DomN 38 und 25.6 1.3 nm fiir DomN 1.
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im Rahmen der experimentellen Genauigkeit fiir alle Zug-
richtungen reproduzieren kann (Abbildung 2d-f). Dieser
Befund legt nahe, dass die Faltungspfade fiir alle Zugrich-
tungen entweder gleich sind oder zumindest iiber Uber-
gangszustdnde mit dhnlicher freier Energie verlaufen.

Um die Entfaltungspfade von CaM genauer zu verstehen,
bestimmten wir die mittlere Entfaltungskraft von DomN in
drei Richtungen bei unterschiedlichen Ziehgeschwindigkei-
ten (Abbildung 3a). Die Analyse der Geschwindigkeitsab-
hingigkeit von Entfaltungskréften ist eine sehr empfindliche
Methode zur Unterscheidung zwischen verschiedenen Pfaden
bei Einzelmolekiil-kraftspektroskopischen Experimenten zur
Proteinfaltung. Verschiedene Pfade mit unterschiedlichen
Werten fiir Axy.rs (Abstand zwischen nativem Zustand N und
Ubergangszustand TS auf der Reaktionskoordinate, siche
auch Abbildung 3¢) fithren zu unterschiedlichen linearen
Steigungen, wenn die mittlere Entfaltungskraft F;., als
Funktion von Igv,,, dargestellt wird.'>!*! Wir finden einen
klaren linearen Zusammenhang zwischen F ;. und Ig v, fiir
alle drei Zugrichtungen, was nahelegt, dass beim Ubergang
von Gleichgewichts- zu Nichtgleichgewichtsbedingungen
keine Pfadwechsel stattfinden. Die Steigungen sind allerdings
fiir die drei Zugrichtungen deutlich unterschiedlich, was uns
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Abbildung 3. a) Geschwindigkeitsabhingigkeit der mittleren Entfaltungs-
krifte von DomN. Ergebnisse aus Monte Carlo-Simulationen sind in

Schwarz gezeigt. b) Entfaltungskraftverteilungen von DomN 17, DomN 38

und DomN 1 bei v,,,=250 nms™'. Schwarze Kurven: Monte-Carlo-Simula-
tionen mit k,=0.001 s™'; graue Kurven: Simulationen mit um einen Faktor
10 hsherer oder niedriger Entfaltungsgeschwindigkeit. c) Freie Energieland-
schaften, extrapoliert auf Nullkraft. d) Struktur von DomN. Die experimen-
tell variierten N-terminalen Kraftangriffspunkte sind rot, blau und griin dar-
gestellt, der C-terminale Kraftangriffspunkt ist schwarz gezeigt. Der hydro-

phobe Kern von CaM, der bei gebundenem Ca®" zum Teil I6sungsmittelex-

poniert ist, ist violett dargestellt.
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zeigt, dass die Potentialbreite Axy.s fiir die drei Zugrich-
tungen unterschiedliche Werte annimmt. Dies ist ein direkter
Hinweis darauf, dass bei der Entfaltung fiir jede Zuggeome-
trie ein anderer Pfad vorliegt.

Wie konnen wir nun die Beobachtung von scheinbar
dhnlichen Faltungspfaden mit klar unterschiedlichen Entfal-
tungspfaden in Einklang bringen? Aus Griinden der Mikro-
reversibilitdt miissen die Pfade fiir Faltung und Entfaltung im
thermodynamischen Gleichgewicht fiir jede einzelne Zug-
geometrie identisch sein. Daher miissen auch die Faltungs-
pfade unterschiedlich sein, wenn sich die Entfaltungspfade
fiir die verschiedenen Zugrichtungen unterscheiden. Auch
wenn die entfalteten Zustidnde fiir die drei Zugrichtungen
verschieden sind, da unterschiedliche Segmente der Poly-
peptidkette unter Kraft stehen, gibt es Hinweise darauf, dass
die entfalteten Zustdnde dhnliche freie Enthalpien haben.
Unsere Analyse mittels des Crooks-Fluktuationstheorems
(sieche Hintergrundinformationen) fithrt zu Werten fiir die
freie Energie der Proteinfaltung von DomN 17 und 38, die in
guter Ubereinstimmung mit dem bereits frither bestimmten
Wert fiir DomN 1 sind.”"! Es ist an dieser Stelle wichtig fest-
zuhalten, dass in dieser Analyse die trivialen Unterschiede in
der freien Enthalpie des entfalteten Zustands, die vom Stre-

cken unterschiedlich langer entropischer Ketten herriih-
ren, durch Modelle fiir die Polymerelastizitdt herausge-
rechnet werden. Dariiber hinaus sind nicht-native Wech-
selwirkungen im entfalteten Zustand oft schwach im Ver-
gleich zur thermischen Energie.!"”!

Aus diesem Grund erfordern die identischen Nullkraft-
Faltungsgeschwindigkeiten, die wir fiir die drei mecha-
nisch induzierten Pfade finden, auch identische Nullkraft-
Entfaltungsgeschwindigkeiten. Wir sind jetzt in der Lage,
diese Voraussage anhand von Monte-Carlo-Simulationen
zu iberpriifen. Im Rahmen der experimentellen Genau-
igkeit konnen die experimentellen Daten fiir alle drei
Pfade durch eine identische Nullkraft-Entfaltungsge-
schwindigkeit von k,=0.001s"" reproduziert werden,
indem wir lediglich Axy.rg variieren (schwarze Linien in
Abbildung 3a). Als Kontrolle zeigen wir in Abbildung 3b,
dass diese Parameter auch die bei 250 nms~' gemessenen
Entfaltungskraftverteilungen korrekt reproduzieren. Das
bedeutet, dass die extrapolierte Nullkraft-Faltungs- und
-Entfaltungsgeschwindigkeit fiir alle drei untersuchten
Zugrichtungen den selben Wert hat, obwohl die Faltungs-/
Entfaltungspfade strukturell klar verschieden sind. In
Abbildung 3¢ ist die freie Energielandschaft fiir die drei
Zugrichtungen schematisch dargestellt, wobei die Barrie-
renhohe fiir jede Richtung die gleiche ist. Wenn wir uns die
Struktur von DomN vor Augen fithren (Abbildung 3d),
konnen wir einen Hinweis auf einen moglichen Grund fiir
die unterschiedlichen Potentialbreiten finden. Wahrend
die geringen Potentialbreiten von DomN 17 und DomN 38
Richtungen entsprechen, bei denen Kraft direkt an den
hydrophoben Kern von DomN angelegt wird (violett in
Abbildung 3d), entspricht die grofle Potentialbreite von
DomN 1 einem Kraftangriffspunkt am Ende einer o-
Helix, die vom hydrophoben Kern wegfiihrt. Moglicher-
weise erscheint dass Protein entlang dieser Richtung
»weicher®, mit einem grofleren Wert fiir Axy.rs, da hier
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zundchst die o-Helix deformiert werden kann, bevor die
ganze Struktur von DomN zusammenbricht. In einer einfa-
chen Analogie konnte die N-terminale a-Helix von DomN als
,Hebel“ wirken, der die Ausdehnung vergrolert und die zur
Entfaltung von DomN 1 nétige Kraft senkt.

In den drei untersuchten Zugrichtungen sind die Struk-
turen der Ubergangszustinde vermutlich sehr unterschied-
lich, da sie entlang verschiedener Koordinaten polarisiert
sind. Die Beobachtung, dass fiir alle Geometrien die gleiche
Faltungs- und Entfaltungskinetik vorliegt, ist ein direktes
experimentelles Indiz fiir ein breites und energetisch entar-
tetes Ensemble von Ubergangszustinden, wie es fiir schnell
faltende Proteine bereits vorhergesagt wurde.”*2!!

Als Zusammenfassung konnen wir festhalten, dass wir
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie verwendet haben, um ge-
zielt strukturell unterschiedliche Pfade zu besetzen und deren
Faltungs-/Entfaltungskinetik zu untersuchen. Anstelle des
zuvor postulierten Pfadwechsels zu einem Nullkraftpfad mit
hoherer Entfaltungsgeschwindigkeit!” beobachten wir ver-
schiedene Pfade mit dhnlicher Energetik. Unsere Ergebnisse
deuten darauf hin, dass bei Nullkraftbedingungen eine Viel-
zahl energetisch dquivalenter Pfade die Faltung und Entfal-
tung von CaM dominiert.

Der geringe Grad an nicht-nativen Wechselwirkungen auf
dem Faltungspfad und die vergleichsweise hohe Konforma-
tionsentropie des Ubergangszustands, die in einem solchen
Szenario vorliegen wiirden, konnten eine Voraussetzung fiir
ultraschnell faltende Proteine auf der us-Zeitskala sein.”?!
Dariiber hinaus deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die
extrapolierten Nullkraftgeschwindigkeiten aus Einzelmole-
kiil-kraftspektroskopischen Experimenten nahe am Gleich-
gewicht trotz unterschiedlicher Pfade vergleichbar zu durch
chemische Denaturierung bestimmten Geschwindigkeiten
sein konnen. Fiir langsamer faltende Proteine mit wohldefi-
nierten Ubergangszustinden kénnte dagegen ein anderes
Faltungsverhalten vorliegen. Die Beantwortung der Frage, ob
die Robustheit der Barrierenhohen in Einzelmolekiil-kraft-
spektroskopischen Experimenten eine allgemeine Eigen-
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schaft kleiner a-helicaler Proteine nahe am Gleichgewicht ist,
wird eine wichtige Aufgabe fiir zukiinftige Arbeiten sein.

Eingegangen am 13. Oktober 2009,
verdnderte Fassung am 3. Dezember 2009
Online veroffentlicht am 29. Mérz 2010

Stichworter: Calmodulin - Einzelmolekiil-Untersuchungen -
Kraftspektroskopie - Proteinfaltung - Proteinstrukturen
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