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Ein ,,Kraftpuffer* schiitzt Titinimmunglobulin**
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Titinfilamente bestimmen maBgeblich die Struktur und
Funktion des Sarkomers.I" Sie verbinden die ca. 1 um von-
einander entfernte M- mit der Z-Scheibe des Sarkomers, das
aus vier Abschnitten besteht: der M-Scheibe, dem A-Band,
dem I-Band und der Z-Scheibe. Die Elastizitét des Titins wird
der Region um das I-Band zugeschrieben,™? das auBer Im-
munglobulinen (Igs) auch N2- und PEVK-Abschnitte enthilt.
Diese verhalten sich wie ungeordnete entropische Federn und
sind leicht dehnbar.*! Ig-Dominen im I-Band haben die fiir
die Ig-Familie typische B-Faltblattstruktur.”°

Die mechanischen Eigenschaften von Titin-Ig wurden
bereits ausfiihrlich mit Einzelmolekiilkraftspektroskopie
(EMKS) untersucht."! Die Entfaltung proximaler und dis-
taler I-Bandabschnitte verlduft nach einem Zwei- bzw. Drei-
Stufen-Modell.*! Das distale Titin-Ig 127 entfaltet sich bei
mechanischer Beanspruchung {iiber einen Zwischenzu-
stand,["%1121 der mutmaBlich durch die Zerstorung des H-
Briickennetzwerks zwischen den [(-Faltblittern A und B
entsteht, wobei der Rest von 127 intakt bleibt.>'?! Bei Ent-
fernung des [-Faltblatts A verschwindet der Zwischenzu-
stand, wobei die Stabilitit von 127 nicht beeintrichtigt
wird.!®! Verbliiffenderweise ist die fiir den Ubergang zum
Zwischenzustand benoétigte Kraft, anders als die Gesamtent-
faltungskraft, temperaturinvariant.!'

Wir zeigen am Beispiel eines I127-Octamers (I127g), dass fiir
den Zwischenzustand zusitzlich zur Temperaturinvarianz
auch eine Geschwindigkeitsinvarianz gilt, denn unabhéngig
von der Ziehgeschwindigkeit betrédgt in unseren Messungen
die Ubergangskraft ca. 95 pN. Folglich senken Spannkrifte
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von <95pN die Energiebarriere zwischen gefaltetem und
Zwischenzustand kaum. Weil 127 iiber diesen Zwischenzu-
stand entfalten muss, folgern wir, dass diese Geschwindig-
keitsinvarianz 127 vor einer Entfaltung bei kleinen, physio-
logisch relevanten Kréften schiitzt. Des Weiteren bilden die
Beitrdge aller Igs der distalen I-Bandabschnitte einen
,Kraftpuffer”, der Titin vor mechanischer Beanspruchung
schiitzt.

Zur Untersuchung der 127-Entfaltung unter quasinatiir-
lichen Bedingungen mithilfe der EMKS wurden 127;-Poly-
mere kovalent iiber C-terminale Cysteinreste an Goldober-
flachen gebunden. Durch Absenken der EMKS-Spitze auf
das Polymer wurde dessen N-Terminus unspezifisch gebun-
den. Beim Zuriickziehen der Spitze wurde die mechanische
Reaktion von 127; aufgezeichnet (Abbildung 1). Kraft-Ab-
stands(K-A)-Kurven zeigen charakteristische Sdgezahnmus-
ter, die auf die sequenzielle Entfaltung von 127, bei Kriften
von 150-300 pN schlieBen lassen (Abbildung 1a)." Jedes
entfaltete 127-Protein verldngert das gestreckte Polypeptid
um ca. 28 nm™® und verringert die Spannung kurzfristig. Bei
weiterem Anheben der EMKS-Feder steigt die Kraft wieder,
bis sich die nichste Doméne entfaltet. Wir verwendeten eine
automatische Routine (siche Hintergrundinformationen), um
Ubergangszustinde und Entfaltungsmaxima in den Kraft-
Abstands-Graphen zuverldssig zu identifizieren (Abbil-
dung 1c).

Frithere 127-EMKS-Messungen wurden in PBS-Puffern
durchgefiihrt (PBS =Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung),
die extrazelluliren Bedingungen nachempfunden waren.
Unsere EMKS wurde hingegen in zytosoldhnlichen Puffern
durchgefiihrt (siche Hintergrundinformationen). Fiir alle
Puffer wurden dhnliche Entfaltungskrifte (Zwischenzustand
und Totalentfaltung) gemessen (Abbildung S1 in den Hin-
tergrundinformationen).

Ein Zwischenzustand wurde fiir ca. 95% aller ersten
Entfaltungen registriert, unabhéngig von der Zahl der nach-
folgenden Entfaltungen (Abbildung S2 in den Hintergrund-
informationen). Zur Untersuchung von Strukturiibergéngen
und Wechselwirkungen der 127-Entfaltung haben wir ato-
mistische Kraftmolekiildynamiksimulationen (KMD-Simula-
tionen)!'>1 durchgefiihrt. Da die K-A-Kurven keine Ab-
hédngigkeit der Entfaltungskraft von der I127-Zahl zeigen
(Abbildung S3 in den Hintergrundinformationen), verwen-
deten wir ein 127-Monomer (Rontgenkristallstruktur: PDB-
Code TWAA)' fiir die KMD-Simulation. Insgesamt 14 Si-
mulationen wurden ausgefiihrt (Abbildung 2; Abbildung S6
in den Hintergrundinformationen). Wie die EMK-Spektren
zeigen die simulierten K-A-Kurven in den meisten Féllen (12
von 14) zwei Maxima pro 127-Entfaltung. Wegen der viel
hoheren Ziehgeschwindigkeiten bei den Simulationen
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Abbildung 1. a) K-A-Kurve: Sigezahnmuster der sequenziellen 127-Ent-
faltung. Pfeile zeigen Ubergangszustinde I** des Entfaltungsprozesses
(rot) und vollstindige Entfaltung von 127 (U; blau). Die Detektions-
wahrscheinlichkeit eines Zwischenzustands sinkt mit der Zahl bereits
entfalteter 127-Proteine. b) 127,, gebunden an einen Goldsteg und mit
einer EMKS-Spitze gezogen. Bei ca. 95 pN entfalten sich alle 127-Pro-
teine in einen Zwischenzustand (1%, rot), gefolgt von der vollstindigen
Entfaltung bei hoheren Kriften (U, blau). c) Eine Angleichung an die
Kraftmaxima erfolgte mit dem ,, Worm-like-chain“-Modell, um Entfal-
tungskrifte fiir I* (rot) und U (blau) abzuschitzen; AL ist die Diffe-
renz zwischen Zwischenzustand und vollstindiger Entfaltung. d) Box-
plots der Krifte aller ersten Entfaltungen zum Zwischenzustand (bei
allen Ziehgeschwindigkeiten) gegen die Zahl der Ig-Entfaltungen eines
127g-Polymers (fiir 8, 7, 6, 5 und 4 Ig-Entfaltungen wurden n=284, 45,
37, 22 bzw. 30 Ereignisse analysiert).

(0.8 ms™) wurden dort allerdings deutlich hohere Entfal-
tungskrifte erhalten als bei den EMKS-Messungen (0.1-
5ums').

Zur Bestimmung der Entfaltungskinetik wurden dyna-
mische EMKS-Messungen (DKS-Messungen) durchgefiihrt,
in denen I27 mit unterschiedlichen Ziehgeschwindigkeiten
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Abbildung 2. KMD-Simulationen der kraftinduzierten 127-Entfaltung.
a) Entfaltungsphasen (1: gefaltet, 2: Zwischenzustand, 3: entfaltet). f3-
Faltblitter A, A" und G sind rot gefirbt. Harmonische Federpotentiale
wurden an N- und C-terminale Ca-Atome (aquamarinfarbene Kugeln)
angelegt und mit konstanter Geschwindigkeit auseinander gezogen
(Pfeile in 1). b) Exemplarische K-A-Kurven mit (schwarz) oder ohne
Zwischenzustand (rot); zur besseren Sichtbarkeit sind die y-Werte der
beiden schwarzen Kurven um 100 und 200 pN verschoben, vollstindi-
ge Ubersicht in Abbildung S6 der Hintergrundinformationen. Hinter-
grund und Ziffern entsprechen (a).

entfaltet wurde (Abbildung 3a; Abbildung S1 in den Hin-
tergrundinformationen). Die Kraft zur Totalentfaltung hing
logarithmisch von der Geschwindigkeit /. der Kraftzunah-
mel™® ab. Die Kraft zum Erreichen des Zwischenzustands
hingegen stieg nur wenig mit steigendem /-Wert. Aus KMD-
Simulations- und DKS-Messdaten wurden Geschwindig-
keitskonstanten und eine qualitative Gibbs-Energie-Land-
schaft abgeleitet. Entfaltungsgeschwindigkeiten bei Null-
kraft, k,,, und Entfaltungsliangen x, (Tabelle 1) sowohl fiir
den Ubergang zum Zwischenzustand als auch fiir die voll-
stindige Entfaltung wurden aus 95-%-Konfidenzintervallen
der linearen Regression der DKS-Messdaten auf Grundlage
des Bell-Evans-Modells erhalten (Abbildung 3a).'¥ Die
graphische Darstellung der Energielandschaft (Abbil-
dung 3b, violett) zeigt zwei Energiebarrieren, deren Hohen
aus k,, und einer Versuchsfrequenz von 10’ s™' (siche Hin-
tergrundinformationen) abgeschitzt wurden. Die Abstinde
zur ersten Barriere und zwischen beiden Barrieren waren aus
KMD-Simulationen hergeleitet. Diese konnten aber auch
experimentell erhalten werden, indem man AL (Abbil-
dung 1¢) durch die Zahl der vollstindig gefalteten Ig-Do-
miénen teilt."! Wie man sieht, ergéinzen sich DKS-Messungen
und KMD-Simulationen.

Zur Priifung, ob die erhaltene Gibbs-Energie-Landschaft
mit den EMKS-Daten tiber die Annidherung des Bell-Evans-
Modells und die relativ kurzen Zeitskalen der KMD-Simu-
lationen hinaus konsistent ist, beschrieben wir die erzwun-
gene 127-Entfaltung mithilfe von Brownsche-Dynamik(BD)-
Simulationen, die der Smoluchowskischen Diffusionsglei-
chung gehorchen. In den BD-Simulationen wird die Entfal-
tung durch ein Partikel beschrieben, das innerhalb eines
zeitabhingigen Potentials diffundiert. Dieses Potential be-
steht aus einem zeitunabhingigen Anteil, der die Energie-
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Abbildung 3. Kinetik der 127-Entfaltung. a) Abhangigkeit der 127-Uber-
gangskraft und Gesamtentfaltungskraft von der Geschwindigkeit der
Kraftzunahme (links: DKS-Messungen, 4521 analysierte Ereignisse),
rechts: BD-Simulationen (11300 Simulationen): Die Farbe weist die
Ortspunktdichte aus, d.h. die Hiufigkeit, mit der eine bestimmte Kraft
detektiert wurde (dunklere Farben entsprechen héheren Dichten). Ge-
raden zeigen 95 % Konfidenzintervalle von Bell-Evans-Regressionen.®l
b) Gibbs-Energie-Landschaften der 127-Entfaltung, abgeleitet aus DKS-
Messungen und KMD-Simulationen (violette Flache aus Fehleranalyse
der DKS-Messdaten, Mittelwert als violette Linie), sowie BD-Potential,
das fiir (a) verwendet wurde (blaue Linie). Gefaltete und Ubergangs-
zustdnde sind angezeigt.

Tabelle 1: Kinetische Parameter der 127-Entfaltung, abgeleitet (siehe Hintergrundinformationen) von

DKS-Messungen sowie von KMD- und BD-Simulationen.

Angewandte

jedoch nicht fiir die experimentell gemessenen Ubergangs-
zustinde, wo hohere Streuung auftritt. Wir fithren dies auf
Schwierigkeiten bei der genauen Bestimmung des Zwi-
schenzustandes aus EMKS-Kurven zuriick, besonders fiir
spatere Entfaltungszusténde.

Das experimentelle Gibbs-Energie-Potential (Abbil-
dung 3b, blau) stimmt tiberwiegend mit dem Bell-Evans-Po-
tential iiberein (violett). Aus diesem Potential wurden Ge-
schwindigkeitskonstanten unter Verwendung gleicher Ver-
suchsgeschwindigkeiten (107 s™') bestimmt (Tabelle 1). Wir
schlieBen, dass dieses Potential die Gibbs-Energie-Land-
schaft der I127-Entfaltung beschreibt.

Als néchstes untersuchten wir die Strukturverdnderungen
des Zwischenzustands. In allen Simulationen geht ein Bruch
der H-Briicken zwischen den p-Faltblittern A und G (Ab-
bildung 2a, Pfeil in Bild 2) der Bildung eines Zwischenzu-
standes voraus. Danach brechen die H-Briicken zwischen A’
und G (Abbildung2a, rot in Bild 3), gefolgt von einer
Gleitbewegung (Abbildung 2 a, Pfeile in Bild 3), die die 127-
Struktur deformiert. Dies widerspricht fritheren KMD-Si-
mulationen, die den Bruch zwischen den 3-Faltblidttern A und
B als Beginn der 127-Entfaltung angeben.’®!? Diese fritheren
Simulationen verwendeten allerdings die NMR-Struktur
einer 127-Mutante, in der einige Aminosiduren wie 12 oder
T78 durch andere ersetzt waren oder fehlten. Zusitzlich ist
das H-Briickennetzwerk zwischen den (3-Faltblédttern A und B
in der Rontgenkristallstruktur des von uns verwendeten 127-
Wildtyps dichter.'"”! Dies unterstreicht die Empfindlichkeit
von Entfaltungsweg und Kraftprofil im Hinblick auf kleine
Strukturdnderungen in 127 und méglicherweise auch auf die
geringeren Ziehgeschwindigkeiten unserer Simulationen.
Ubereinstimmend mit unseren Beobachtungen zeigt eine
Kraftverteilungsanalyse eine dominante Wechselwirkung der
B-Faltblitter A und G.I"!

Frithere EMKS-Untersuchungen an 127 lieBen darauf
schlieBen, dass der Zwischenzustand nur bei hohen [-
Werten®! — und daher nicht unter physiologischen Bedin-
gungen — auftritt. Wir detektieren
diese Ubergangszustinde allerdings
in 95 % der Fille, obwohl die nied-

erste Barriere

rigsten Ziehgeschwindigkeiten der

zweite Barriere mechanischen Beanspruchung im

kyols™ ke[s™ kyo[s™ .

wols ] *. [nm] s ] wols ] X [nm] Muskel nahe kommen. Die Aus-
DKS/KMD ~ 1.3x107-1.6x10%  0.9-1.7  1600£51 41x107-32x107  023-0.27  Jenkungsgeschwindigkeit pro gefal-
BD 1.7x10°% 1.1 450 3.7x10°* 0.23

tetes Protein betrigt 2.5s'. Ein

landschaft der Proteinentfaltung (mit zwei Barrieren) wie-
dergibt, und einem zeitabhédngigen Anteil fiir die Kraft, die
durch die Feder auf das Protein ausgeiibt wird (siche Hin-
tergrundinformationen).'” 11300 BD-Simulationen wurden
mit [, =10°-10" pNs~' durchgefiihrt (Abbildung 3a). Posi-
tionen, Breiten und Hohen der Energiebarrieren wurden
iterativ bis zur Ubereinstimmung mit den DKS-Regressionen
angepasst. Die Streuung der BD-Krifte ist gut in Einklang
mit den erzwungenen Ubergéingen iiber eine einfache Ener-
giebarriere (Abbildung S7 in den Hintergrundinformatio-
nen).” Gleiches gilt fiir die DKS-Daten der Totalentfaltung,
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Sarkomer der Linge 2 pm kann mit

6 ums™' kontrahieren, was einer

Kontraktionsgeschwindigkeit von
3 57! entspricht. Das Hauptmaximum der Entfaltung war
nicht von der Abwesenheit eines Zwischenzustandes (5 % der
Fille) beeintrichtigt (Abbildung S4 in den Hintergrundin-
formationen), woraus wir schlieBen, dass beide Entfaltungs-
wege identisch sind. Tatsédchlich geht die Ablosung des f3-
Faltblatts A in unseren KMD-Simulationen der Totalentfal-
tung stets voraus.

Unsere Beobachtung, dass der 127-Zwischenzustand un-
abhingig von der Ziehgeschwindigkeit stets bei der gleichen
Kraft gebildet wird (Abbildung3a; Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen), legt seine Funktion als , Kraft-
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puffer nahe: Diese erste Barriere wirkt als kinetische Si-
cherung, die die Lebensdauer von 127 erheblich verlidngert.

Es wird ein funktionaler Zusammenhang zwischen Me-
chanik und Topologie von Titin sichtbar. Die mechanischen
Eigenschaften des distalen Titins puffern Muskelkraft: KMD-
Simulationen an 127 zeigen, dass die Loslosung des {3-Falt-
blatts A zu einem Zwischenzustand fiithrt (Abbildung 2),
dessen Schutzwirkung gegen hohe Dehnkrifte sich mit der
Zahl der in Serie geschalteten 127-Monomere erhoht.! Dies
verleiht Titin eine Kraftaufnahmeféhigkeit, die in situ die
Entfaltung von Igs verhindert.>

Unsere Arbeit zeigt erstmals, wie Proteine Bindungen
aufbauen, um mechanischer Beanspruchung zu widerstehen.
Normalerweise widerstehen Bindungen einer steigenden
Kraft, bis sie bei einem bestimmten Grenzwert schlagartig
brechen. Allerdings verringern sogar kleine Kréfte die
Energiebarrieren und verlagern den Hauptzustand in Rich-
tung des ungebundenen/entfalteten Zustands."®! Ausnahmen
bilden dabei Fangbindungen, die optimale Bindungsstdrken
bei bestimmten Ziehgeschwindigkeiten aufweisen.?*! Die H-
Briicken zwischen f$-Faltblatt A und den 3-Faltblédttern B und
G von distalen Igs sind offenbar so konstruiert, dass die
Energiebarriere, die den gefalteten Zustand schiitzt, bei
physiologischen Ziehgeschwindigkeiten fast nicht beeinflusst
wird. Dadurch bleibt die Kraft, die zur Uberwindung der
Barriere und zur Bildung des Zwischenzustands benétigt
wird, konstant. Im distalen Ig stellt dieses System einen
wirksamen Entfaltungsschutz dar. Es bleibt zu zeigen, in
welchen anderen molekularen Systemen solche ,,Kraftpuffer
vorgefunden werden konnen und welche Rolle sie dort spie-
len.
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