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Signalpaar-Korrelationsanalyse von Einzelmolekiiltrajektorien™*

Armin Hoffmann und Michael T. Woodside*

Einzelmolekiilmethoden haben die Untersuchung dynami-
scher Prozesse von Biomolekiilen enorm erweitert. Nach den
ersten Studien an einzelnen Ionenkanilen™ wurden Metho-
den mit breiten Anwendungsspektren entwickelt, wie Fors-
ter-Resonanzenergietransfer (FRET) und Kraftspektrosko-
pie.!l Die zeitaufgeloste Beobachtung von Strukturinderun-
gen einzelner Molekiile ermoglicht die Bestimmung des je-
weiligen Zustandes des Molekiils, der moglichen Uberginge
zwischen diesen Zustinden und den entsprechenden Ge-
schwindigkeiten. Solche Informationen haben es ermoglicht,
sehr detailierte Modelle zahlreicher makromolekularer Pro-
zesse zu erstellen, zum Beispiel von der Funktion von Io-
nenkanilen,"! von Bewegungen molekularer Motoren,”! en-
zymatischer Aktivitit,”! RNS-basierter Regulation® und der
Faltung von Biomolekiilen.!*”

Eine zentrale Eigenschaft von Einzelmolekiilmethoden
ist es, Unterpopulation — insbesondere seltene oder Uber-
gangs-Zustdnde — zu beobachten und zu charakterisieren.
Eine kinetische Analyse kann allerdings sehr anspruchsvoll
sein. Oft wird die gemessene Signaltrajektorie auf eine dis-
krete Zustandstrajektorie iibertragen,® zum Beispiel mithilfe
von Schwellwerten oder Algorithmen zur Sprungdetektion,”!
oder mit Maximum-Likelihood-Methoden, > insbesondere
in Kombination mit Hidden-Markov-Modellen (HMM).!1> %!
Die kinetische Information kann anschlieBend anhand von
Verweilzeitverteilungen innerhalb der Zustandstrajektorie
ermittelt werden.'¥ Ein Nachteil dieses Vorgehens ist, dass
jedwede Faktoren, die die Zustandszuordnung beeintréchti-
gen (z.B. Rauschen, Signaliiberschneidung oder groBe Un-
terschiede der Lebensdauern), zu systematischen Fehlern
filhren konnen, die schwer zu bestimmen sind.

Fine alternative Strategie besteht darin, die kinetische
Information direkt durch Korrelationsanalyse der Signaltra-
jektorie zu extrahieren. Der Vorteil hierbei ist, dass die Me-
thode gegen Rauschen und Filterartefakte robuster ist, die
Modellfunktionen einfach ermittelt werden konnen, und die
Parameteranpassungsfunktionen als Test fiir das verwendete
Modell dienen koénnen.™  Signalintensititskorrelationen
wurden verwendet, um z. B. photophysikalische Prozessel'*!”!
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und Zweizustandsfaltung!'¥ zu untersuchen. Die Analyse von
Mehrzustandssystemen oder Prozessen auf dhnlichen Zeit-
skalen ist allerdings schwierig, da die Geschwindigkeiten aller
Ubergiinge in einer einzelnen Korrelationsfunktion gefaltet
sind."

Wir prisentieren eine neue Art von Korrelationsanalyse,
die nicht auf dem gesamten Signal, sondern auf diskreten
Signalbereichen basiert; diese konnen den verschiedenen
Zustinden zugeordnet werden, womit die Ubergangsge-
schwindigkeiten und das kinetische Modell auch in Mehrzu-
standssystemen ermittelt werden konnen. Da nur ein Teil des
Signals eines jeweiligen Zustands benotigt wird, konnen Be-
reiche mit minimaler Uberschneidung zwischen den Zustén-
den verwendet werden. Fin @hnlicher Ansatz wurde kiirzlich
fir Einzelmolekiil-FRET-Messungen diffundierender Mole-
kiile verwendet.” Die Signalpaar-Korrelationsanalyse funk-
tioniert bei Zustinden mit groBer Uberschneidung (z.B.
wegen Rauschens), Zustdnden, die nur gering populiert sind,
sowie Geschwindigkeiten, die sehr dhnlich sind oder sich um
mehrere Groflenordnungen unterscheiden — Umstidnde, die
andere Analysemethoden behindern kénnen.

Die Methode besteht aus zwei Schritten: Zuné4chst wird
das Signal (z.B. Streckung, FRET-Effizienz, Strom, ...) in
diskrete Bereiche aufgeteilt, und die Zeitkorrelation zwi-
schen allen Paaren von Bereichen (,,Signalpaare“) wird be-
rechnet. Im zweiten Schritt werden verschiedene kinetische
Modelle getestet, indem zunéchst jedem Zustand ein Signal-
bereich zugeordnet wird und anschlieBend die Kreuzkorre-
lationen der Bereiche an die Parameter von modellspezifi-
schen Funktionen angepasst werden. Nach Wiederholung des
zweiten Schrittes mit allen moglichen kinetischen Modellen
kann das richtige Modell ermittelt und die entsprechenden
Geschwindigkeiten bestimmt werden. Die Wahl der Signal-
bereiche wird vereinfacht durch die Verwendung von Si-
gnalpaar-Histogrammen. Diese enthalten niitzliche Informa-
tionen iiber die vorliegenden Zustinde und deren Ubergiinge,
ohne dass die Ubergéinge oder Zustinde selbst definiert
werden miissen.

Wir demonstrieren die Signalpaar-Korrelationsanalyse
anhand von kraftspektroskopischen Messungen der Faltung
von drei verschiedenen Molekiilen: 1) einer Zweizustands-
DNS-Haarnadel fiir den Vergleich mit der Schwellwertme-
thode;?"! 2)einer Dreizustands-DNS-Haarnadel mit be-
kanntem kinetischen Modell und Uberschneidung der Zu-
stinde;” und 3) dem Hamster-Prionenprotein (HaPrP), das
in nichtnative Strukturen falten kann.”? Die Faltungstrajek-
torien der molekularen Streckung wurden im Gleichgewicht
gemessen mithilfe einer optischen Pinzette mit zwei Fallen
und einer passiven Kraftklemme (Abbildung 1a).”!

Als erstes analysieren wir die Zweizustands-DNS-Haar-
nadel (Abbildung 1b, Einschub). Sowohl in der Trajektorie
(Abbildung 1b) als auch im Streckungs-Histogramm (Abbil-
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Abbildung 1. Signalpaar-Korrelationsanalyse einer kraftspektroskopi-
schen Messung der Faltung einer DNS-Haarnadel. a) Messaufbau: Die
Haarnadel wird zwischen zwei optischen Fallen unter Spannung gehal-
ten, und die Streckung wird zeitaufgeldst gemessen. b) Streckungstra-
jektorie mit zwei Zusténden. Einschub: Schema der Haarnadel mit
farbkodierter Sequenz (A/T: dunkel-/hellblau, G/C: dunkel-/hellrot).
c) Das Streckungs-Histogramm zeigt zwei Peaks fiir den gefalteten (F)
und ungefalteten Zustand (U). d)-f) Signalpaar-Histogramme bei ver-
schiedenen Verzégerungszeiten. Farbskala: dunkelblau nach gelb (2%
nach >50% der hiufigsten Klasse). Rote Kreuze markieren die Signal-
paare (e, e,) der Korrelationen in (g)—(i). g) Autokorrelation von F.
h),i) Kreuzkorrelationen von F nach U (h) und U nach F (i) mit globaler
Parameteranpassung fiir ein Zweizustandsmodell an die Daten.

dung 1c¢) konnen der gefaltete Zustand (F) um 548 nm und
der ungefaltete Zustand (U) um 559 nm deutlich unterschie-
den werden. Weitere Informationen enthalten 2D-Signalpaar-
Histogramme, die anzeigen, wie oft eine Streckung e; zum
Zeitpunkt ¢ zu einer Streckung e, zum Zeitpunkt ¢+t fiihrt;
Abbildung 1d-f zeigt drei Verzogerungen t. Die Anzahl N
pro Klasse ist gegeben durch Gleichung(1).

N(t,e,e;) ={e(t) e, Aele(t+71) €ce, £ Ae} 1)

Ae entspricht der Klassenbreite (hier: 0.25 nm fiir beide
Dimensionen). Diese Signalpaar-Histogramme unterscheiden
sich wesentlich von den &dhnlich erscheinenden und hiufig
verwendeten ,transition maps“ (Ubergangsabbildungen),"
da hier keine Zustinde oder Uberginge zugeordnet werden.
Bei 1=0.1 ms erscheinen die beiden Zustdnde als zwei Peaks
um die Linie e; =e,; die Peakbreite wird durch dynamische
Prozesse verursacht, die schneller sind als 7, aber die mole-
kulare Streckung nicht stark verdndern: Im vorliegenden Fall
ist es die Diffusion der Kiigelchen, die an der DNS befestigt
sind.®® Mit steigendem 7 wachsen zwei weitere Peaks an
(Abbildung 1e und f), die einen langsameren Prozess anzei-
gen: die Faltung und Entfaltung der Haarnadel.
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Fiir eine quantitative Beschreibung berechnen wir Si-
gnalpaar-Korrelationen, g(r,e;,e,), basierend auf Glei-
chung (1), mit 7 als Variable statt e; und e, in Gleichung (2).

p({€17t}|{€27l+‘[}) N(T,€17€2)T2
sEene) =T eple) T oNeNE O

p({eyt} | {est+7}) ist die bedingte Wahrscheinlichkeit, e,
zur Zeit t und e, zur Zeit t+t zu messen; p(e;) ist die Wahr-
scheinlichkeit, e; zu messen; N(e) ist die Anzahl der Zeit-
fenster, in denen e; gemessen wurde, und T'ist die Gesamtzahl
der Zeitfenster. Korrelationsfunktionen wurden fiir alle Si-
gnalpaare mit ausreichendem N berechnet (mit 1 nm Klas-
senbreite); drei Beispiele sind in Abbildung 1g-i gezeigt.
Erwartungsgemif sind die Autokorrelationen (e; =e,: Ab-
bildung 1g) positiv korreliert und die Kreuzkorrelationen
negativ (e, # e,: Abbildung 1h,i). Alle Korrelationen klingen
auf derselben Zeitskala ab (bei ca. 10 ms).

Zur Bestimmung der Faltungsgeschwindigkeiten erfolgte
eine Parameteranpassung von Funktionen, die mit Matrix-
methoden®! fiir das Zweizustandsmodell hergeleitet wurden,
an die Korrelationen. Die Anzahl der Parameter wurde re-
duziert durch Beriicksichtigung der Anteile der jeweiligen
Zustinde im 1D-Histogramm (Abbildung 1c¢) unter Annah-
me eines ,,detaillierten Gleichgewichts“: k; = k;; (f/f;), mit der
Ubergangsgeschwindigkeitskonstante k;; zwischen den Zu-
stinden / und j und dem Anteil f; fiir Zustand i. Parameter-
anpassungen an 25 Signalpaar-Kombinationen nahe derjeni-
gen in Abbildung 1h-i ergaben die Geschwindigkeitskon-
stanten kpy =kyp=(25+2) s~! mit den Standardfehlern des
Mittelwertes. Diese Geschwindigkeitskonstanten stimmen
mit denen der Schwellwertmethode iiberein (kpy=(27 =
2)s7'und kyp=(25+2)s™).

Die nichste Anwendung erfolgte an einer Haarnadel,
deren Sequenz fiir ein teilweise gefaltetes Intermediat (I)
entworfen wurde, das zwingend wihrend der Faltung und
Entfaltung populiert wird”' (Abbildung 2a, Einschub). Das
Intermediat kann sowohl in der Trajektorie (Abbildung 2a)
als auch im 1D-Histogramm (Abbildung 2b) um 521 nm be-
obachtet werden, wihrend F um 508 nm und U um 528 nm zu
sehen sind. Da sich ca. 30% von I mit U iiberschneidet, ist
dieser Zustand sehr schwer mit der Schwellwertmethode zu
identifizieren (Abbildungen S1-S3). Ahnlich der Zweizu-
stands-Haarnadel zeigen die Signalpaar-Histogramme bei
0.1 ms fiir jeden Zustand einen Peak um die Linie e, =e,
(Abbildung 2¢). Bei 7=1ms erscheinen zunichst Kreuz-
peaks sowohl zwischen U und I als auch zwischen F und I
(Abbildung 2d) und bei v =1 ms schlieBlich auch zwischen U
und F (Abbildung 2¢). Die drei Kreuzkorrelationen in Ab-
bildung 2 f-h entsprechen den mit roten Kreuzen markierten
Signalpaaren (mit Klassenbreite 1 nm) in Abbildung 2c—e
und zeigen dynamische Prozesse um 1 ms und um 10 ms an.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeiten und zur Besté-
tigung des kinetischen Modells wurden zunéchst drei Signal-
bereiche den Zustinden F, I und U zugeordnet, dabei wurden
Bereiche mit starker Uberschneidung und geringem N ver-
mieden. AnschlieBend erfolgte eine globale Parameteran-
passung von kinetischen Modellfunktionen an jeweils sechs
Kreuzkorrelationen (wie in den Abbildungen 2 f-h und S5).
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Abbildung 2. Analyse einer Dreizustands-DNS-Haarnadel. a) Die Tra-
jektorie zeigt drei Zustinde. Einschub: Schema der Haarnadelstruktur
mit Farbkodierung wie in Abbildung 1. b) Das Streckungs-Histogramm
zeigt die Uberschneidung des Intermediates (I) mit U. c)—e) Signal-
paar-Histogramme bei verschiedenen Verzégerungszeiten. f)—h) Glo-
bale Parameteranpassung dreier Modelle an die Kreuzkorrelationen
von Signalpaaren (e;,e,). i) Verwendete kinetische Modelle. Die Anpas-
sung deutet auf das Modell in der Mitte. j)—k) Kraftabhingige Zu-
standsanteile (j) (F: rote Kreise, I: orangefarbene Quadrate, U: blaue
Dreiecke) und mikroskopische Geschwindigkeiten (k) (kg,: dunkelrote
offene Kreise, k¢: hellrote gefiillte Kreise, k;: dunkelblaue offene
Rauten, ky,: hellblaue gefiillte Rauten). Die gestrichelte graue Linie
entspricht der Kraft fur (a)—(h).

Getestet wurden die Modellfunktionen entsprechend den
Schemata in Abbildung 2i. Wie zuvor wurden die Zustands-
anteile des 1D-Histogramms und ,detailliertes Gleichge-
wicht“ beriicksichtigt, um die anzupassenden Parameter auf
kir und ky; zu reduzieren (siche die Hintergrundinformatio-
nen). Nur die Parameteranpassung des Modells mit zwin-
gendem Intermediat zwischen U und F (rot in Abbildung 2 f-
i) ergab eine befriedigende Anpassung. Die Wiederholung
mit 125 Signalbereichskombinationen nahe derer in Abbil-
dung2c ergab ki p=(021+£0.01)ms™, ky;=(79+4)s™,
kpi=(B4+1)s™, und k;y=(0.43+£0.03) ms™'. Weder das
kinetische Modell noch die Geschwindigkeiten konnten mit
der Standard-Korrelationsanalyse ermittelt werden (Abbil-
dung S4). Die Analyse fiir Trajektorien bei verschiedenen
Kriften (Abbildung S5) — bei denen die Zustandsanteile von
fast ausschlieBlich gefaltet bis zu fast ausschlieBlich entfaltet
variieren (Abbildung2j) — ergab die Kraftabhingigkeit der
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mikroskopischen Geschwindigkeiten (Abbildung 2k). Diese
Information kann genutzt werden, um z.B. fiir jeden Uber-
gang die Hohe und die Position der Faltungsenergiebarriere
zu bestimmen. "

Als letztes Beispiel wurde die Methode auf eine Fal-
tungstrajektorie des proteaseresistenten Teils der Mutante
C179A/C214A von HaPrP (Abbildung 3a, Einschub) ange-
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Abbildung 3. Analyse von HaPrP. a) Die Trajektorie zeigt zwei Haupt-
zustinde. Einschub: HaPrP-Struktur (PDB-Code: 1B10). b) Streckungs-
Histogramm mit schwach populiertem | (gelb). c)— e) Signalpaar-His-
togramme verschiedener Verzégerungszeiten. Rote Kreuze markieren
Signalpaare der folgenden Korrelation. f)—h) Kreuzkorrelationen bei in-
dizierten Signalpaaren (e;,e,) und globale Parameteranpassung mit
den Modellen aus Abbildung 2i zeigen, dass | ausschlieflich von U
aus populiert wird.

wendet. Die Trajektorie in Abbildung 3a und das 1D-Histo-
gramm in Abbildung 3b zeigen F bei 579 nm, U bei 598 nm
und I bei 591 nm. Der geringe Anteil und die kurze Lebens-
dauer von I sowie die Uberschneidung von ca. 75 % von I mit
U erschweren die Verwendung von Standardmethoden
enorm. Das Signalpaar-Histogramm bei 0.4 ms zeigt zwei
ausgeprigte Peaks fiir U und F und einen kleinen fiir I (Ab-
bildung 3¢). Aufgrund seiner kurzen Lebensdauer ver-
schwindet der Peak von I bei 4 ms, und nur Kreuzpeaks von I
bleiben zu sehen (Abbildung 3d). Bei 40 ms erscheinen auch
Kreuzpeaks zwischen U und F (Abbildung 3e).

Die Kreuzkorrelationen in den Abbildung 3 f-h zeigen,
dass F sowohl zu I als auch zu U innerhalb von ca. 100 ms
relaxiert. Die Korrelation zwischen U und I hat eine zusitz-
liche Zeitkomponente bei ca. 1 ms. Die Parameteranpassung
fiir die drei Modellfunktionen (entsprechend den Schemata in
Abbildung 21) an sechs Kreuzkorrelationen ergab das Modell,
in dem I ausschlieBlich von U erreicht wird. Die Anpassungen
an 125 verschiedene Kombinationen von Signalbereichen
nahe der in Abbildung 3¢ gezeigten ergaben kg =(1.43 £
0.03)s™, kyr=(0.83£0.02)s™", ky=(0.6+0.1)ms™" und
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ky;=(26+4) s7". Dieses Beispiel verdeutlicht die Fihigkeit
der vorgestellten Methode, Geschwindigkeiten und kineti-
sche Modelle auch bei Zustinden zu bestimmen, die schwer
zu unterscheiden und sehr kurzlebig sind.

Die Signalpaar-Korrelationsanalyse ist auch fiir andere
Systeme, Messmethoden und Simulationen anwendbar, weit
iiber die hier verwendete Kraftspektroskopie von Faltungs-
prozessen hinaus. Desweiteren konnen verschiedene Infor-
mationen, z. B. aus einer Multiparameter-Fluoreszenzanalyse,
kombiniert werden, um die Signalpaare besser zu definieren
und die Zustandszuordnung weiter zu verbessern. Ein zen-
traler Vorteil der Methode ist es, dass die Zustandszuordnung
sowohl intuitiv (und erleichtert mithilfe von 2D-Histogram-
men) als auch am Ende der Analyse durchgefiihrt wird und
somit systematische Fehler der Ubertragung auf Zustands-
trajektorien vermieden werden. Dies macht sie zu einem
niitzlichen Hilfsmittel um andere, aufwendigere Methoden
auch unter schwierigen Bedingungen zu verifizieren (z.B.
HMM). Die Signalpaar-Korrelationsanalyse ist damit beson-
ders geeignet, die Reichweite von Einzelmolekiilmethoden
Zu erweitern.

Eingegangen am 12. Juni 2011,
verdnderte Fassung am 20. September 2011
Online veroffentlicht am 4. November 2011
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