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Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsiure Asp D
Cystein Cys C
Glycin Gly G
Glutamin Glu Q
Glutaminsiure Gln E
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Protein-Wechselwirkungen sind essentiell fiir die Abldufe in lebenden Systemen. Sie be-
stimmen die Funktion und die Eigenschaften eines jeden Zelltyps, dienen der molekularen
Erkennung, iibernehmen Transportfunktionen, dienen als Antikérper der Immunabwehr
und steuern als Enzyme den Stoffwechsel. Was aber legt die Art und die Menge der Prote-
ine fest, die eine Zelle charakterisieren und bestimmte Aufgaben wahrnehmen? Proteine
sind genetisch codiert, ihr Bauplan und damit die charakteristische (die Proteinfunktion
bestimmende) Aminosiuresequenz liegt in Form von DNA-Sequenzen im Genom eines
Organismus vor. Die Steuerung der Proteinbiosynthese erfolgt dabei durch eine Kontrolle
der Transkription dieser DNA-Sequenzen zur mRNA. Fiir die Kontrolle dieser sogenann-
ten Genexpression sorgen Transkriptionsfaktoren, die die Transkription der DNA an- und
abschalten. Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die iiber eine DNA-bindende Domé-
ne spezifisch an definierte DN A-Sequenzen binden. Die DN A-Protein-Wechselwirkungen
miissen somit hochspezifisch und zugleich reversibel sein. Dies wird durch eine Vielzahl
von schwachen Bindungen, vermittelt durch van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasser-
stoffbriicken und Ionenbindungen, gewihrleistet. Da diese Wechselwirkungen unter phy-
siologischen Bedingungen nur eine kurze Reichweite in der Gréfenordnung von 1 nm [1]
besitzen, ist eine stabile Bindung nur méglich, wenn die DNA und das Protein iiber che-
misch komplementire Oberflichen verfiigen (Schliissel-Schloss-Prinzip [2]). Synthetische
Transkriptionsfaktoren héatten die faszinierende Méglichkeit in diesen Prozess der Genex-
pression eingreifen zu kénnen und somit den zelluliren Metabolismus zu steuern. Damit
wéren sie auch therapeutisch einsetzbar. Ein genaues Verstdndnis der Komplexbildung
zwischen einem Transkriptionsfaktor und der DNA ist daher unerlisslich. Hierzu sind
Informationen iiber die Funktion einzelner Aminoséiuren und deren Beitrag zur Bindung
nétig. Desweiteren wire eine Reduzierung der Komplexitit der DNA-bindenden Doméne
ohne einen Verlust der Bindungsspezifitit wiinschenswert.

Wechselwirkungen zwischen Biomolekiilen werden in der Biologie, Biochemie und Che-
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mie im Ensemble untersucht, wobei Eigenschaften von schwach bindenden oder in gerin-
ger Konzentration vorliegender Molekiile verborgen bleiben, die andererseits nur durch
eine Einzelmolekiilanalyse aufgedeckt werden konnen. Eine geeignete experimentelle Me-
thode zur quantitativen Untersuchung von Bindungen zwischen Proteinen und DNA auf
Einzelmolekiilniveau ist die AFM-Kraftspektroskopie. Dabei wird die DNA kovalent an
die Spitze eines mikrofabrizierten Kraftsensors (Cantilever) gebunden, wihrend die Pro-
teine kovalent auf einer geeigneten Oberfliche immobilisiert werden. Die Cantileverspitze
wird durch eine piezoelektrische Keramik bis zum Kontakt mit der Oberfliche an diese
angenahert und anschliefend wieder zuriickgezogen. Hat sich wihrend der Kontaktzeit
ein DNA-Protein-Komplex ausgebildet, so wird der Cantilever beim Zuriickziehen so
lange zunehmend ausgelenkt, bis der Komplex dissoziiert. Die dazu nétige Dissoziati-
onskraft (im pN-Bereich) kann dann aus der Auslenkung des Cantilevers (mit einer ge-
eigneten Federkonstanten) bestimmt werden. Die Detektion der Dissoziationskraft ist der
direkteste Weg um eine Information iiber die Beitrige einzelner Aminosduren zum mole-
kularen Mechanismus der DN A-Sequenzerkennung zu erlangen. Mit der Einzelmolekiil-
Kraftspektroskopie kann aufierdem die thermische Off-Ratenkonstante /’cgff (und damit
die mittlere Lebensdauer 7 = 1/k%; ) von DNA-Protein-Komplexen bestimmen wer-
den und mit den aus Ensemblemessungen gewonnen thermischen Off-Ratenkonstante
verglichen werden. Auflerdem kann ein Einblick in die Energielandschaft der Bindung
gewonnen werden. Hierzu wird die Abhéiingigkeit der wahrscheinlichsten Dissoziations-
kraft einer Verteilung von Dissoziationskréften von der Riickzieh-Geschwindigkeit des
Cantilevers und damit der Belastungsrate der Bindung untersucht. Dieses Verfahren be-
zeichnet man als dynamische Kraftspektroskpie |3, 4.

Als Modellsystem fiir die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Transkriptionsfak-
toren und DNA dient im Rahmen dieser Arbeit der Transkriptionsfaktor PhoB aus dem
Bakterium Fscherichia Coli. Die Bindungseigenschaften der kompletten DNA-bindenden

Doméne von PhoB sowie davon abgeleitete, synthetisierte Teilbereiche (Peptide) wurden
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bereits mittels AFM-Kraftspektroskopie untersucht [5, 6]. Das Ziel dieser Arbeit ist es,
einen weiteren Baustein fiir das Verstindnis der Beitrige bestimmter Aminosiuren an
der Spezifitit der DNA-Bindung von PhoB und Lebensdauer des DNA-PhoB-Komplexes
zu liefern. Im folgenden Kapitel werden die fiir die Kraftspektroskopie nétigen physika-
lischen Grundlagen erldutert. Anschliefend folgt eine Einfiihrung in die biologischen
Grundlagen der Protein-DNA-Wechselwirkungen. Nach einer genauen Angabe der ver-
wendeteten Materialien und Methoden werden die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse
der kraftspektroskopischen Experimente an der punktmutierten DNA-bindenden Domé-
ne von PhoB und eines davon abgeleiteten Peptids prisentiert. Abschliefend wird eine

Zusammenfassung dieser Arbeit und ein Ausblick fiir weitere Experimente gegeben.
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2 Physikalische Grundlagen

Dieser Abschnitt stellt das Rasterkraftmikroskop und das Prinzip der Kraftspektroskopie
vor. Weiterhin wird auf thermodynamische und kinetische Aspekte von Rezeptor-Ligand-
Bindungen eingegangen und die Theorie zur Analyse von Kraftspektroskopiemessungen

auf Einzelmolekiilniveau présentiert.

2.1 Das Rasterkraftmikroskop

Das Rasterkraftmikroskop (engl.: atomic force microscope, kurz AFM) [7] gehort zur
Familie der Rastersondenmikroskope (engl.: scanning probe microscopy, kurz SPM).
Einen Uberblick iiber die wichtigsten Rastersondenmikroskope findet man z.B. in [8].
Die Messsonde ist im Fall des AFM eine Spitze (engl.: tip) mit einem typischen Ra-
dius von ca. 10 nm [9], die an einem (ca. 100 - 500 pm) langen (rechteckigen oder
V-formigen) Federbalken (engl.: cantilever) befestigt ist. Der Cantilever und die Canti-
leverspitze bestehen aus Silizium (S57) oder Siliziumnitrid (Si3N4), wobei es Variationen
in der Beschaffenheit der Spitzeoberfliche gibt (z.B. eine Beschichtung mit Gold). Diese
Kombination aus Spitze und Cantilever ermoglicht es Strukturen und Objekte mit ato-
marer Auflésung abzubilden (laterale Auflésung von 0,1 nm [9] und vertikale Aufldsung
< 0,1 nm [10]).

Né&hert man die Spitze an die zu untersuchende Probenoberfliche an, so erfahrt die Spit-
ze verschiedene attraktive und repulsive Wechselwirkungen [11]. Die Art dieser Wech-
selwirkung hingt stark von dem umgebenden Medium (Luft, Vakuum, Inertgas oder
Fliissigkeiten) und von der chemischen Beschaffenheit der Spitze und der Probenober-
fliche sowie von chemischen Modifizierungen der Oberflichen ab [12]. Natiirlich ist auch
der Abstand zwischen Spitze und Probenoberfliche fiir die Natur der Wechselwirkung
entscheidend, da man zwischen kurz- und langreichweitigen Wechselwirkungen unter-
scheidet. Als kurzreichweitig werden Krifte bezeichnet, die eine Reichweite von weniger

als 1 nm besitzen [13]. Entsprechend nennt man Kréifte mit einer Reichweite ab 1 nm
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aufwirts langreichweitig. Eine allgegenwértige Kraft zwischen Spitze und Probenober-
fliche ist die wvan-der- Waals-Kraft, die durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen entsteht.
Dabei unterscheidet man Wechselwirkungen zwischen permanenten Dipolen, zwischen
einem Dipol und einem induzierten Dipol und zwischen induzierten Dipolen (Dispersi-
onskréfte). Die Dispersionskraft entsteht durch zeitliche Schwankungen der Ladungsver-
teilungen in Atomen oder Molekiilen, die in benachbarten Atomen oder Molekiilen ein
Dipolmoment erzeugen. Zwischen diesen beiden Dipolen wirkt dann die Dispersionskraft.
Alle drei Beitriige der van-der-Waals-Kraft haben eine 1/r5-Abhéingigkeit [12] (r ist der
Abstand zwischen zwei punktformigen Teilchen). Die van-der-Waals-Krifte gehoren zu
den langreichweitigen Wechselwirkungen mit einer Reichweite von bis zu ~ 100 nm [11].
In Luft und im Vakuum sind van-der-Waals-Krifte immer attraktiv, sie kdnnen aller-
dings in Fliissigkeit auch repulsiv sein, wenn die Spitze und die Probenoberfliche aus
verschiedenen Materialien bestehen und der effektive Brechungsindex des umgebenden
Mediums zwischen dem des Spitzenmaterials und dem des Probenmaterials liegt [14]. In
Fliissigkeit sind van-der-Waals-Krifte stets schwicher als in Luft, da Wasser eine hohe
Dielektrizitdtskonstante (ex,0 ~ 80 im Vergleich zu ep s &~ 1) besitzt und alle drei van-
der-Waals-Beitrige eine 1/¢2-Abhingigkeit aufweisen. Bei Messungen in Luft werden die
van-der-Waals-Kréfte von den typischerweise starkeren Kapillarkriften (~ 10 — 100 n N
[12]) iiberlagert. Diese Kapilarkréfte resultieren aus diinnen Wasserfilmen, die auf der
Spitze und der Probenoberfliche durch Kondensation von Wasserdampf vorhanden sind
[15]. Beriihren sich die beiden Wasserfilme von Spitze und Probenoberfléche, so wirkt
auf die Spitze eine anziehende Kraft durch Meniskusbildung. In wissrigen Medien sind
haufig repulsive und attraktive elektrostatische Kréfte dominierend, die von dem pH-
Wert und der Ionenkonzentration der Losung abhingen. Diese Coulombkrifte entstehen
durch geladene Oberflichen, die durch Anlagerung von freien Ionen oder durch che-
mische Verdnderungen von funktionellen Oberflichengruppen (durch Aufnahme oder

Dissoziation von H*-Tonen) entstehen [16]. Kommt die Spitze in Kontakt mit der Pro-
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benoberfliiche, wirkt die kurzreichweitige Pauli-Abstofung mit einer 1/r'2-Abhiingigkeit
(Reichweite ~ 0,1 nm [11]). Coulomb-Kréfte haben eine grofere Reichweite als van-der-
Waals-Krifte und sind ebenfalls in Flissigkeit schwécher als in Luft (1/e-Abhéngigkeit).
Wirken nun Kréfte auf die Spitze, so fungiert der Cantilever als kraftiibertragendes Ele-
ment (engl.: transducer), dessen Auslenkung gemessen werden kann. Die am weitesten
verbreiteste Methode die Cantileverauslenkung zu messen, ist die sogenannte Lichtzeiger-
Methode (Abbildung 1) [17]:
Ein Laserstrahl (erzeugt durch eine Laserdiode) wird auf das Ende des Cantilevers ge-
4-Quadranten-
Photodiode

Laser

e

] Cantilever
Elektronik Probe
‘
Computer ,
X-y-z-Piezo

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops mit Lichizeiger-
Detektion. Die Elektronik verarbeitet die durch die Photodiode aufge-
nommen Informationen und regelt die piezoelektrische Keramik.

richtet und von diesem wiederum auf einen Spiegel reflektiert, der ihn schlieklich auf eine
sogenannte Vier-Quadranten-Photodiode lenkt. Wenn der Cantilever ausgelenkt wird,
registriert die Photodiode eine Verdnderung der Position des Laserstrahls mit einer mi-
nimalen nachweisbaren Auslenkung < 3 pm [10].

Ein Abbild der zu untersuchenden Probenoberfliche wird mit diesem Messprinzip er-
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zeugt, indem die Spitze die Probenoberfliche horizontal abrastert (dhnlich einer Plat-
tenspielernadel). Die detektierten ortsabhingigen Cantileverauslenkungen werden dann
als Riickkopplungssignal zur Steuerung der vertikalen Abstandsédnderungen der Spitze
benutzt und vom Computer zu einem Bild verarbeitet. Diese Abstandsinderungen wer-
den durch piezoelektrische Keramiken erzeugt, die je nach AFM-Aufbau entweder die
Spitze oder die Probenoberfliche mit einer Genauigkeit im Sub-Angstrem-Bereich [18]
reproduzierbar vertikal bewegen. Das AFM lésst sich in verschiedenen Messmodi betrei-

ben [19]:

o Kontaktmodus (engl.: contact mode): der Cantilever hat Kontakt zur Probenober-
fliche und repulsive Krifte (Pauli-Verbot) wirken auf ihn. Wahrend des Rastervor-
gangs wird entweder die auf die Spitze wirkende Kraft konstant' gehalten (engl.:
constant force mode) oder der Abstand der Spitze zur Probenoberfliche (engl:

constant height mode).

e Nichtkontaktmodus (engl: non-contact mode): der Cantilever wird in diesem Modus
nahe seiner Resonazfrequenz zum Schwingen angeregt und an die Probenoberfliche
angendhert. Wirken Kréfte auf die Spitze, so verschiebt sich die Resonazfrequenz
des Cantilevers und damit auch die Schwingungsamplitude. Diese Frequenzver-
schiebung wird als Regelgrofe fiir die Abstandsregelung benutzt und die Ampli-
tude konstant gehalten. Der Nichtkontaktmodus ist ist sehr gut fiir Messungen im
Vakuum geeignet, da hier die Resonanzkurve des Cantilevers einen scharfen Peak
besitzt und somit die Amplitude sehr empfindlich auf Anderungen der Resonzfre-

quenz reagiert.

e Tapping Mode: das AFM wird im Nichtkontaktmodus betrieben, allerdings hat

die Spitze kurzzeitigen Kontakt (us-Bereich [1]) mit der Probenoberfliche. Die

'Hierzu wird der Abstand zwischen Spitze und Probe durch einen Regelkreis nachgeregelt.
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Spitze tippt oder klopft an die Probenoberflache (engl.: tapping). Der Vorteil des
Tapping Mode ist, dass man sensible Biomolekiile schonender als im Kontaktmodus

abbilden kann, da die wirkenden lateralen Kréafte minimiert sind.

2.2 Kraftspektroskopie
2.2.1 Das Prinzip der AFM-Kraftspektroskopie

Das AFM ist auch in der Lage Krifte zu ermitteln, die zwischen der Spize und der
Probenoberfliche wirken (engl.: tip-sample interactions). Dabei dient der Cantilever als
sehr sensitiver Kraftsensor (Krifte bis in den pN-Bereich? sind zugiinglich [21]). Die
Kraftauflésung wird hierbei durch das thermische Rauschen des Cantilevers begrenzt
[22, 23] (Abschnitt 2.2.4). Die Auslenkung des Cantilevers Az wird durch die Positions-
anderung des Laserspots auf der Photodiode ausgelesen und mit der Federkonstanten k

(Abschnitt 2.2.3) nach dem Hooke’schen Gesetz

AF = —kAz (1)

in eine Kraft AF umgewandelt. Die auf den Cantilever wirkenden Kréfte werden durch
sogenannte Kraft-Distanz-Kurven bestimmt. Dabei wird die Spitze (kontrolliert durch
eine piezoelektrische Keramik (Abschnitt 2.1) vertikal auf die Probenoberfliche zu und
wieder von ihr weg bewegt. Die durch Spannung erzeugte Extension der piezoelektrischen
Keramik (kurz: Piezo) senkrecht zur Probenoberfliche wird durch einen sogenannten
LVDT-Positionssensor (Linaer Variabel Differential Transformator) gemessen.

Mochte man spezifische Dissoziationskrafte zwischen Molekiilen mit dem AFM messen,
so muss man die Cantileverspitze und die Oberfliche (Substrat) mit den zu untersuchen-
den Molekiilen funktionalisieren. Dabei miissen sowohl die Spitze als auch das Substrat

in vielen Fillen vorher chemisch pripariert werden, um eine geeignete Immobilisierung

*Mit Federkonstanten von 10 — 100 nN/nm sind Krifte im Bereich von 10 pN bis 10 4N detektierbar
[20].
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der Molekiile zu gewihrleisten [5, 24]. Hierbei ist entscheidend, dass die Bindungen zur
Spitze und zum Substrat um Grofenordnungen stirker sind als die Dissoziationskraf-
te der wechselwirkenden Molekiile. Somit sorgt die kovalente Anbindung der Molekiile
dafiir, dass die zu untersuchende (schwéchere) nichtkovalente Bindung zuerst reift. Die
Untersuchung von Biomolekiilen (Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen) in situ erfordert
Kraft-Distanz-Kurven in Fliissigkeit [12, 24]. Neben den erwiinschten spezifischen Wech-
selwirkungen zwischen den an Spitze und Substrat immobilisierten Molekiilen, kénnen
auch unerwiinschte unspezifische® Adhisionen auftreten. Diese Adhiisionen kénnen das
spezifische Dissoziationsereignis in der Riickzieh-Kurve (engl.: retract-line) verdecken,
weshalb man in der Regel die Molekiile iiber einen sogenannten PEG-Linker® an die Spit-
ze bindet. Durch den PEG-Linker erfolgt die Bindung in einer ausreichenden (durch die
Linkerlédnge definierten) Entfernung von typischerweise ~ 30 nm zur Probenoberfliche,
so dass das spezifische Dissoziationsereignis leichter von einer unspezifischen Adhision

unterschieden werden kann [26].

Ein typischer Kraft-Distanz-Zyklus durchlauft dabei verschiedene charakteristische Pha-
sen (Abbildung 2):

(1) Der Cantilever wird von seiner Anfangsposition® ausgehend an die Probenoberfliche
angenahert (engl.: approach-line). In dieser Annédherungsphase wirken noch keine Kréfte
auf die Spitze und es tritt keine Cantileverauslenkung auf (Az = 0).

(2) Die Spitze kommt in Kontakt mit der harten® Probenoberfliiche. Im Kontaktbereich
wird der Cantilever proportional zur Piezoposition von der Probenoberfliche weg ausge-
lenkt (Az > 0) und es gilt: Piezo-Extension = —Az. Der Oberflaichenabstand der Spitze

ist in diesem Kontaktbereich Null.

3 Adhssionen sind unspezifisch, da keine spezifischen Einzelmolekiile involviert sind. Sie entstehen
meist durch organische Kontaminationen von Spitze und Substrat [25]. Auch van-der-Waals-
Wechselwirkungen und Coulomb-Krifte konnen zu Adhésionen fiihren [12].

*PEG steht fiir Polyethylenglykol.

®Die Anfangsposition ist ein definierter vertikaler Abstand zur Probenoberfliche

SHier wird der Idealfall einer unendlich harten (nicht deformierbaren) Probenoberfliche angenommen
[24].
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approacn

Abbildung 2: Die verschiedenen Phasen einer typischen Kraft-Distanz-Kurve in Fliis-
sigkeit. Oben: die auf den Cantilever wirkende Kraft in Abhdngigkeit der
Piezoposition. Unten: je nach Piezoposition zeigt der Cantilever eine
charakteristische Auslenkung oder bleibt in seiner Ruhelage.

(3) Der Cantilever wird sukzessiv ausgelenkt bis eine vorgegebene Maximalkraft bzw.
maximale Verbiegung erreicht ist. Danach wird der Piezo (durch eine entsprechende An-
derung der Spannung) gestaucht und die Spitze entfernt sich von der Probenoberfliche.
(4) Die Aulenkung des Cantilevers verringert sich mit zunehmender Kontraktion des
Piezos kontinuierlich und erreicht den Bereich mit Az = 0. Wird die Spitze jedoch durch
eine unspezifische Adhésion in Kontakt mit der Probenoberfliche gehalten, so wird der
Cantilever zur Probenoberfliche hin ausgelenkt (Az < 0). Sobald die Adhésionskraft
iiberschritten ist, entfernt sich die Spitze abrupt von der Probenoberfliche und es gilt

wieder Az = 0.
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(5) Mit zunehmender Entfernung der Spitze von der Probenoberfliche wird der PEG-
Linker gestreckt. Es gilt weiterhin Az = 0.

(6) Hat sich wahrend der Kontaktzeit ein Rezeptor-Ligand-Komplex gebildet, bewirkt
das weitere Wegfahren der Spitze eine Dehnung des PEG-Linkers (sobald die Linge des
PEG-Linkers erreicht ist). Die PEG-Linker-Dehnung zeigt ein nichtlineares, paraboli-
sches Kraft-Distanz-Verhalten [27, 28]. Der Cantilever wird durch die wirkende Kraft
ausgelenkt (Az < 0).

(7) Die zunehmende Auslenkung des Cantilevers fiithrt schlieflich zum Erreichen der
Dissoziationskraft des Rezeptor-Ligand-Komplexes. Nachdem der Komplex dissoziert ist,

kehrt der Cantilever in die Position mit Az = 0 zuriick.

2.2.2 Funktionalisierung der Kraftsensoren

Die kovalente Immobilisierung der PEG-Linker an die in dieser Arbeit verwendete-
ten Cantilever mit Spitzen aus Si3/Ny (ohne Beschichtung) erfordert eine chemische
Funktionalisierung mit 3-Aminopropyltriethoxysilan [1, 29]. Dazu muss zunichst die
Si02-Schicht der Cantileverspitze durch eine Behandlung mit Salpetersiure (HNO3)
oxidiert werden. Durch diese Oxidation wird die SiO2-Schicht mit O H-Gruppen ver-
sehen. An das 3-Aminopropyltriethoxysilan kann dann der PEG-Linker (genauer: N-
Hydroxysuccinimid-Polyethylenglykol-Maleimid, kurz NHS-PEG-MAL) kovalent durch
seine NHS-Gruppe binden (Abbildung 3). Schlielich kann sich die DNA {iber ihre Thiol-
gruppe’ (SH-) kovalent an die Maleimidgruppe des PEG-Linkers binden (Abbildung 4).

2.2.3 Bestimmung der Federkonstanten

Die préizise Messung von Dissoziationskraften erfordert eine genau bekannte Federkon-

stante des Cantilevers. Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dass die Federkonstanten von

TAn die DNA wurde fiir diese Arbeit eine SH-Gruppe kovalent gebunden [6].
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» Aktivieren der Spitze mit HNO,

. . .
A M H h D A __.r.
SiOySigN,/ >0z T3, 5|0'.;I‘5i3N1’;S|C-H
9 ;"I5'0‘- N, /sioH
5 Oil"v""SiDJ SICHJIS-GH

* Reaktion mit APTES (Aminopropyltriethoxysilane)

—a | Si—0
e — Si—0—=8i—,

T — Si-0 NH,

Abbildung 3: 3-Aminopropyliriethozysilan-Molekiile binden kovalent an die Si3Ny-
Spitze. Aus |30].

0
-0
ﬁ Ocﬁ W | Si-0—=8i—, ﬁ' Q
N PEG— Si—0° — 4
g0 . | o - N orea— |
Si—0—=8i—, ﬂ !
Si-0 H, _ a
NHS-PEG-Mal
_OINA S0
HE—DN si0—s-, 7 2
. 80" — L 5—DNA
H ez —
o

Abbildung 4: Der  NHS-PEG-MAL-Linker  bindet  kovalent an  die  3-
Aminopropyltriethoxysilan-Molekille an der SisNy-Spitze. An  den
immbolisierten NHS-PEG-MAL-Linker wird die DNA kovalent iiber
ihre SH-Gruppe gebunden. Aus [30].

8 aus einer Hersteller-Charge nicht nur von den Herstellangaben abweichen,

Cantilevern
sondern sich auch untereinander unterscheiden [18][31]-[34]. Daher muss man vor je-
der Messung die Federkonstante des verwendeten Cantilevers ermitteln. Hierzu gibt es

mehrere Verfahren, die man in statische und dynamische Methoden unterteilt. Bei den

8Mit der gleichen Federkonstante laut Hersteller-Angabe.
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statischen Methoden iibt man eine exakt bekannte Kraft auf den Cantilever aus und
bestimmt die resultierende Auslenkung. Die dynamischen Methoden dagegen ermitteln
die Federkonstante iiber Cantilever-Schwingungen, da diese von der Federkonstante ab-
héingen. Einen Uberblick und Vergleich iiber die verschiedenen Methoden liefert [35].

Da in dieser Arbeit die dynamische Methode Thermal Noise Methode[18| verwendet

wurde, soll diese hier kurz vorgestellt werden:

Die Thermal Noise Methode ist eine weit verbreitete und sehr schonende Methode die
Federkonstante zu bestimmen. Mit ihr lassen sich Cantilever mit Federkonstanten bis
~ 200pN/nm kalibrieren [9].

Da die Cantileverauslenkungen bei Raumtemperatur im A-Bereich liegen [18], gilt die
Néherung des harmonischen Oszillators mit einem Freiheitsgrad (unter Vernachlissigung
héher Schwingungs-Moden). Ein harmonischer Oszillator im thermischen Gleichgewicht
mit seiner Umgebung oszilliert als Antwort auf das thermische Rauschen (Brownsche

Molekularbewegung). Die Hamiltonfunktion dieses Systems ist

1
+ *meﬁ‘wg Az, (2)

mit Az der Auslenkung des Oszillators, p dem Impuls des Oszillators, meg der effektiven
bzw. oszillierenden Masse und wy der Resonanz{requenz des Oszillators.

Nach dem Aquipartitionstheorem gilt
1 1
<2meﬂw8 A22> = §k:BT , (3)

wobei kp die Boltzmann-Konstante und 7' die absolute Temperatur bezeichnen. Mit

wo = k/m lasst sich dann die Federkonstante & des Cantilevers durch

kpT
(Az%)
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berechnen. Um die mittlere quadratische Cantileverauslenkung <A22> zu berechnen,
benétigt man zunichst die zeitabhingige Cantileverauslenkung Az(t). Diese erhilt man
als Losung der Bewegungsgleichung eines geddmpften harmonischen Oszillators unter

dem Einfluss einer externen Kraft (Langevin-Gleichung)

2
Mt élth(t) +2b % Az(t) + k Az(t) = Fyexp(iw t) (5)

wobei meg die effektive Cantilevermasse, Az(t) die zeitabhéngige Cantileverauslenkung,
k die Federkonstante des Cantilevers, b die viskose Dampfungskonstante des Cantilevers
und Fj exp(i wt) die zeitabhingige (durch Brownsche Molekularbewegung auf den Can-
tilever) wirkende periodische Kraft mit der Frequenz w darstellen. Die vollstéindige reelle

Lésung dieser Differentialgleichung ist

2

bt b
(wo—w)2—|—icos(w t+¢) , (6)

2 Meg

Az(t) = exp (— > A cos(wo t+¢) +

2 Mefrw

mit A der Amplitude der Schwingung, wg der Resonzfrequenz des Cantilevers und dem

bw
2_ 2
w?—w§

Phasenwinkel ¢ = arctan( ) [9]. Integriert man nun die Fouriertransformierte

dieser Losung Az(w) iiber den Frequenzraum, so erhilt man die mittlere quadratische

Cantileverauslenkung

(A2?) = /000 dw Az~(w)2 : (7)

(A2?) ist die Rauschleistung und Az(w)2 ist die Rauschleistungsdichte. Sieht man von

anderen Rauschquellen ab, so hat die Rauschleistungsdichte ein Lorentz-Profil

~ 2 A2 d
AZw) = 0% )
(wQ—w(Q)) + Q20
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wobei Ay die Amplitude der Lorentz-Kurve, wy die Resonanzfrequenz des Oszillators
und Q = wy/b die Giite der Lorentz-Kurve bezeichnen [36]. Durch einen Fit? werden Ay,
wo und @ ermittelt und dann zum Berechnen der Federkonstante verwendet.

Da die Rauschleistungsdichte durch die Position des Laserspots auf der Vier-Quadranten-
Photodiode ermittelt wird, hat sie die Einheit V2/Hz. Fiir die Bestimmung der Feder-
konstante ist aber eine Umrechnung in nm?/Hz erforderlich, da die mittlere quadrati-
sche Cantileverauslenkung (¢*) in nm? bekannt sein muss (Gleichung (4)). Dazu wird
eine Kraft-Distanz-Kurve auf hartem Untergrund (z.B. auf auf einem Gold-Plédttchen)
aufgenommen und die Steigung im Kontaktbereich (Abbildung 2) in V/nm bestimmt.
Dabei wird die Auslenkung (engl.: deflection) des Cantilevers von Volt (DefI[V]) in nm
(Defl[nm] umgewandelt. Mit der sogenannten inversen optischen Cantileversensitivitit

InvOLS[nm/V] (engl.: invertical otical lever sensivity) erhalt man
Defllnm] = Defl[V] - InvOLS [?} . 9)

Mit der InvOLS wird (4) zu

- kpT
b= (6V2) x2 InvOLS? ’ (10)

wobei <(5V2> die mittlere quadratische Cantileverauslenkung in Volt und y ein Korrek-
turfaktor darstellen. Der Korrekturfaktur resultiert daraus, dass die InvOLS-Werte fiir
einen frei schwingenden Cantilever und einem statisch (durch Oberflichenkontakt) aus-
gelenkten Cantilever verschieden sind. Aufierdem héngt der Korrekturfaktor auch von
der Grofe und Position des Laserspots auf dem Cantilever ab (genaueres dazu findet

man in [37]).

9Zur Berechnung der Federkonstanten wird die Amplitude des Weiflen Rauschens Awnpite von der Fit-
Funktion subtrahiert.
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Die auf den Cantilever wirkende Kraft F wird nun zugénglich:

FlpN] = Defl[nm] - k [’)N] (11)

nm
Diese Kalibrierungs-Methode hat allerdings (wie alle anderen Methoden auch) eine Un-

genauigkeit von 10-20 % [35, 38|.

2.2.4 Kraftauflosung der Kraftsensoren

Das thermische Rauschen fiihrt durch die Ortsfluktuationen (Oszillationen) (Az?) auch
zu Kraftfluktuationen (AF?) des Cantilevers. Aus (1) und (2) erhélt man fiir die minimal

messbare Kraft

AF=+\kgTk , (12)

wobei hier mit AF der RMS-Wert (engl.: root mean square value) gemeint ist. Nimmt
man z.B. eine Federkonstante von 10 pN/nm und eine Temperatur von 300 K an, so
erhilt man eine minimal messbare Kraft von = 6,43 pN.

Allerdings sind die Ortsfluktuationen nicht gleichméfig iiber das Frequenzspektrum ver-
teilt. Das Frequenzspektrum des Cantilevers wird durch seine Fahigkeit bestimmt, ther-
mische Energie aufzunehmen und durch Reibung wieder an das umgebende Medium ab-
zugeben (Fluktuations-Dissipations-Theorem). Der Cantilever kann der Anregung durch
die umgebenden Molekiile irgendwann nicht mehr folgen und die Amplitude klingt ab.
Oberhalb der sogenannten Grenzfrequenz reagiert der Cantilever immer weniger auf die
Anregung, was sich in der Abnahme der Rauschleistungsdichte (Abbildung 5) zeigt. Die
Grenzfrequenz wy 1isst sich durch die Federkonstante £ und die viskose Reibung b aus-

driicken:

o
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Rauschleistungsdichte Signal

Grenzfrequenz

Rauschniveau

IMessbandbreite

y

Frequenz

Abbildung 5: Rauschpektrum eines Cantilevers (schematisch) bei Umgebungsbedin-
gungen. Oberhalb seiner Resonanzfrequenz reagiert der Cantilever zu-
nehmend weniger auf eine duflere Anregung. Das Rauschniveau ldsst
sich nur durch eine hohere Grenzfrequenz verringern.

Fiir das Integral iiber die Rauschleistungsdichte <A22> gilt immer

kT

2 (14)

(822) =
Die Flache unterhalb der Frequenzkurve hingt damit bei gegebener Temperatur nur von
der Federkonstanten ab und ist unabhingig von der Grenzfrequenz. Damit hingt bei
einer definierten Federkonstante das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis nur von der Grenzfre-
quenz wy ab. Somit ist das Kraft-Rauschen AF bei vorgegebener Messbandbreite der
Frequenz kleiner, wenn die Grenzfrequenz hoher ist. Ein Cantilever mit einer kleineren
Federkonstante ist also nicht sensitiver als einer mit einer grofen Federkonstante. Die
einzige Moglichkeit die Auflésung zu erhohen ist demnach eine Verkleinerung der vis-
kosen Dampfungskonstante b. Da Biomolekiile allerdings hiufig in wassriger Umgebung
(physiologische Bedingungen) untersucht werden miissen, kann man fiir eine Verringe-

rung der viskosen Ddmpfung nur die Dimensionen des Cantilevers reduzieren.

2.2.5 Kinetik und Thermodynamik von Rezeptor-Ligand-Bindungen

Ein Rezeptor-Ligand-Komplex assoziiert mit einer On-Ratenkonstante (Assoziationsra-

tenkonstante) kO, (in s~!M 1) und dissoziiert mit einer Off-Ratenkonstante (Dissozia-
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tionsratenkonstante ) k0 (in s™!) nach folgenden Reaktionsgleichungen:

[R] + L] & [RL und [RL] bar, (R + (L], (15)

wobei [R] und [L] die Konzentrationen der freien Rezeptormolekiile und der freien Li-
gandmolekiile und [RL] die Konzentration der Rezeptor-Ligand-Komplexe darstellt.

Der Kehrwert der Off-Ratenkonstante 7 = k% ist die mittlere Lebensdauer der Bindung.
off

Die Off-Ratenkonstante k’gﬁ charakterisiert also die mittlere Lebensdauer der Rezeptor-
Ligand-Bindung: Je niedriger ihr Wert ist, desto langer hilt die Bindung und umgekehrt.
Auch die Affinitéit (Bindungsstirke) einer Rezeptor-Ligand-Bindung lisst sich mit k9,
und k2 ausdriicken; hierzu werden die Reaktionsgeschwindigkeiten der Assoziation und

der Dissoziation betrachtet:

d[RL] d[RL]
T koo [RI[L]  und  — T orr [RI[L] . (16)
Im thermodynamischen Gleichgewicht gilt dann kY, [R][L] = k2 [RL] und schlieflich

erhilt man damit die Gleichgewichtskonstante der Dissoziation (kurz Dissoziationskon-

stante)

[RIIL] _ kog .
Kp=-—-—==-% M 17
D= Rp Tk, @M (17)
die ein Maf fiir die Affinitdt der Rezeptor-Ligand-Bindung ist: Je niedriger die Disso-
ziationskonstante ist, desto grofer ist die Affinitit der Rezeptor-Ligand-Bindung. Mit

der Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie ist jedoch nur die Off-Ratenkonstante k:gﬂ Zu-

ginglich. Allerdings wird die Affinitdt einer Rezeptor-Ligand-Bindung durch die Off-
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Ratenkonstante kO dominiert, wohingegen die On-Ratenkonstanten kY, weniger stark
varileren [5, 39]. Nimmt man eine diffusionskontrollierte Assoziation einer Rezeptor-
Ligand-Bindung mit einer typischen On-Ratenkonstante von k9 = 105M~1s~1 [39] an,
so kann man letztlich die Dissoziationskonstante Kp abschétzen.

Mit der Dissoziationskonstanten Ky 14ft sich die Energiedifferenz von Anfangs- und
Endzustand der Rezeptor-Ligand-Reaktion ermitteln. Da biologische Reaktionen bei ei-
ner konstanten Temperatur und einem konstantem Druck ablaufen, benutzt man zur
Beschreibung von Reaktions-Energien hier die freie Enthalpie G(T,p) ( T ist die abso-
lute Temperatur und p der Druck (in bar)). In welche Richtung eine Rezeptor-Ligand-

Reaktion abliuft, wird somit durch die Differenz AG ausgedriickt:

AG = AH —TAS | (18)

wobei AH die Differenz der Enthalpien und AS die Differenz der Enthropien von

Anfangs- und Endzustand sind. Mit der freien Standardenthalpie'AG? gilt dann

AG=AG’—RTInKp , (19)

mit der universellen Gaskonstanten'! R = 8,314JK 'mol™!. Im thermodynamischen
Gleichgewicht (AG = 0) wird somit die freie Standard-Enthalpie durch die Dissoziati-

onskonstante definiert:

AG°=RTInKp . (20)

10(T = 1K, p = 1bar, pH-Wert = 7 und Anfangskonzentrationen der Rezeptor- und Ligandmolekiile
von 1M )

YR = Nakg, wobei N4 die Avogadro-Konstante und kg die Boltzmann-Konstante sind.
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Fiir Rezeptor-Ligand-Reaktionen ist AG? < 0, d.h. die Assoziation liuft spontan ab und
fiir die Dissoziation muff Energie zugefiihrt werden. Die Dissoziation kann nach Van‘t
Hoff und Arrhenius [40] als das thermisch aktivierte Uberwinden einer endlich hohen

Potentialbarriere betrachtet werden, deren Hohe AG* die Off-Ratenkonstante festlegt:

AGH
kSe(T) = wo exp <—kBT> , (21)

wobei wg der Frequenzfaktor (auch Praexponentialfaktor genannt) ist, den erst Kramers
genau berechnen konnte [41]. Ubertragen auf Rezeptor-Ligand-Komplexe heifit das:

Je nach Stirke der Rezeptor-Ligand-Bindung (AG*) und je nach Temperatur hat man
also eine endliche Anzahl an Rezeptor-Ligand-Komplexen, die pro Sekunde thermisch
aktiviert dissoziieren. Welchen Einfluss nun eine dufsere Kraft auf die Off-Ratenkonstante

kzgﬁ hat, soll im folgenden Abschnitt erldutert werden.

2.2.6 Die Theorie von Bell, Evans und Ritchie

Fiir die theoretische Beschreibung und Analyse von Rezeptor-Ligand-Dissoziationsprozessen

unter dem Einfluss einer dufleren Kraft waren zwei Erkenntnisse fundamental:

1. Legt man eine duflere Kraft an einen Rezeptor-Ligand-Komplex an, wird die Po-

tentialbarriere zwischen gebundenem und dissoziiertem Zustand abgesenkt [42].

2. Die Stirke einer Rezeptor-Ligand-Bindung hingt von der zeitlichen Entwicklung

der dufieren Kraft ab und unterliegt einer Verteilung [4].

Die dufiere Kraft durch den Cantilever kann in der harmonischen N&herung durch das

Potential

Ve, t) = % kit (@ — v1)2 | (22)
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beschrieben werden, wobei kg die effektive Federkonstante'?, x die Reaktionskoordina-
te!® und v die Riickzieh-Geschwindigkeit des Cantilevers sind.

Beschrinkt man sich auf kleine Werte fiir k.g, was auf die meisten realistischen Kraft-
spektroskopieexperimente'® zutrifft, so kann man V' (z, t) als annihernd linear betrachten
(Abbildung 6)[43]. Kleine Federkonstante meint hier, dass diese klein gegen die typi-
schen Kriimmungen bwz. Strukturen in der zu untersuchenden Energielandschaft ist.
Somit wird die freie Reaktions-Enthalpie G(z) zu G(z) + V (z,t) und damit zeitabhén-
gig. Damit wird auch die Héhe der Potentialbarriere AG* und die Off-Ratenkonstante
k‘gﬁ zeitabhingig. Je linger die dufere Kraft wirkt, desto kleiner wird also die Potential-
barriere. Die Dissoziation des Rezeptor-Ligand-Komplexes setzt ein, wenn die Héhe der
Potentialbarriere soweit abgesenkt ist, dass sie thermisch aktiviert Uberwunden werden
kann. Dies erfolgt auf einer Zeitskala von 7 = AG*/(kegv ) , die durch die sogenannte

Belastungsrate r := f(t) = keg v (engl.: loading rate) festgelegt wird:
AGHE) = AGH —rtag = AGHE) = AG — f(t) x5 (23)

wobei xg die Reaktionslédnge, d.h. der Abstand zwischen dem Minimum des gebundenen
Zustands und dem Maximum der Potentialbarriere auf Reaktionskoordinate (Abbildung
6) und f(t) die duflere Kraft ist.

Mit (23) wird auch die Off-Ratenkonstante k0 zeitabhingig!®:

AGY —rt z3
= _— . 24
koff(t) wo €Xp < kT ) ( )

12Die effektive Federkonstante setzt sich aus der Federkonstanten des Cantilevers, der Elastizitétskon-
stanten des PEG-Linkers und der Elastizitit der komplexbildenen Molekiile und der eventuell vor-
handenen Polymer-Linker fiir die Immobilisierung der Molekiile auf dem Substrat zusammen.

13Der gesamte Phasenraum wird hier auf die Reaktionskoordinate projeziert

'4In Einzelmolekiilexperimenten gilt meist der Grenzfall der kleinen effektiven Federkonstante. Auch
deshalb, weil noch ein Polymer-Linker vorhanden ist, der zur effektiven Federkonstante beitragt.

15Gilt solange AGH —rt xg > kp T ist und Riickreaktionen in den gebundenen Zustand vernachldssigt
werden konnen.
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Um nun die Dissoziationskrifte von Rezeptor-Ligand-Komplexen zu analysieren, nutzt

man aus, dass es zwei Zeitskalen gibt:

1. Die ultraschnelle diffusive Relaxationszeit (tp ~ 10710 — 107%s [3, 44].) in das

thermodynamische Gleichgewicht des gebundenen Zustands.

2. Die im Vergleich dazu extrem langsame Anderung der duferen Kraft f(t) = r¢ im

Experiment (~ 10~% bis min [44]).

Das heift also, dass die Off-Ratenkonstante kqg(t) nur von der instantan wirkenden
duferen Kraft abhingt. Damit hingt das Verhalten des Rezeptor-Ligand-Komplexes
nur vom aktuellen Zustand ab, die vorherigen Zustinde spielen keine Rolle. Mit dieser
Voraussetzung lisst sich die Wahrscheinlichkeit p,(¢t) des Uberlebens der Bindung bis
zum Zeitpunkt t unter einer fuReren Kraft durch einen Markov-Prozess erster Ordnung!

ausdriicken [45]:

dp,(t AGY—rtx
pdt( ) —pr(t) kore(t) = —pr(t) wo exp <IME) ; (25)
mit p,(t =0) = 1.
Die Losung von (25) ist (mit 8 = 1/kp T')
pr(t) = exp ﬁc:(;ﬁe_’g AGj&(l - e’grmﬁ)] . (26)

Mit dieser Losung erhélt man eine Verteilung von Dissoziationszeiten tp bei einer defi-

nierten Belastungsrate r

153obald f(t) > ks T/xzs gilt, nimmt die Off-Ratenkonstante kom(t) sehr schnell zu. AuRerdem entfernen
sich Rezeptor und Ligand nach der Dissoziation schneller voneinander, als sie durch Diffusion erneut
assoziieren konnen, so dass die On-Ratenkonstante k9, sehr schnell Null wird.
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G(x)

Gix)+V(x.0)

Abbildung 6: Ein zeitabhdingiges Potential V (x,t) beschreibt die dufere Kraft, die
durch den Cantilever ausgetibt wird. Dadurch verkleinert sich die Hohe
der Potentialbarriere.

dpr(t)
dt

dtp = woe_’B(AGi_rtDmB)eXp |:Bwoe_ﬁAGi(1 - eﬁrtDIﬁ):| dtp (27)
T.’L’ﬁ

tp

und entsprechend eine Verteilung von Dissoziationskriften Fp = rtp

_dP(f(1))

i dFp = wge_ﬁ(AGi_rFDxﬁ)exp [wOe_BAGI(l - eBTFDmﬂ)] dFp . (28)

Brag

Fp

Aus dem Maximum dieser Verteilung erhilt man die wahrscheinlichste Dissoziationskraft
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_AGH 1 Brag
Fax(r) = 5 +ﬁxgln< o > . (29)

Mit (21) erhélt man daraus die fiir die Bestimmung der Reaktionslinge x5 und der

Off-Ratenkonstante kY grundlegende Formel

Fmax(r) = ﬁlxﬁln (51:0:/6> . (30)

Dieser Zusammenhang zwischen der wahrscheinlichsten Dissoziationskraft und der Be-
lastungsrate r ist die Grundlage der dynamischen Kraftspektroskopie (engl.: dynamic
force spectroscopy, kurz DFS).

Um nun die Off-Ratenkonstante kgff zu ermitteln, wird die Riickzieh-Geschwindigkeit
v (und damit r) iiber mehere Grofenordnungen variiert die jeweilige Belastungsrate r
gegen die jeweilige wahrscheinlichste Dissoziations-Kraft Fi,ax(r) halblogarithmisch auf-
getragen. Dabei ergibt sich eine lineare Abhéingigkeit. Die Steigung der resultierenden
Regressions-Geraden liefert dann die Reaktionslinge xg. Aus der Extrapolation zum

Wert Fiax(ro) = 0 kann schlieflich die Off-Ratenkonstante k0 berechnet werden.

2.2.7 Die Heterogenitdt chemischer Bindungen

Die oben beschriebene Theorie von Bell, Evans und Ritchie wird als Standardtheorie
fiir die Analyse von kraftspektroskopischen Experimenten bezeichnet. Diese Standard-
theorie wurde in mehrere Richtungen erweitert und verfeinert [44][46]-[50], allerdings
blieb das zugrunde liegende physikalische Bild der Dissoziationsvorginge unverindert.
Im Jahr 2003 wurde von Mykhaylo Evstigneev (Universitiat Bielefeld) und Peter Rei-
mann (Universitit Bielefeld) eine optimierte Theorie und daraus folgend eine optimierte
Analyse der experimentell erlangten kraftspektroskopischen Daten vorgeschlagen [51].

Die wesentlichen Punkte dieses neuen Ansatzes sollen hier kurz vorgestellt werden.
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Die Standardtheorie beschreibt einen Dissoziationsvorgang als thermisch aktivierten Zer-
fall eines metastabilen Zustands, der durch einen Markov-Prozess erster Ordnung (Glei-
chung (25)) charakterisiert wird. Ein weiterer Hauptbestandteil der Standardtheorie
ist die Unabhiingigkeit der instantan am Rezeptor-Ligand-Komplex wirkenden &uferen

Kraft

f(t)=F(vt) (31)

von der Riickzieh-Geschwindigkeit v. Die instantan wirkende Kraft f(¢) hangt damit
nur von der Extension s = v t aller elastischen Komponenten des Setups (Canti-
lever, Linker, Molekiile etc.) ab. Da sich unter realen Bedingungen alle elastischen
Komponenten nahe an ihrem thermodynamischen Gleichgewichtszustand befinden (Ab-
schnitt 2.2.6), ist f(¢) unabhéngig von der Geschwindigkeit v, mit der diese Extension
ansteigt. Einen experimentellen Beleg fiir die Geschwindigkeitsunabhéngigkeit der Kraft-
Distanz-Charakteristik f(t) zeigt Abbildung 7. Desweiteren zeigt Abbildung 7, dass die
Kraft-Distanz-Charakteristik f(¢) ndherungsweise als linear angenommen werden kann.
Mit dieser linearen Approximation erhélt man eine Kraft-Distanz-Charakteristik der

Form
F(s)=kegs , (32)

die fiir die Herleitung von p,(¢) und damit Fihax (Gleichungen (26) und (30)) bereits

vorausgesetzt wurde.

Aus den Gleichungen (25) und (31) folgt fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Bindung P, (f) bis zur dukeren Kraft f bei definierter Riickzieh-Geschwindigkeit v

1 Kog(f!
P(f) = exp <_v /fmindf F,(Fff(l](cf),))> . (33)
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Abbildung 7: Auschnitt aus vier verschiedenen Kraft-Distanz-Kurven mit jeweils ei-
nem Dissoziationsereignis zwischen einem expEl/E5-DNA-Fragment
und einem expG-Protein. Zwei Kraft-Distanz-Kurven wurden mit einer
Riickzieh-Geschwindigkeit von 100 nm/s (durchgezogene Linien) und
zwei weitere mit einer Riickzieh-Geschwindigkeit von 5000 nm/s (ge-
strichelte Linien) aufgenommen. Vor dem Dissoziationspunkt fallen die

vier f(t)-Kurven (abgesehen von Rauscheinfliissen) zu einer Masterkur-
ve zusammen. Aus [52].

Hierbei ist Kog(f) = kog(t) und fmin bezeichnet die Kraft, unterhalb derer Dissoziations-
krifte nicht mehr vom Kraftrauschen (Abschnitt 2.2.4) unterschieden werden kénnen.
Zusétzlich wird hier angenommen, dass F'(s) mit zunehmender Extension der elastischen
Komponenten streng monoton wiichst, so dass die inverse Funktion F~!(F(s)) existiert.
Gleichung (33) impliziert, dass die Funktion —v In P,(f) geschwindigkeitsunabhingig
ist. Wenn man folglich —v In P,(f) fiir verschiedene Riickzieh-Geschwindigkeiten gegen
f plottet, miissen demnach alle Daten zu einer einzelnen Masterkurve zusammenfallen.
Die steht jedoch im Widerspruch zu den experimentellen Resultaten [53, 52].

Aus einem Datensatz von N, experimentell bestimmten Dissoziationskréften f,, bei einer
definierten Riickzieh-Geschwindigkeit v (n = 1,..., Ny, fr, > fmin fiir alle n) kann man

einen Schiitzwert P,(f) fiir die wahre Uberlebenswahrscheinlichkeit der Bindung P, (f)
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bestimmen:
- 1 N
Bf)y=5 D 0= 1) (34)
" n=1

wobei (z) := [*_dy é(y) die Heavyside-Sprungfunktion mit der Kovention 6(0) =

N[ =

bezeichnet. Nach Definition gilt P.(f) — Py(f) fiir N, — oo mit einer Wahrscheinlichkeit
von 1. Ohne weitere a priori Annahmen iiber das gegebene System ist Gleichung (34) die
beste Abschétzung fiir P.(f) aus einem endlichen Datensatz von NN, Dissoziationskréiften
bei einer festen Belastungsrate r [52]. Wie in Abbildung 8 zu erkennen ist, fallen die mit
einem experimentell erhaltenen Datensatz bestimmten Schiitzwerte —v In P,.(f) nicht zu
einer Masterkurve zusammen. Daraus folgt eine Unvereinbarkeit der experimentellen Be-
obachtung mit Gleichung (33) und damit eine Inkompatibilitit mit der Standardtheorie.
Es wurden verschiedene Systeme diesbeziiglich mit dynamischer Kraftspektroskopie un-
tersucht und in allen Fillen wurde die Inkompatibilitdt mit der von der Standardtheorie

vorhergesagten Masterkurve fiir die Funktionen —v In P.(f) bestétigt [54].

Um diese Widerspriiche zu beseitigen, wird daher in der optimierten Theorie [51] eine
Heterogenitit chemischer Bindungen angenommen. Dadurch bleiben die Gleichungen
(25) und (31) giiltig, mit der Ausnahme, dass Kyg(f) zufilligen Variationen bei der
Wiederholung der Kraft-Distanz-Zyklen unterworfen ist. Als Konsequenz hieraus folgt,
dass die experimentell bestimmte Wahrscheinlichkeit P,(f) (Gleichung (34)) nicht mit
P.(f) (Gleichung (33)) verglichen werden kann. Ein Vergleich von P,(f) ist nur mit
dem tber die (einer Wahrscheinlichkeitsverteilung unterworfenen) Off-Ratenkonstanten
Ko (f) gemittelten Wert P.(f) sinnvoll. Eine Wahrscheinlichkeitsverteilung von Kog(f)

kann die folgenden méoglichen physikalischen Ursachen haben:

e Zufillige Variationen und Fluktuationen der lokalen Umgebungung (Tonen, Wasser
und Losungsmittelmolekiile) des Rezeptor-Ligand-Komplexes. Eine Verdnderung

der lokalen Umgebung fiihrt zu einer Variation von lonenstirke, pH-Wert und
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Abbildung 8: Die Funktion —v In p,(f) = —v In P.(f) fiir verschiedene Riickzich-
Geschwindigkeiten v angewendet auf eine Verteilung von experimentell
bestimmten Dissoziationskriften eines DNA-Protein-Komplexes (ExpG-
Protein und die expFE1-Promotorregion). Wie hier deutlich zu erkennen
ist, fallen die Funktionen —v In ]5r(f) fir verschiedene v nicht zu ei-
ner Masterkurve zusammen. Die durchgezogen Linien wurden mit der
Annahme einer Heterogenitdt von chemischen Bindungen theoretisch
vorhergesagt. Aus [52].

elektrischen Feldern, wodurch der Dissoziationsprozess beeinflusst wird.

e Strukturelle Fluktuationen infolge thermischer Aktivierung kénnen zu verschiede-

nen Konformationen des Rezeptor-Ligand-Komplexes fiihren.

e Der Rezeptor-Ligand-Komplex kann verschiedene Orientierungen zur Richtung der
dukeren Kraft f haben. Dadurch resultieren unterschiedliche Abhiingigkeiten der

Off-Ratenkonstanten Kog(f) von f.

o Verschiedene unspezifische Bindungen kénnen in geringer, aber nicht zu vernachlés-
sigender Anzahl die gleiche Kraft-Distanz-Chrakteristik der zugehoérigen Dissozia-
tionsprozesse wie die spezifischen Bindungen besitzen. Dadurch kénnen die unspe-
zifischen Dissoziationsereignisse nicht von den spezifischen unterschieden werden

und sind folglich im experimentellen Datensatz der Dissoziationskrifte enthalten.
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Um den Einfluss der Heterogenitit chemischer Bindungen zu quantifizieren, wird die
Off-Ratenkonstante Koq(f) = Ko(f; X) von einen Satz von Parametern X bestimmt.
Diese Parameter sind zufillig verteilt, ausgedriickt durch die Wahrscheinlichkeitsdich-
te p(X; i), die selbst noch von Fitparametern i anhingt. Die X—Abhé;ngigkeit der Off-
Ratenkonstante Kog(f;X) fiihrt zu einer Uberlebenswahrscheinlichkeit der chemischen
Bindung bis zur &ufleren Kraft f der Form

. f Iy
P(f5X) = exp <—1 I de) . (3)

Gleichung (34) kann dann mit dem Mittelwert

o [dX p(X i) Pu(fi N)
Fr(fii) = de p(x;ﬁ P, fmin;x)

(36)

verglichen werden. Die angenommene Heterogenitit chemischer Bindungen fiihrt schliefi-
lich zu einer Randomisierung der beiden Parameter kgﬂ und « (X = (k:gﬂ, a)) in Gleichung

(24)
Ko = kog exp(a f) | (37)

wobei o = z3/kp T gilt. Eine Randomisierung von kg ist jedoch nicht mit den experi-
mentellen Daten kompatibel [1]. Aukerdem hat eine Randomisierung von « aufgrund der
Exponentialfunktion einen grofieren Einfluss als die zufillige Verteilung von k:gﬁ, so dass
man zur Vereinfachung k‘gﬂ als konstant annehmen kann. Die zugehorige Wahrschein-

lichkeitsdichte lasst sich durch eine abgeschnittene Gaufifunktion
plas i) = N eap (—(a — am)2/2 0%) 6(a) (38)

ausdriicken [54], wobei a;, und o den Mittelwert und die Streuung (Dispersion) von o
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approximieren und N eine Normalisierungskonstante darstellt. Ab einer bestimmten re-
lativen Dispersion o/, kann jedoch der aktuelle Mittelwer & = a () := [ da o p(o; i)
deutlich grofer als der wahrscheinlichste Wert ay,, werden [52]. Unphysikalische negative
Werte fiir o werden durch die Heavyside-Sprungfunktion 6(«) ausgeschlossen. Da kOg
hier als konstant angenommen wird, wechselt dieser Parameter von dem Satz X in den
Satz der Fitparameter 7 = (klg, am, o). Im Grenzfall o — 0 gilt P.(f) — P.(f) mit
& = ay, und es bleiben noch zwei Fitparameter X = (K, ).

Bis jetzt wurden die Funktion —v In P.(f) und —v In P.(f) betrachtet. Traditionell
wird aber in den meisten Fillen die Verteilung der Dissoziationskrifte —dP,(f)/df (und
entsprechend —dP,(f)/df) fiir die Analyse von kraftspektroskopischen Messungen ver-
wendet (Abschnitt 2.2.6). Ein bekanntes Problem der Standardtheorie wird in Abbildung
9 deutlich: die theoretischen Fitkurven (gestrichelte Linien) und die aus experimentell
erlangten Daten erstellten Histogramme der Dissoziationskréifte-Verteilungen weichen
merklich von einander ab. Die Fitkurven nach der Standardtheorie wurden mit den
Fitparametern k¢ und o = av, erstellt [52]. Die aus der optimierten Theorie hervor ge-
henden Fitkurven (durchgezogene Linien) mit den Fitparameter k¢, o und o stimmen
dagegen gut mit den experimentellen Daten (Histogrammen) iiberein (Abbildung 9).

Die wahrscheinlichste Dissoziationskraft Fi,,x maximiert nach Definition die Verteilung

(a) o002 (by 0.02
v = 50 nmis v =100 nm/s
— 0015 N, =20 — 0015 q N.=44
| H
z v i
=) =
= 001 — = 00l
3 S
= 0.005 = 0005 Jq%[
0 S0 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
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Abbildung 9: Histogramme: dieselben experimentell erlangten Dissoziationskrifte wie
in Abbildung 8 fiir (a) v =50 nm/s und (b) v = 100 nm/s mit N, = N,.
Durchgezogene Linien: theoretische Kurven —dp,(f)/df = —dP,(f)/df.
Aus [52].
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—dP,.(f)/df innerhalb des Bereichs f > fmin:

Finax = max{ fmin, fo} mit d?P,(fo)/df* =0 . (39)

Aus der Standardtheorie folgt mit Gleichung (30)

Frax = max{fmim a_l hl(Oé Kett U/kgﬂ)} : (40)

Nach der Standardmethode plottet man Fiax gegen In r und bestimmt kgff und « durch
einen linearen Fit (Abschnitt 2.2.6). Dabei wird Fiax(r) fiir jede Belastungsrate r
durch einen Fit der experimentell erlangten Dissoziationskrifte-Histogramme mit der

Gaulfunktion

y(f) = c1 exp(—ca (f — ¢3)*) + ca (41)

abgeschétzt, wobei ¢y, ..., ¢4 die Fitparameter sind. Die Anwendung des Gaukfits (Glei-
chung (41)) auf die Dissoziationskrifte-Histogramme liefert allerdings immer noch eine
zufriedenstellende Approximation fiir kgﬂ und @ , da die Abhingigkeit dieses Fits von
der Dispersion o anndhernd vernachlissigbar ist [52]. Wichtig ist hier die Unterscheidung
zwischen Standardmethode und Standardtheorie. Die Standtheorie ist im Gegensatz zur

Standardmethode nicht mehr zufriedenstellend.
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3 Biologische Grundlagen

In diesem Abschnitt werden die fiir diese Arbeit relevanten Biomolekiile und biologischen

Prozesse vorgestellt.

3.1 Proteine und Peptide

Proteine sind polymere Makromelekiile, die aus sogenannten proteinogenen Aminosdu-
ren aufgebaut sind. Dabei werden die Aminosiuren in einer exakt vorgegebenen Reihen-
folge zu einer linearen, unverzweigten Kette zusammengefiigt. Fs gibt 20 verschiedene
proteinogene Aminosiduren, deren gemeinsames Strukturmerkmal ein zentrales C-Atom
(Cq) mit vier verschiedenen Substituenten ist: eine Aminogruppe (-NHj), eine Carboxyl-
gruppe (-COOH), ein H-Atom und eine variable Seitenkette (-R). Die variable Seitenkette
ist charakteristisch fiir jede Aminosiure und bestimmt ihre Grofie, ihre Form, ihre elek-
trische Polaritit bzw. Ladung und ihre chemische Reaktivitdt. Durch die unterschiedliche

Polaritit der Seitenketten werden Proteine in drei Kategorien eingeteilt:

1. unpolare Aminosiuren 2. polare Aminoséduren 3. geladenene Aminosiuren.
oo coo coo oo coo
HEN-CrH  HIN-CzH  HIN-CrH HIN-CH HIN-CH
H CH, cH CH, H-C~CH
CH; CHj ey CHz
cfi; CH, CHy
Glycin Alanin Valin Leucin Isoleucin
- co0~ -
600 coo” goo™ . 70 ¢oo
HIN-CzH oo zH HIN-GaH G HIN-CrH
Tz HEN™ o CH, e CH,
CH, HoC~
i
S Ho HN,
;
CHg
OH
Methionin Prolin Phenylalanin Tyrosin Tryptophan

Abbildung 10: 10 proteinogene Aminosduren haben unpolare Seitenkelten. Aus [55].

Aminosiuren werden durch CO-NH-Bindungen verkniipft, sogenannte Peptidbindungen.
Die Peptidbindung ensteht dabei immer zwischen der a-Caboxylgruppe der einen Ami-
nosiure und der a-Aminogruppe der anderen Aminosiure. Eine einzelne Aminosiure-

einheit (-NH-C,HR-CO-) in der Aminosdurekette (auch Peptidkette genannte) wird als
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QOO’ CIZOCY (IDOO* E}OOf QOO’
HIN-C-H HIN-CH H3N-CrH HIN-CzH HIN-CzH
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Abbildung 11: 5 proteinogene Aminosduren haben polare Seitenketten. Aus [55].

QOO_ (ISOO_ CIZOO_ EIZOO_ (IDOO_
H_IN—;,;H H3N-CzH HIN-CaH HIN-CzH HIN-CrH
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@ O (& CH, CHy \—pNH*
LA Y [ 1 NH
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Asparaginsdure Glutaminsdure Lysin Arginin Histidin

Abbildung 12: 5 proteinogene Aminosduren haben geladene Seitenketten. Aus [55].

Aminosdurerest bezeichnet. Ein Polymer mit weniger als 50 Aminosiuren wird konven-
tionsgemiik als Peptid bezeichnet, ab 50 Aminosiuren spricht man von einem Protein'?.
Da die a-Aminogruppen alle auf derselben Seite der C,-Atome liegen, befindet sich an
einem Ende der Peptidkette eine freie Aminogruppe (N-Terminus). Am anderen Ende
befindet sich eine freie Carboxylgruppe (C-Terminus). Somit haben Proteine eine fest
forgegebene Richtung, in der die einzelnen Aminosduren verkniipft werden: immer vom
N-Terminus zum C-Terminus. Die lineare Abfolge von Aminosduren in einem Protein
wird als Sequenz oder Primdrstruktur bezeichnet.

Damit ein Protein eine bestimmte Funktion ausiiben kann, muss die durch die Primér-
struktur definierte Peptidkette in eine dreidimensionale Anordnung gebracht werden. Als
Sekunddrstruktur bezeichnet man die rdumliche Anordnung von einzelnen Abschnitten
der Peptidkette. Dabei kommt es zu Wechselwirkungen zwischen in der Primérstruktur
nahe beieinander liegender Aminosiuren und es bilden sich regelmifige'® Sekundirstruk-
turen. Zu den regelmifigen Sekundarstrukturen zihlen die a-Heliz und das - Faltblatt.

Die a-Helix ist eine spiralférmig verdrillte, stabformige Struktur der Peptidkette, die

"Proteine kénnen bis zu 4000 Aminosiuren enthalten [56, 55]
'8Hier sind typische repetitive Elemente vorhanden.



34 3 Biologische Grundlagen

durch Wasserstoffbriicken zwischen Peptidbindungen entstehen. Jedes liber Wasserstoft-
briicken wechselwirkende Paar von Peptidbindungen ist durch drei Aminosiurereste ge-
trennt und die Seitenketten zeigen wie Stacheln aus der a-Helix heraus. Das (-Faltblatt
ist eine planare Aneinanderreihung von sogenannten (§-Stringen. 3-Stringe sind vollstin-
dig gestreckte, kurze Bereiche des Peptidriickgrats!?, die so nebeneinander angeordnet
sind, dass sich Wasserstoffbriicken in regelméfligen alternierenden Absténden zwischen
den Peptidbindungen benachbarter Stringe bilden konnen. Die Seitenketten befinden
sich abwechselnd ober- und unterhalb der faltblattférmigen Ebene der 8-Strénge.

Zu den unregelmékigen Sekundarstrukturelementen gehoren die Haarnadelschleife (engl.:
turn) und die Schleife (engl.: loop). Haarnadelschleifen sind U-férmig und bestehen aus
drei bis vier Aminosduren [56], die durch Wasserstoftbriicken zwischen dem ersten und
letzten Aminosiurerest stabilisiert werden. Diese Sekundirstrukturelemente bilden enge
Kurven an Proteinoberflichen. Mit diesen Kurven windet sich die Peptidkette wieder
zuriick ins Innere des Proteins. Im Gegensatz zu den wohldefinierten kurzen Haarnadel-
schleifen, sind Schleifen komplex und lang.

Um die grofie Zahl von Sekundirstrukturelementen in einem Protein iibersichtlich dar-
zustellen, wurde das Bandermodel entwickelt (Abbildung 13).

Viele Proteine enthalten sogenannte Strukturmotive, die durch eine spezifische Kombina-
tion von Sekundirstrukturen definiert sind und eine charakteristische dreidimensionale
Struktur bilden. Ein Beispiel dafiir ist das heliz-loop-heliz-Motiv (Abschnitt 3.3.2).
Die gesamte dreidimensionale Anordnung der Peptidkette (mit all ihren Sekundarstruk-
turelementen) wird als Tertigrstruktur bezeichnet. In der Tertifrstruktur werden die
Sekundirstrukturelemente iiberwiegend?” durch nicht kovalente Bindungen zusammen-
gefiigt: Salzbriicken (ionische Bindungen), Wasserstoffbriicken und van-der- Waals-Kréfte
[55]. Die Gesamttertifirstruktur eines Proteins ldsst sich oft in kleinere, unabhéngige Ter-

tidrstruktureinheiten untergliedern, die man als Domdnen bezeichnet. Domé&nen haben

!9Fine Peptidkette ohne Seitenketten nennt man Peptidriickgrat.
*OFinige Proteine enthalten auch Disulfidbriicken.
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Abbildung 13: Beispiel fir das Bindermodell der Sekunddrstrukturelemente. Aus [55].
Hierbei wird nur der Verlauf des Peptidriickgrats dargestellt, wo-
bei eindeutige Symbole fiir a-Helices (Spirabénder) und (-Faltblitter
(breite Bander oder Pfeile) benutzt werden. Die restliche Peptidkette
wird als ’Kabel” dargestellt.

oft eine bestimmte Funktion innerhalb eines Proteins, wie z.B. das Binden von anderen
Molekiilen [57]. Komplexe Aufgaben erfordern oft, dass sich mehrere Peptidketten zur so-
genannten Quartdrstruktur zusammenlagern. Dabei wird die Quartirstruktur durch die-
selben nichtkovalenten Wechselwirkungen wie bei der Tertidrstruktur stabilisiert. Auch
kovalente Disulfidbriicken kénnen hier zusatzliche Stabilitit liefern.

Aminosiduren werden hiufig durch Kiirzel dargestellt. Beim sogenannten Dreibuchsta-
bencode gibt man in der Regel die ersten drei Buchstaben des Trivialnamens an (z.B.
Ala fiir Alanin). Wenn lange Abfolgen von Aminosiuren angegeben werden, benutzt man

den sogenannten Einbuchstabencode (z.B. A fiir Alanin).
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3.1.1 Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Eine der Hauptaufgaben der Proteine ist das spezifische Erkennen und Binden von ande-
ren Molekiilen, sogenannten Liganden. Die enorme Kombinationsmoglichkeit der Amino-
sduren in der Peptidkette erméglicht der Proteinoberfliche im Prinzip jede vorstellbare
Form anzunehmen, die fiir die molekulare Erkennung von Liganden nétig ist. Protein
und Ligand bilden dabei komplementire Oberflichen aus, die genau ineinander passen
(Schliissel-Schloss-Prinzip). Da Proteine ihre Liganden nur voriibergehend binden sollen,
sind die Wechselwirkungskrifte in den meisten Fillen?! relativ schwach. Die reversiblen
Protein-Ligand-Bindungen werden durch Wasserstoffbriicken, van-der-Waals-Bindungen

und Salzbriicken generiert [55].

3.2 DNA

Nucleinsduren liefern als Triger der Erbinformation die Informationen fiir die Amino-
sduresequenzen der Proteine. Sie sind langkettige Polymere und bestehen aus Nucleotid-
bausteinen, deren linearen Abfolge die gesamte Information fiir den Aufbau einer Zelle
oder eines Organismus enthélt. Es gibt zwei Typen von Nucleinsduren: die DNA (Des-
oxyribonucleinsiure) und die RNA (Ribonucleinsiure), die jeweils aus vier verschiedenen
Nucleotiden aufgebaut sind. Ein Nucleotid besteht aus drei Komponenten: eine Phos-
phatgruppe ist mit einem Zuckermolekiil (Pentose??) verkniipft, welches wiederum mit
einer organischen Base verbunden ist. Die Pentose der DNA ist eine Desozyribose, die
RNA enthélt eine Ribose. Beide Pentosen unterscheiden sich nur durch eine H-Gruppe
bei der DNA anstatt der OH-Gruppe bei der RNA am zweiten C-Atom (Abbildung 15).
Aufierdem unterscheiden sich DNA und RNA im Basensatz. Sowohl die DNA als auch
die RNA enthalten die Basen Adenin, Guanin und Cytosin. Thymin kommt nur in der

DNA vor, Uracil dagegen nur in der RNA. Die Nucleinsdure-Basen sind heterozyklische

*'"Enzyme konnen ihre Liganden zwischenzeitlich kovalent binden [55].
?2Zuckermolekiil mit fiinf C-Atomen.
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Verbindungen?®, die sich in Purine (Adenin und Guanin) und Pyrimidine (Thymin,

Cytosin und Uracil) unterteilen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Nucleinsdure-Basen unterteilen sich in Purine und Pyrimidine. Die
N- und C-Atome der Basen werden ohne Strich durchnummeriert. Aus

[58].

Die vier unterschiedlichen Basen erlauben sowohl der DNA als auch der RNA eine enorme
Kombinationsméglichkeit verschiedene Nucleotide zu einem Polymer zusammenzufiigen.
Nucleotide haben 2 Verkniipfungsstellen, durch die sich weitere Nucleotide iiber soge-
nannte Phosphodiesterbindungen (Abbildung 16) kovalent binden kénnen: das phospho-
rylierte 5-Ende und die freie 3'-OH-Gruppe. Nucleinsiuren wachsen immer in 5-3/-
Richtung (Abbildung 16). Wegen dieser biologischen Syntheserichtung von Polynucleo-
tidsequenzen gibt es die Kovention, Polynucleotidsequenzen immer von links nach rechts
in der Richtung 5 — 3’ zu schreiben und zu lesen. Die Zuckermolekiile der Nucleotide
verdndern sich nicht, die Basen allerdings schon. Deswegen wird die Sequenz der fertigen
Polynucleotid-Kette im Einbuchstabencode der Basen?* in 5'-3/-Richtung angegeben.
Die Sequenz der Polynucleotidkette wird analog zu Peptidketten als Primdrstruktur
der Nucleinsduren bezeichnet. Und vergleichbar zu den Peptidketten nehmen auch Po-
lynucleotidketten eine dreidimensionale Struktur an, die durch nichtkovalente Wechsel-

wirkungen zusammengehalten wird. Primérstrukturen von DNA und RNA sind sich oft

%Die Ringe der Basen enthalten N- und C-Atome.
24 A,G,T,C und U stehen fiir die einzelnen Basen, sie werden aber auch oft als Symbol fiir die kompletten
Nucleotide benutzt.
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Abbildung 15: Ein RNA-Nucleotid enthdlt immer eine Ribose, das DNA-Nucleotid
dagegen immer eine Desoxyribose. Die Ring-Atome sind durchnumme-
riert und zur Unterscheidung der Basen-Atome mit Strichen versehen.
Aus |58].
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Abbildung 16: Nucleotide polymerisieren zu einer einstringigen DNA-Sequenz. Aus
[55].

sehr dhnlich, sie unterscheiden sich allerdings deutlich in ihrer Konformation [55, 56, 58|.
Im Gegensatz zur RNA besteht die DNA aus zwei Polynucleotid-Stringen, die schrau-
benférmig umeinander gewunden sind, weshalb diese Anordnung auch als Doppelheliz

bezeichnet wird. Zur Unterscheidung von Einzelstrang-DNA und Doppelstrang-DNA
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Abbildung 17: Durch Wasserstoffboriicken vermittelte Watson-Crick-Basenpaarunyg.
Aus |58].

werden auch die Kiirzel ssDNA (engl.: single stranded dna) und dsDNA (engl.: double
stranded dna) benutzt. In der DNA-Doppelhelix bilden die Zucker-Phosphat-Stringe die
AuRenseite (DNA-Riickgrat) und die Basen sind im Inneren der Doppelhelix in paral-
lelen Ebenen dicht iibereinander gestapelt. Die beiden Polynucleotid-Strénge der dsD-
NA sind antiparallel zueinander angeordnet?. Dabei werden die Polynucleotid-Stringe
durch eine spezifische Basenpaarung zusammengehalten. Hierbei wechselwirkt Adenin
iiber zwei Wasserstoffbriicken mit Thymin, wohingegen Guanin mit Cytosin drei Was-

serstoffbriicken ausbildet (Abbildung 17).

Neben dieser Basenpaarkomplementaritat erhdlt die DNA-Doppelhelix weitere Stabilitat
durch van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den eng gestapelten Basenpaaren. Die
A/T- und G/C-Basenpaare bezeichnet man auch als Watson-Crick-Basenpaare.

Eine DN A-Helix kann in der links- oder rechtsgingigen Form vorliegen, die rechtsgiingige
Helix ist allerdings vorherrschend [56]. Die am héufigsten vorkommende?® DNA-Struktur
ist die sogenannte B-DNA (Abbildung 18). Die dichtgestapelten Basenpaare sind ent-
lang der Helixachse in einem regelméfigen Abstand von 0,34 nm angeordnet und eine

komplette Windung hat einen helikalen Abstand von 3,4 nm (Abbildung 18). Auf diese

%Die 5'-3'-Orientierungen verlaufen entgegengesetzt
26Dje B-DNA ist die stabilste Form unter physiologischen Bedingungen.
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3,4 nm entfallen 10 Basenpaare [55]. Durch die Verwindung der beiden DNA-Striange in
der B-DNA-Helix bilden sich auf der Oberfliche zwei Typen von Furchen aus: eine grofie
Furche (engl.: major groove) mit einer Tiefe von ca. 0,85 nm und eine kleine Furche
(engl.: minor groove) mit einer Tiefe von ca. 0,75 nm aus (Abbildung 18) [55]. Diese
Furchenbildung hat eine funktionelle Bedeutung. Ein Bereich jeder Base ist dadurch fiir
kleine und grofte Molekiile zuginglich, die durch Kontakte mit in den Furchen lokalisier-
ten chemischen Gruppen an die DNA binden. Somit wird die spezifische DNA-Bindung
regulatorischer Proteine moglich (Abschnitt 3.3.2). Die B-DNA wechselt bei sehr gerin-
gen Feuchtigkeitsbedingungen in die A-DNA. Eine komplette Windung enthilt in der
A-DNA 11 Basenpaare und hat eine Linge von 2,3 nm. Im Gegensatz zur B-DNA lie-
gen hier die gestapelten Basen leicht gekippt vor. Die Z-DNA hat eine linksgéingige Helix
und besteht aus alternierenden Purin- und Pyrimidinnucleotiden. Das Zucker-Phosphat-
Riickgrat hat eine Zickzack-Form, wodurch der Name Z-DNA inspiriert ist.

Die Linge von dsDNA-Stringen wird in Basenpaaren (kurz bp) angegeben. Dabei ent-
spricht ein bp dem helikalen Abstand zwischen zwei benachbarten Basenpaaren, der in

der B-DNA eine Linge von 0,34 nm hat [55].

3.3 Protein-DNA-Wechselwirkungen
3.3.1 Genexpression

Ein Gen ist eine DNA-Sequenz, die fiir die Produktion eines bestimmten Proteins oder
eines RNA-Molekiils?” zustiindig ist [56]. Die Genexpression bezeichnet den gesamten
Prozess, bei dem die Information einer DNA-Sequenz durch die Bildung eines Proteins
entschliisselt wird. Der erste Schritt der Genexpression ist die sogenannte Transkription,
die Umschrift der DNA-Sequenz in eine RNA-Sequenz (messenger-RNA, kurz mRNA).

Die Sequenz-Information der mRNA wird dann von sogenannten Transfer-RNAs, kurz

*TEs gibt verschiedene RNA-Typen, die unterschiedliche Aufgaben in der Zelle wahrnehmen [55].
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3,4 nm

Abbildung 18: B-DNA. Die Riickgrate der Polynucleotid-Stringe sind farbig (blau und
violett) verschieden. Die Purin- und Pyrimidenbasen sind durch hellere
Farben gekennzeichnet. A) Die Struktur wiederholt sich alle 3,4 nm
entlang der Heliz-Achse. B) Blick auf die Heliz von oben. Aus [58].

tRNA ausgelesen, die als Adaptermolekiile jeweils einem Nucleotid-Triplett?® genau eine
Aminosiure zuordnen. Die einzelnen Aminosiduren werden dann zu einer Peptidkette
zusammengefiigt.

Die Transkription wird durch die RNA-Polymerase realisiert, einem Enzym?® das nach
der Vorlage der DNA-Matrize einzelne Nucleotide zu langen Polynucleotiden verkniipft.
Eukaryoten” besitzen drei Polymerasen mit verschiedenen Funktionen. Man unterschei-
det drei Phasen der Transkription: Initiation, Elongation und Termination. Gene besit-
zen Erkennungssequenzen fiir RNA-Polymerasen (Promotor-Regionen) an die diese in

der Initiationsphase binden.

28Genetischer Code: Tripletts von Nucleotiden definieren jeweils eine Aminoséure.
2Enzym: Protein mit einem aktiven Zentrum. Enzyme beschleunigen chemische Reaktionen.
30Eukaryoten sind gro und haben einen Zellkern, im Gegensatz zu den kleineren, kernlosen Prokaryoten.
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Transkriptionsstart

-35 -10 +1 +10
5 —TTGACA TATAAT CAGGTCG——13'
3'—AACTGT ATATTA GTCCAGC —5'
DNA —
Transkription

Abbildung 19: Startsignale der Transkription in Prokaryoten. Die Position +1
gibt die Startstelle der Transkription an. Die Plattform fiir RNA-
Polymerase bilden die Positionen -40 bis +20. Die Startsignale liegen
ca. 10 bzw. 85 Nucleotide stromaufwdrts vom Transkriptionsstart.

In Prokaryoten sind die Startsequenzen der RNA-Polymerase oft DNA-Abschnitte aus
sechs Nucleotiden wie z.B. die TATA-Box (TATAAT) und TTGACA (Abbildung 19).
Solche Sequenzen, die in dhnlicher Weise hiufig in Genen vorkommen, nennt man Con-
sensussequenzen. In der Elongationsphase wandert die RNA-Polymerase die DNA in
3’-5’-Richtung entlang und synthetisiert dabei einen zur DNA-Matrize konplementéren
RNA-Strang immer in 5-3'-Richtung. Die RNA-Synthese wird so lange kontinuierlich
fortgefiihrt, bis die RNA-Polymerase auf ein Stopp-Signal trifft. Diese Terminationspha-
se ist bei Eukaryoten komplexer, da hier aufser einem Stoppsignal noch andere Faktoren

zur Termination beitragen.

3.3.2 Kontrolle der Genexpression

Zellen miissen oft die Produktion neuer Proteine an verdnderte Umweltbedingungen
(z.B. Nahrstoffangebot) anpassen. Daher ist eine Kontrolle der Genexpression unerlis-
slich. Ein wichtiger Ansatzpunkt fiir die kontrollierte Genexpression ist die Transkription.
Dabei spielen sogenannte Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle. Transkriptionsfak-
toren sind Proteine, die aktivierend (Aktivatoren) oder hemmend (Repressoren) auf die
Transkription wirken kénnen. Sie binden iiber DNA-bindende Doménen spezifisch an be-
stimmte DNA-Sequenzen, um die benachbarte Transkription zu beeinflussen [59]. Diese
regulatorischen DNA-Abschnitte haben eine Lange von 6-20 bp [60]. Einen Einblick in

die Methoden zur Identifizierung dieser DNA-Sequenzen findet man in [61]-[64].
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Ein Aktivator kann den DNA so verbiegen, dass der Promotor-Bereich fiir die RNA-
Polymerase leichter zuginglich wird, so dass die Transkription verstirkt wird. Repres-
soren konnen sich derart an die DNA binden, dass die RNA-Polymerase keinen Zugang
mehr zur Promotor-Region hat. Daneben gibt es noch Repressoren, die an zwei verschie-
denen Stellen stromaufwérts der Promotor-Region binden, so dass sich eine DNA-Schleife
bildet, die die Bindung der RNA-Polymerase an den Promotor verhindert. In Eukaryoten
wird im Gegensatz zu den Prokaryoten ein Proteinkomplex aus allgemeinen und spezi-

fischen Transkriptionsfaktoren gebildet [55, 56].

Die spezifische Bindung zwischen Transkriptionsfaktoren und DNA erfolgt typischerweise
durch eine a-Helix (Abschnitt 3.1), die mit der grofen Furche®! der DNA (Abschnitt 3.2)
wechselwirkt [55, 66]. Diese Helix bezeichnet man als Erkennungsheliz. Die Geometrie
der a-Helix ist dabei ideal fiir eine Wechselwirkung der Seitenketten mit den Basen der
DNA [66]. Transkriptionsfaktoren unterteilen sich in verschiedene Familien |67, 68|, die
sich durch die Sekundérstrukturelemente (Abschnitt 3.1) der DN A-bindenden Doménen
unterscheiden. Eine wichtige Gruppe unter den Transkriptionsfaktoren bildet jene, die
tiber ein heliz-turn-heliz-Motiv an die DNA bindet [69]-[72]. Dieses DNA-erkennende
Motiv besteht aus zwei a-Helices (bestehend aus je 7-9 Aminosduren [55]), die durch
einen [-turn von 3 bis 4 Aminosiuren verbunden sind. Beide a-Helices sind in einem
Winkel von 120° angeordnet [73]. Die zweite3? a-Helix ist hierbei die Erkennungshelix,
sie bindet spezifisch an eine entsprechende Erkennungssequenz in der grofen Furche der
DNA. Die erste a-Helix (nicht eingelagert in die grofe Furche) wechselwirkt dagegen
unspezifisch mit der DNA und sorgt dadurch fiir eine Stabilisierung der Wechselwir-
kung zwischen der zweiten a-Helix und der DNA (Abbildung 20). Auch auferhalb des
helix-turn-helix-Motivs gelegene Proteinregionen haben einen Anteil an der spezifischen

DNA-Erkennung.

31Es gibt auch Transkriptionsfaktoren die mit a-Helices in der kleinen Furche binden [65].
32Die zweite a-Helix vom N-Terminus aus betrachtet.
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Abbildung 20: Die spezifische DNA-Erkennung des lac-Repressors als Beispiel fir
einen Transkriptionsfaktor mit einem heliz-turn-heliz-Motiv. Die Er-
kennungsheliz H2 bindet spezifisch mit der grofien Furch der DNA,
wdhrend die zweite a-Helix H2 in einem 120°-Winkel dber H1 ange-
ordnet ist. Aus [55]

Es gibt aber auch helix-turn-helix-Motive, deren a-Helices durch eine Schleife (Ab-
schnitt 3.1) aus bis zu 21 Aminosiuren verkniipft sind [74], die zusammen mit den
beiden a-Helices an der DNA-Bindung teilnimmt [75]. Zur Subfamilie der helix-turn-
helix-Transkriptionsfaktoren mit einer Schleife anstatt eines G-turns gehéren die winged
heliz-turn-heliz Proteine (kurz winged heliz). Die winged-helix-Topologie beeinhaltet
drei a-Helices (H1, H2 und H3 bzw. o', o2 und o?), drei 3-Striinge (S1, S2 uns S3 bzw.
BY, 32 und %) und zwei ‘Fliigel’®® (engl.: wings) (W1 uns W2). In der N-terminalen
Hilfte des winged-helix-Motivs befinden sich die drei a-Helices und ein kurzer 8-Strange
(S1). Die C-terminale Halfte enthélt zwei antiparallel angeordnete 3-Strange (S2 und S3)
(auch (-hairpin genannt) und die beiden Fliigel (W1 und W2). Der Fliigel W1 verbin-
det dabei die 3-Stringe S3 und S2, wihrend sich der Fliigel W2 vom [3-Strang S3 bis

33Mit Fliigel sind hier Schleifen (loops) gemeint.
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zum C-Terminus der DNA-bindenden Doméne erstreckt [76]. Diese Schleifen flankieren
die Erkennungshelix H3 und erinnern so an die Fliigel eines Schmetterlings (Abbildung

21), wodurch auch der Name winged helix inspiriert ist. Die beiden Fliigel W1 und W2

W1

L

w2

Abbildung 21: Schematische Darstellung der winged-heliz-Topologie. Die FErken-
nungsheliz H3 ist rot markiert.

kénnen die DNA-Bindung durch unspezifische Wechselwirkung mit der DNA zusétzlich
stabilisieren [77]. Da die a-Helices H2 und H3 in dem winged-helix-Motiv durch eine
Schleife verbunden sind, konnen diese in Winkeln von 100° bis 150° relativ zu einander
angeordnet sein |78, 79].

Die meisten Proteine, die iiber eine helix-turn-helix-Struktur an die DNA binden, bilden

Dimere und haben somit ein Paar von Erkennungs-Helices |72].

3.3.3 Spezifitdt der Transkriptionsfaktor-DNA-Wechselwirkung

Transkriptionsfaktoren sind in der Lage, die korrekte DNA-Bindungssequenz unter ei-
ner enorm groken Anzahl von potentiellen Bindungsstellen innerhalb des Genoms** zu
erkennen [80]. Diese DNA-Erkennungsstellen haben durch ihre individuellen Kombina-

tionen von Basenpaaren eine chemische ’Signatur’, die durch die Seitenketten der DNA-

34Das Genom ist die Gesamtheit der genetischen Information einer Zelle oder eines Organismus [56].
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bindenden Doméne erkannt werden kann [66]. Die spezifische Erkennung wird dabei
durch eine zur DNA-Erkennungssequenz strukturell komplementire Proteinoberfliiche
(z.B. das helix-turn-helix-Motv, Abschnitt 3.3.2) und durch spezifische Wechselwirkun-
gen® zwischen den Aminosiure-Seitenketten und den Basen der DNA gewiihrleistet [81].
Es gibt jedoch keine 1:1-Korrespondenz zwischen Aminosiuren uns Basen bzw. keinen
einfachen Code, der die Wechselwirkungen zwischen Seitenketten und den Basen be-
schreibt [82]-|84]. Allerdings kann man durch eine statistische Analyse der Verteilung
von Aminosiuren, die eine Base umgeben, Préferenzen fiir bestimmte Amninosiure-
DNA-Wechselwirkungen angeben [82, 85]. Diese Analyse zeigt, dass Purin-Basen starke
Priferenzen fiir vier Aminosiuren (Arginin, Lysin, Glutaminn und Asparagin) haben,
wéihrend Pyrimidin-Basen grofie Variationen in ihren Aminosiure-Priferenzen aufwei-
sen. Die Sequenz-Spezifitit der Bindung wird hauptsichlich durch Wasserstoffbriicken
zwischen Aminosiure-Seitenketten und DNA-Basen gewéhrleistet, da Wasserstoffdonor-
und Wasserstoffakzeptor-Gruppen nahe und koliniar zueinander angeordnet sein miissen

[66]. Eine hohere Spezifitat wird erreicht, wenn eine Aminosiure-Seitenkette zwei oder

A Minor groove B Minor groove
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Abbildung 22: Ubersicht tber die mdglichen Erkennungsstellen der grofen Furche
(magor groove) und der kleinen Furche (minor groove). Die Pfeile ver-
laufen auf die Wasserstoffakzeptoren zu und von den Wasserstoffdona-
toren weg. Das Basenpaar Adenin/Thymin hat 5 Erkennungsstellen,
wdhrend das Basenpaar Guanin/Cytosin 6 Erkennungsstellen bereit

stellt. Aus [86].

3%Die wechselwirkenden chemischen Gruppen der Aminosiuren-Seitenketten und der Basen miissen kom-
patibel sein.
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mehr Wasserstoffbriicken mit einer Base oder einem Basenpaar ausbildet. Auch komple-
xere Wasserstoffbriicken zwischen einer Aminosiure und mehr als einem Basenpaar sind
moglich. Dabei sind folgende Wasserstoftbriicken-ausbildende Paare von Aminoséuren
und Basen besonders hiufig zu finden: Arginin, Lysin, Serin und Histidin mit Gua-
nin und Asparagin und Glutamin mit Adenin [86]. Durch Wassermolekiile vermittelte
Wasserstoftbriicken spielen ebenfalls eine Rolle in der Protein-DNA-Komplexbildung,
allerdings ist immer noch nicht vollstindig aufgekldrt, welche Rolle diese Bindungen
in der spezifischen DNA-Erkennung spielen [80, 87]. Den grofiten Anteil an Protein-
DNA-Wechselwirkungen haben die van-der- Waals-Kontakte [86], die eine wichtige Rol-
le in der Bildung des Protein-DNA-Komplexes spielen [66]. Auch auf die spezifische
DNA-Erkennung haben van-der-Waals-Bindungen einen Einfluss. Insbesondere van-der-
Waals-Bindungen zwischen Aminosiure-Seitenketten und der Methyl-Gruppe (CHsz—)
von Thymin sind fiir die Spezifitdt der Protein-DNA-Bindung wichtig |86].

Abbildung 23: Beispiele von Protein-DNA-Kontakten. (A) Zweifache Wasserstoff-
briicken zwischen einer Arginin-Seitenkette und Guanin (gelb gestri-
chelte Linien) und van-der-Waals-Kontakte zur Methyl-Gruppe von
Thymin. (B) Zweifache Wasserstoffbricken zwischen Glutamin und
einer Adenin-Seitenkette im A Repressor-DNA-Komplex. Diese Sei-
tenkette bindet noch iiber eine weitere Wasserstoffbriicke an eine zwei-
te Glutamin-Seitenkette, die mit einer Phosphatgruppe wechselwirkt.
(C) Durch ein Wassermolekil vermittelte Wasserstoffbriicke im Trp
Repressor-DNA-Komplezx. Aus [66].

Mehr als zwei Drittel aller Typen von Protein-DNA-Kontakten besteht aus Wechselwir-

kungen mit dem Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA [86]. Die Bindungsstérke wird da-
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bei hauptséchlich durch Salzbriicken zwischen positiv geladenen Aminoséure-Seitenketten
und den negativ geladenen Phosphatgruppen und Wasserstoffbriicken mit den Phos-
phatgruppen bestimmt. Diese Wechselwirkungen hingen nicht direkt von der zugrunde
liegenden DNA-Sequenz ab und liefern somit den Hauptbeitrag fiir die Stabilitiat des
Protein-DNA-Komplexes. Auch sequenzabhingige Konformationsinderungen der DNA

im Protein-DNA-Komplex tragen zur spezifischen DNA-Erkennung bei [80].

3.3.4 Der Transkriptionsfaktor PhoB

PhoB ist ein Transkriptionsfaktor (Grofe: 26 kDa [88]) aus dem Bakterium FEscherichia
Coli*%, der den Phosphatmetabolismus regelt [89]. Dabei aktiviert PhoB die Expressi-
on von mehreren Genen (phoA, phoFE, pstS etc.) und aktiviert so den Transport und
die Aufnahme von Phosphat [88, 90, 91]. Wenn die Phosphatkonzentration in dem Kul-
turmedium gering wird, phoshoryliert das Transmembranprotein®’ PhoR den Aktivator
PhoB [92]. Durch die Phosphorylierung dndert sich die Konformation von PhoB derart,
dass sich der Transkriptionsfaktor an die sogenannte Pho-Boz mit der Consensussequenz
(Abschnitt 3.3.1) (5-CTGTCATA(A/T)A(T/A)CTGTCA(C/T)-3")?® binden kann
[88]. Dadurch dndert sich die DNA-Struktur und die RNA-Polymerase (Abschnitt 3.3.1)
kann mit PhoB wechselwirken und somit die Transkription starten.

PhoB besteht aus zwei Doménen 39

, einer N-terminalen regulatorischen Phosphorylierungs-
Doméne PhoB(1-127) und einer C-terminalen DNA-bindenden Doméne PhoB(128-229)
[92, 94, 95]|. Die DNA-bindende Doméne gehort zu den winged heliz-turn-heliz-Proteinen
(Abschnitt 3.3.2) [96] und besteht aus 7 [-Strdngen und 3 a-Helices (Reihenfolge:
B 32 33 8t at a2 a3 4% 37 [93]). In jedem PhoB-DNA-Komplex bindet die Erkennungs-

helix o (Aminosiurereste 192-206) spezifisch an die TGTCA-Sequenz in der groken Fur-

36Escherichia Coli ist ein Darmbakterium von Sdugern [55].

3T Transmembranproteine durchqueren sowohl die Innen- als auch die Aufienseite der Zellmembran.

38(T/A) bedeutet T oder A etc..

3Die regulatorische Domine ist mit der DNA-bindenden Domiine iiber einen 6 Aminosiurereste umfas-
senden Linker (bzw. Schleife) verbunden [93].
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che der Pho-box-DNA. Die Schleife, die die Erkennungshelix a® mit der Stabilisierungs-
helix a? (Aminosiurereste 176-184) verbindet, wechselwirkt dabei mit der sogenann-
ten o"-Untereinheit [55] der RNA-Polymerase und aktiviert dadurch die Transkription
[88, 93, 97]. Man bezeichnet diese Schleife deshalb auch als transactivation loop. Der
C-terminale -hairpin-turn (Aminosdurereste 219-221) bildet den wing, der fiir die Er-
kennung der kleinen Furche verantwortlich ist.

1 a? und o?), des transacti-

PhoB wechselwirkt unter Involvierung von drei a-Helices («
vation loop und des C-terminalen (-hairpin iiber spezifische und unspezifische Kontakte
mit der der groken Furche der Pho-Box-DNA (Abbildung 24. Die Helix ! wechselwirkt
unspezifisch mit dem Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA: Prol157 bildet eine van-der-
Waals-Bindung mit dem Zucker von C4 und Thr158 bindet iiber zwei Wasserstoftbriicken
mit dem Phosphodiester zwischen C4 und T5 in der TGTCA-Sequenz. Die Helix o?
ist parallel zur DNA-Helix-Achse angeordnet und {iberbriickt die grofse Furche durch
unspezifische DNA-Riickgrat-Kontakte mit ihren beiden terminalen Aminosiureresten
Argl76 und Trpl184. Dabei wechselwirkt Argl176 mit dem Phosphodiester zwischen T12’
und T13’ und Trpl184 bindet an den Phosphodiester zwischen T5 und G6. Der transacti-
vation loop bildet iiber Glul91 eine Wasserstoftbriicke mit dem Phosphodiester zwischen
T7 und G8 in der TGTCA-Sequenz aus. Die Erkennungshelix o2 ist fast senkrecht zur
DNA-Helix-Achse orientiert und sorgt fiir spezifische und unspezifische DNA-Kontakte:
Argl193, His198, Arg200 und Arg203 wechselwirken unspezifisch iiber Salzbriicken mit
verschiedenen Phosphodiestern im DNA-Riickgrat (Abbildung 24). Weitere unspezifi-
sche Kontakte der Helix a® werden durch Thr194 und Arg200 ausgebildet, die iiber zwei
Wasserstoftbriicken mit Phosphodiestern (zwischen G6 und T7 und zwischen T16’ und

G17) wechselwirken.

Die spezifischen Kontakte mit der TGTCA-Sequenz beinhalten van-der-Waals-Bindungen

zwischen Thr194 und Vall97 mit T7. Diese van-der-Waals-Bindungen verhindern, dass
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ValgaT L
Glu191

Abbildung 24: Die Kontakte zwischen PhoB und der Pho-Box-DNA im Detail. Links:
Die an der DNA-Bindung von PhoB beteiligten Sekunddrstrukturele-
mente mit den bindungsrelevanten Aminosduren. Rechts: griine Stri-
che kennzeichnen Wasserstoffbriicken und Salzbriicken und rote Punk-
te symbolisieren van-der- Waals-Bindungen. Aus [93].

sich PhoB in einer invertierten Orientierung an die DNA bindet??. Weitere spezifische
Kontakte mit der TGTCA-Sequenz werden durch die zwei Wasserstoffbriicken zwischen
Arg 201 und G6 vermittelt. Der C-terminale (-hairpin wechselwirkt unspezifisch iiber
vier Wasserstoffbriicken mit den beiden Phosphodiestern zwischen A15” und T13’, die
durch Thr217, Tyr223 und Gly220 vermittelt werden. Diese Wasserstoffbriicken sorgen
dafiir, dass sich die im wing ((-hairpin-turn) plazierte Aminosidure Arg219 in die klei-

ne Furche eindringen kann (24). Dadurch kann Arg219 spezifische und unspezifische

“°Die zu TGTCA komplementire Sequenz im Gegenstrang ist ACAGT und unterscheidet sich damit
nur durch A18 anstatt T7 von dieser in 5 — 3'-Richtung gelesen.
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Abbildung 25: PhoB bindet als Dimer an die Pho-Box-DNA. Dargestellt sind die
DNA-bindenden Domdnen, die jeweils eine TGTCA-Sequenz erken-
nen. Die Erkennungshelices sind rot markiert. Aus 1GXP.pdb.

Abbildung 26: Detailansicht der spezifischen DNA-Kontakte der Erkennungshe-
liz durch die drei Aminosduren Thr194, Val197 und Arg201. Aus
1GXP.pdb.
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Kontakte mit der AT-reichen Region, die an die TGTCA-Sequenz angrenzt, herstellen.
Arg219 bindet unspezifisch iiber eine Wasserstoffbriicke mit dem Zucker von T13’ und
spezifisch iiber zwei Kontakte zu den Basen von A13 und T13.

Wird die regulatorische Doméne phosphoryliert, so bilden sich PhoB-Dimere [98] (Ab-
bildung 25). Die C-terminale DNA-bindende Doméne von PhoB kann allerdings auch
ohne die N-terminale Phosphorylierungs-Doméne an die Pho-Box binden [88] und ist

sogar ein noch besserer Transkriptions-Aktivator als das gesamte PhoB-Protein [96].
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4 Materialien und Methoden

In diesem Abschnitt werden die angewendeten Priparationen der Cantilever und Sub-
strate sowie die verwendeten Materialien und Geréte vorgestellt. Aufierdem werden die
fiir die kraftspektrokopischen Messungen relevanten Paramter und die Analyse der Kraft-

Distanz-Kurven dargestellt.

4.1 Rasterkraftmikroskop

Das fiir die Kraftspektroskopie-Messungen in dieser Arbeit verwendete Rasterkraftmi-
kroskop ist das MFP-3D-BIO™ (Asylum Research, Santa Barbara, CA 93117, USA).
Das Herzstiick dieses Rasterkraftmikroskops ist ein Messkopf (Abbildung 27), der die
Kraft-Distanz-Kurven durch einen integrierten Z-Piezo*! generiert. Der Z-Piezo im Stan-
dard MFP-3D-BIO™-Messkopf hat eine maximale Extensionslinge von 16 pm, der in
dieser Arbeit verwendete Messkopf wurde jedoch durch einen Z-Piezo mit einer ma-
ximal ausfahrbaren Distanz von 35 pm erweitert. Die Steuerung und Aufnahme der
Kraft-Distanz-Kurven sowie die Bestimmung der Federkonstanten durch die Thermal-
Noise-Methode wurde mit der Standard-Software von Asylum Research (basierend auf

Igor Pro 6.04, Wavemetrics) durchgefiihrt.

4.1.1 Kraftspektroskopie-Parameter

Fiir die Durchfiihrung der Kraft-Distanz-Kurven sind die folgenden Parameter bedeu-

tend :

1. Force Distance: die maximale Distanz, um die sich der Z-Piezo wihrend eines

Kraft-Distanz-Zyklus ausdehnt.

1Der Mess-Kopf kann auch zum Abbilden von Proben benutzt werden. Zu disem Zweck besitzt das
MFP-3D-BIO™ eine sogenannte X-Y-Stage [99], die die Oberfliche durch Piezos in X-Y-Richtung
bewegt.
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Z Stage Z Piean

PD Mirror

Z-Stage Flexure

Incident Baam
Photodetecion

Recollimation Lens

Reflected Beam Cantilever Region

Abbildung 27: Schematischer Aufbau des MFP-3D-BIO™_Messkopfes. Aus [99)].

2. Approach Velocity: die Geschwindigkeit, mit der sich der Cantilever an die Pro-

benoberfliche anndhert.

3. Retract Velocity: die Geschwindigkeit, mit der sich der Cantilever von der Pro-

benoberflache entfernt.

4. Sample Rate: die Anzahl der aufgenommenen Datenpunkte der Riickzieh-Kurve

pro Sekunde.
5. Dwell Time: die Verweilzeit der Cantileverspitze im Kontaktbereich.

6. Trigger Point: die maximale Kraft, die der Cantilever im Kontaktbereich auf die

Probenoberfliche wihrend eines Kraft-Distanz-Zyklus ausiibt.

7. Fit Width: der Frequenzbereich, der fiir den Fit des thermischen Rauschspektrums

verwendet wird.

8. Mazimum Samples: die Anzahl der Frequenzdurchliufe, die fiir fiir das thermische

Rauschspektrum durchgefiihrt werden.
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Parameter Wert

Force Distance 120 nm

Approach Velocity 3000 nm/s

Retract Velocity | 85 — 8000 nm/s

Dwell Time 0-0,1s
Trigger Point 400 pN
Fit Width 6 kHz
Maximum Samples 100

Tabelle 1: Die fiir diese Arbeit verwendeten Werte der Kraftspektroskopie-Parameter.

Der Betrag der Sample Rate wurde immer auf das Vierfache des Betrages der Retract
Velocity eingestellt. Hat der Cantilever z.B. eine Riickzieh-Geschwindigkeit von 1000
nm/s, so wird die Sample Rate auf 4000 kHz eingestellt.

4.2 Kraftsensoren

Fiir diese Arbeit wurden zwei verschiedene Typen von Si3Ny-Cantilevern mit pyra-
midenformigen, unbeschichteten Spitzen (ebenfalls aus SizN4) benutzt: MSCT-AUHW
(Veeco Instruments, Santa Barbara, CA, USA) und OMCL-TR400PSA (Olympus, To-
kyo, Japan). Die OMCL-TR400PSA-Chips*? besitzten jeweils zwei verschieden grofie
V-formige Cantilever. Dagegen haben die MSCT-AUHW-Chips jeweils sechs Cantilever
unterschiedlicher Grofe (Cantilever A-F), fiinf davon sind V-formig und einer ist recht-
eckig. Fiir die Messungen wurden nur V-formige Cantilever verwendet. Die Riickseiten
sind sowohl bei den MSCT-AUHW-Cantilevern als auch bei den OMCL-TR400PSA-

Cantilevern beschichtet (dufkere Schicht: Gold, innere Schicht: Chrom).

42Chip meint hier das Substrat, an dem die Cantilever montiert sind.
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Hersteller Olympus Veeco

Federkonstante | Nominal-Wert: 20 pN/nm | Nominal-Wert: 10 pN/nm

Spitzen-Radius Nominal-Wert: 15 nm Nominal-Wert: 10 nm
Spitzen-Hohe Nominal-Wert: 2,9 pym 2,5 - 3,5 pm
Dicke Nominal-Wert: 0,8 pym Nominal-Wert: 0,6 pm

Tabelle 2: Herstellerangaben der verwendeteten Cantilever. Es wurde sowohl bei den
MSCT-AUHW-Chips als auch bei den OMCL-TR400PSA-Chips jeweils der

Cantilever mit der kleinsten Federkonstante fir die Messungen benutzt.

4.3 Substrate

Als Substrate fiir die Immobilisierung der Protein-Mutanten wurden mit Gold beschich-
tet Borosilikat-Glasplittchen der Firma Arrandee™ (Werther, Deutschland) verwendet.
Zwischen der Goldschicht und dem Glaspliattchen befindet sich noch eine Chromschicht,

die fiir einen optimalen Halt zwischen Gold und Glas sorgt.

Dicke der Glasplattchen 0,7+£0,1mm

Dicke der Chromschicht 2,5+ 1,5mm

Dicke der Goldschicht 250 £ 50 mm

Flache der Glasplattchen | 11x11 +0,2 mm

Tabelle 3: Herstellerangaben fiir die goldbeschichteten Glasplitichen.

Als Substrate fiir die Immobilisierung der Peptide wurde 8 x 8 mm grofse Deckgliser der

Firma Menzel-Glaser verwendet.

4.4 Zusatzlich verwendete Gerdte

Fiir die Praparation der Cantilever und Substrate kamen zusétlich eine Plasmaanla-
ge (ein Eigenbau nach [100]), ein Ultraschallbad (Elma, Modell: Transsonic Digital S)
und ein Autoklav (ZIRBUS technology, Modell: Tischautoklav ZIRBUS LTA 300) zum

Einsatz.
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4.5 Chemikalien und Puffer

Zum Einsatz kamen folgende Chemikalien und Puffer:

Name Hersteller
Aceton AnalaR NOMAPUR
Ethanol AnalaR NOMAPUR

MilliQ-Wasser

Millipore (Eschborn, Deutschland)

Schwefelsaure

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Malhex-NH-PEG-O-Cs Hg-CONIIS

Rapp Polymere (Tiibingen, Deutschland)

bis(Sulfosuccinimidyl)suberat-Natriumsalz

Sigma (Seelze, Deutschland)

Phosphatpuffer A

Katrin Wollschliger (Universitit Bielefeld)

Phosphatpuffer B

Katrin Wollschliger (Universitéit Bielefeld)

Tabelle 4: Die verwendeten Chemikalien und ihre Hersteller.

Name Bemerkungen
Aceton p-A.
Ethanol p.-A.
MilliQ- Wasser MilliQ-Anlage
Schwefelsiure p.A., 65 %

Malhex-NH-PEG-O-C3H6-CONHS

PEG-Linker fiir die DNA

bis(Sulfosuccinimidyl)suberat-Natriumsalz

BS?-Linker fiir die Peptide

Phosphatpuffer A

50 mM NaCl, 100 mM NasHPO4, pH = 7,4

Phosphatpuffer B

100 mM NaCl, 50 mM NaHPO4, pH = 8,5

Tabelle 5: Bemerkungen zu den verwendeten Chemikalien.
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4.6 DNA

Die verwendete DNA wurde von Katrin Wollschliger (Organische und Bioorganische
Chemie, Universitit Bielefeld) hergestellt. Das Verfahren fiir die Herstellung der DNA
wird detailliert in [101, 102] beschrieben. Die DNA hat eine Lange von 360 bp und enthélt
die 268 bp lange Pho-Box-Sequenz des pstS-Promotors (Abschnitt 3.3.4).

Die pstS-Pho-Box enthélt vier Bindungsstellen fiir PhoB (TGTCA, TGTCA, TTACA

und TGTCA) [88].

COGCCAGTGCCARGCTTAC
TTTTCTCTGTCACAG
TCTTCGTTATTAATGTTTGTARTTGACTGARTATCA
ACGCTTATTTARATCAGACTGARGACTTTATCTCTC
TGTCATARARCTGTCATATTCCTTACATATARCTGT
CACCTGTTTGTCCTATTTTGCTTCTCGTAGCCAACA
BACRRATGCTT CC SAGACRTTATG
AARGTTATGCGTAL GRATTCGTRATCATG
GTCATAGCTGTTTCCTGTGTGRARATTGTTATCCGET

Abbildung 28: Die Sequenz der verwendeteten DNA. Unterstrichen: die vier PhoB-
Bindungsstellen; Fett: die Consensussequenz der Pho-Boz. Aus [102].

4.7 PhoB-Mutante und PhoB-Peptid

Als Bindungspartner fiir die DNA wurde eine Alanin-Mutante der gesamten DNA-
bindenden Doméne von PhoB (PhoB(127-229)) sowie ein davon abgeleitetes Peptid ver-
wendet. Bei der Alanin-Mutante ist Valin an Position 197 der Aminosiduresequenz (Ab-
bildung 29) durch Alanin ausgetauscht (Mutante V197A). Das Peptid besteht aus den
Aminosiuren 190 bis 220 und enthilt damit die komplette Erkennungshelix o und Teile
des [-hairpin (PhoB(190-220)). Zusétzlich wurde PhoB(190-220) noch am C-Terminus
mit einem kurzen Linker (1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan) funktionalisiert. Sowohl V197A
als auch PhoB(190-220) wurden von Katrin Wollschliger (Organische und Bioorganische

Chemie, Universitit Bielefeld) hergestellt 102, 101].



4 Materialien und Methoden 59

126 MAVEE VI_gQGLsg PTSHRW?GE

151 EPLEMGPTEF KLLHFFMTHP ERVYSREQLL
= .
181 NHVWGTNVYV EDRTVDVHIR RLRKALEPGG

211 HDRMVQTVRG TGYRESTRF
)

Abbildung 29: Die Aminosduresequenz der DNA-bindenden Domdne von PhoB. Die
B-Stringe sind durch Pfeile dargestellt, die a-Helices werden durch

Rechtecke gekennzeichnet. Der transactivation loop ist grin markiert.
Aus [102].

4.8 Prdparation der Kraftsensoren

Fiir die Immobilisierung der DNA an die Cantileverspitze wurden die Cantilever einer
chemischen Funktionalisierung wie in Abschnitt 4.8 beschrieben unterzogen. Zu diesem
Zweck sind die Cantilever in dieser Arbeit verschiedenen Chemikalien fiir jeweils eine
genau definierte Dauer ausgesetzt worden. Die Priparationschritte sind im Folgenden

chronologisch aufgelistet:

1. Die Cantilever werden 20 s in Aceton getaucht.
2. Die Cantilever werden 10 s in Ethanol getaucht.
3. Die Cantilever werden 10 s in Milli-Q-Wasser getaucht.

4. Die Cantilever werden 10 min zum Trocknen auf einen Teflon-Cantilever-Halter?3

gelegt.
5. Die Cantilever werden 45 s in Salpetersiure getaucht.

6. Die Cantilever werden 20 s in Milli-Q-Wasser gewaschen.

“*Der Cantilever-Halter wurde in der M-Werkstatt der Universitit Bielefeld angefertigt.
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7. Die Cantilever werden 10 s in Ethanol getaucht.

8. Die Cantilever werden 5 min zum Trocknen auf einen Teflon-Cantilever-Halter

gelegt.

9. Die Cantilever werden 90 min in eine Glas-Petrischale mit 10 m L trockenem Toluol

und 200 puL 3-Aminopropyltriethoxysilan gelegt.
10. Die Cantilever werden 20 s in trockenem Toluol gewaschen.
11. Die Cantilever werden 10 s in Ethanol gewaschen.
12. Die Cantilever werden 2 in Milli-Q-Wasser getaucht.

13. Die Cantilever werden in die Vertiefungen!* des Teflon-Halters gelegt und mit
jeweils 50 pL einer PEG-Linker-Lésung bei Raumtemperatur inkubiert. Die PEG-
Linker-Lésung besteht aus 1 mM NHS-PEG-MAL in Phosphatpuffer B.

14. Die Cantilever werden 10 s in Phosphatpuffer A gespiilt.

15. Die Cantilever werden in die Vertiefungen des Teflon-Halters gelegt und mit jeweils
30 pL einer DNA-Losung {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die DNA-Losung besteht
aus 4,5 nM DNA in Phosphatpuffer A.

16. Nach der Inkubation mit DNA iber Nacht werden die Cantilever 10 s in Phos-

phatpuffer A gespiilt und fiir die Messung verwendet.

Alle fiir die Praparation der Cantilever benotigten Materialien (Pinzette, Glasbecher-
gliser, Glaspetrischale und der Cantilever-Halter wurden vor der Benutzung mit Aceton
und Ethanol gereinigt. Auferdem wurden alle Pipettenspitzen und Eppendorfgefifie vor
der Benutzung autoklaviert (Aufheizphase ca. 30 min, Sterilisierungsdauer 60 min und

Abkiihlphase ca. 30 min).

“Die Vertiefungen haben eine Linge von 8 mm, eine Breite von 2 mm und eine Tiefe von 1,5 mm.
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4.9 Immobilisierung von V197A und PhoB(190-220)

Fiir die Immobilisierung von V197A wurden folgende Préparationsschritte der Substrate

in chronologischer Reihenfolge durchgefiihrt:

1. Die goldbeschichteten Glaspliattchen werden in Aceton gegeben und 10 min einer

Ultraschallbadbehandlung (Ultrasoundpower: 100 %) ausgesetzt.

2. Die goldbeschichteten Glasplittchen werden mit Aceton gespiilt und anschlieffend
10 min in Ethanol der Ultraschallbadbehandlung (Ultrasoundpower: 100 %) ausge-
setzt. Anschlieflend werden sie mit Ethanol gespiilt, mit Stickstoff trocken geblasen

und auf den Probenteller der Plasmaanlage abgelegt.

3. Die Plasmaanlage wird fiir die Oxidation der goldbeschichteten Glasplattchen mit
einem Sauerstoffplasma vorbereitet. Zunichst wird die Kammer der Plasmaanlage
mit einer Vorvakuumpumpe abgepumpt. Ist ein Druck von 6 - 10! mbar erreicht,
wird eine Turbovakuumpumpe hinzugeschaltet und die Kammer auf einen Druck
von 6 - 1073 mbar gebracht. Nun wird Sauerstoff zugefiihrt, bis ein Kammerdruck
von 8 - 1072 mbar erreicht ist. AnschlieRend wird das Plasma durch eine Tes-
laspule mit einer Spannung von 50 kV und einer Frequenz von 500 kH z fiir 20 s
geziindet. Nachdem durch Stickstoffzufuhr wieder Umgebungsdruck erreicht ist,
werden die goldbeschichteten Glasplédttchen auf dem Probenteller in die Kammer
gegeben und die gleiche Prozedur wie oben beschrieben durchgefiihrt. Anstatt ei-
ner Ziindungsdauer von 20 werden die goldbeschichteten Glaspliattchen 60 s dem

Sauerstoffplasma ausgesetzt.

4. Die so vorbehandelten goldbeschichteten Glasplidttchen werden fiir 30 min mit
jeweils 100 pL einer V197A-Losung (12 pM V197A in Phosphatpuffer A) bei 4°C

inkubiert und anschliefend mit Phosphatpuffer A gespiilt.
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Die Substrate fiir die Immobilisierung von PhoB(190-220) wurden in folgenden chrono-

logischen Schritten priapariert:

1. Die Glaspliattchen werden auf die gleiche Weise einer Behandlung mit Aceton,
Ethanol und dem Ultraschallbad ausgesetzt, wie oben fiir die goldbeschichteten

Glasplattchen beschrieben.

2. 100 pL 3-Aminopropyltriethoxisilan werden zusammen mit den Glaspliattchen in
einen Exsikkator gegeben. Anschlieffend wird eine Vorvakuumpumpe wird fiir eine
Abpumpdauer von 60 min aktiviert. Der erreichte Druck im Exsikkator betrigt
nach dieser Abpumpdauer 0,5 mbar. Nach einer Wartezeit von 60 min wird das

Beliiftungsventil langsam gedffnet und die Glasplidttchen werden entnommen.

3. Die Glasplitchen werden mit jeweils 50 pL einer bis(Sulfosuccinimidyl)suberat-
Natriumsalz-Losung (10 mM bis(Sulfosuccinimidyl)suberat-Natriumsalz in Phos-
phatpuffer A ) fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach mit Phos-

phatpuffer A gespiilt.

4. Jeweils 50 pL einer PhoB(190-220)-Losung (10 pM PhoB(190-220) in Phosphat-
puffer A) wird auf die Glaspliattchen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von

120 min bei 4°C werden die Glasplittchen mit Phosphatpuffer A gespiilt.

4.10 Analyse der Kraft-Distanz-Kurven

Die Auswertung der gemessenen Kraft-Distanz-Kurven erfolgte mit einer auf Matlab
7.3.0 (The Mathworks, Inc.) basierenden Software, entwickelt von Lennart Ochel (Fach-
hochschule Bielefeld).

Der Algorithmus benétigt zunéichst folgende Paramter fiir die Analyse einer gemessenen

Kraft-Distanz-Kurve:

- Die aufgenommen Messpunkte einer Kraft-Distanz-Kurve. Aus den ibw-Datein der
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Igor-Software wird dabei fiir jeden Messpunkt die LVDT-Position in m und die

Cantileverauslenkung (Deflection) in m ausgelesen.
Spring Constant. Aus den ibw-Datein wird die Federkonstane in pN/nm ausgelesen.

Clipping. Durch die Dwell Time des Cantilevers am Umkehrpunkt zwischen der
Anndherungskurve und der Riickziehkurve ensteht eine Ansammlung von Mes-
spunkten, da auch wihrend der Verweilzeit des Cantilevers auf der Probenober-
fliche Messpunkte aufgenommen werden. Diese Ansammlung von Messpunkten
an Umkehrpunkt muss fiir eine weitere Analyse der Kraft-Distanz-Kurve von der
Riickziehkurve abgetrennt werden. Hierzu wird eine Abtrennlinge in nm in die

Softwareoberfliche eingeben.

Min Abstand und Maz Abstand. Der minimale und der maximale Abstand (jeweils
in nm) fiir die Untersuchung auf ein Dissoziationsereignis kann in die Softwareo-

berfliche eingegeben werden.

Nachdem die Werte fiir die obigen Parameter vorliegen, werden die Eingabedaten vor-

bereitet. Die Messpunkte aus den ibw-Datein miissen zunéchst auf einen Standard ge-

bracht werden, um eine optimale Auswertung aller Kraft-Distanz-Kurven zu gewéhrlei-

sten. Hierfiir sind folgende Schritte notig:

Abschneiden der Anniherungskurve. In dieser Version der Software wird nur die

Riickziehkurve bendtigt.

Das Umrechnen der Deflection und Position der Messpunkte in nm.

Clipping. Die durch die Dwell Time enstandene Ansammlung von Messpunkten

am Umkehrpunkt wird entfernt.

Die Punktdichte der Riickziehkurve wird ermittelt (Punkte pro nm).
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Als néchster Schritt wird der Offset zwischen der aufgenommenen Riickziehkurve und
dem Deflection-Position-Koordinatensystem beseitigt. Dabei wird die Riickziehkurve von
ihrem Ende ausgehend stiickweise linear angefittet, bis eine signifikante Anderung der
Steigung auftritt (Dissoziationsereignis, Adhésion oder der Anfang des Kontaktbereichs).
Mit den bis zur Anderung der Steigung bereits angefitteten Teilstiicken wird dann die so-
genannte Baseline berechnet und die gesamte Riickziehkurve auf die Nulllinie (x-Achse)
des Koordinatensystems transformiert. Die Baseline meint hier die Linie, innerhalb der
der Cantilever (abgesehen vom thermischen Rauschen) keine Auslenkung zeigt (Abb-
lidung 30). Die Steigung im Kontaktbereich (die sogennante Sensor Response) wird
durch stiickweises Anfitten der Riickziehkurve vom Anfang ausgehend erhalten. Das
Anfitten erfolgt solange, bis sich die Steigung merklich &ndert. Mit den bereits angefit-
teten Teilstiicken wird dann (analog zur Bestimmung der Baseline) die Sensor Response
berechnet. Als néchstes wird der Schnittpunkt zwischen der Sensor Response und der
Baseline bestimmt. Sobald dieser Schnittpunkt (Kontaktpunkt des Cantilevers mit der
Probenoberfliche) ermittelt ist, wird dieser in den Nullpunkt des Koordinatensystems
verschoben. Nun wird die Deflection mit der ausgelesenen Federkonstante aus den ibw-
Datein in pN/nm umgerechnet und das RMS-Rauschen der Riickziehkurve bestimmt.
Ist das RMS-Rauschen ermittelt, wird das minimale Signal-zu-Rausch-Verhiltnis fiir
die Akzeptanz eines mdéglichen Dissoziationsereignisses auf 4:1 festgelegt. Der folgende

Schritt ist das Auswerten der Riickziehkurve, der sich in zwei Etappen untergliedert:

e Dissoziationsereignis finden: es werden alle Intervalle gesucht, innerhalb derer Mes-
spunkte einen mindestens viermal kleineren Deflectionwert als das negative RMS-
Rauschen besitzen. Dann wird untersucht, ob in den Intervallen nur ein stati-
stischer Ausreifer eines Messpunktes oder ein Dissoziationsereignis vorliegt. Als
Kriterium fiir ein Dissoziationsereignis wird der RMS-Wert fiir den Abstand zwei-
er benachbarter Messpunkte bestimmt. Ein Intervall wird nur zugelassen, wenn es

eine Mindestldnge von dem Vierfachen des RMS-Wertes besitzt.
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o Dissoziationsereigniss charakterisieren: Innerhalb der gefundenen Intervalle wird
das Teilstiick der Riickziehkurve charakterisiert. Zu diesem Zweck werden die Gren-
zen der Intervalle, die Dissoziationskraft und die effektive Federkonstante gespei-
chert. Die effektive Federkonstante wird berechnet, indem das Kurventeilstiick vom
Anfang des Intervalls bis zum Dissoziationspunkt durch ein Polynom zweiter Ord-
nung (ax + bz + ¢) gefittet wird. Damit ein potentielles Dissoziationsereignis zu-

gelassen wird, miissen zwei Voraussetzungen erfiillt sein:
1. Der Fitparameter a muss negativ sein.
2. Die Ableitung des Polynoms am Dissoziationspunkt muss negativ sein.

Die effektive Federkonstante wird dann durch die Ableitung des Fit-Polynoms am

Dissoziationspunkt bestimmt.
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Abbildung 30: Die Analyse einer in dieser Arbeit gemessenen Kraft-Distanz-Kurve.
Dargestellt sind die Softwarefits fir die Sensor Response (tirkise Li-
nie), die Baseline (rote Linie), das RMS-Rauschniveau (grime Linie)
und die effektive Federkonstante (blaue Kurve).
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5 Ergebnisse

Dieser Abschnitt prasentiert die in dieser Arbeit erlangten kraftspektroskopischen Daten

fiir die Proteinmutante V197A und das Peptid PhoB(190-220).

5.1 Allgemeines

Fiir eine kraftspektroskopische Untersuchung von V197A und PhoB(190-220) wurde die
PhoB-DNA kovalent iiber einen PEG-Linker mit einer mittleren molaren Masse von
3000 Da (Herstellerangabe) und einer daraus resultierenden mittleren Lénge von ca.
27 nm an die Cantilverspitze immobilisiert (Abschnitte 2.2.2, 4.8). Die Verwendung
eines PEG-Linkers hat dabei mehrere Vorteile. Einerseits wird durch den flexiblen PEG-
Linker fiir eine ausreichende Bewegungsfreiheit der DNA gesorgt, so dass die Bindung mit
dem Protein bzw. Peptid eingegangen werden kann. Andererseits sorgt er dafiir, dass ein
Dissoziationsereignis in einer rdumlichen Entfernung der Cantileverspitze von der Pro-
benoberfliche erfolgt (Abbildung 31). Somit kann das spezifische Dissoziationsereignis
leichter von einer unspezifischen Adhésion (Abschnitt 2.2.1) zwischen Cantileverspitze
und der Probenoberfliche unterschieden werden. Aufierdem vereinfacht der PEG-Linker
die Unterscheidung zwischen Einzeldissoziationsereignissen und Mehrfachdissoziationser-
eignissen (Abschnitt 5.1.1).

Die Proteinmutanten V197A wurden iiber ihre Thiolgruppe kovalent auf dem Gold-
substrat immobilisiert. Die Immobilisierung der Peptide erfolgte iiber eine kovalente
Bindung zwischen ihrem C-terminalen Linker und dem bis(Sulfosuccinimidyl)suberat-
Natriumsalz-Linker auf dem silanisierten Glassubstrat. Durch den C-terminalen Linker
wird eine gerichtete Immobilisierung von PhoB(190-220) gewihrleistet und eine Phy-
sisorption und damit ein Verlust der nativen Tertiirstruktur (Denaturierung) auf der
Oberfliche vermieden [5]. Alle Kraftspektroskopie-Experimente erfolgten in Standard-
puffer (Phosphatpuffer A , Abschnitt 4.5) mit dem physiologischen pH-Wert von 7.4.

Somit wird gewahrleist, dass die Proteine und Peptide ihre native Tertifrstruktur und
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Abbildung 31: Auschnitt aus einer in dieser Arbeit aufgenommenen Kraft-Distanz-
Kurve mit einer Rickzieh-Geschwindigkeit von 85 mnm/s. Durch
den PEG-Linker findet das DNA-V197A-Dissoziationsereignis in ei-
ner raumlichen Entfernung der Cantileverspitze zur Probenoberfliche
statt.

damit ihre Funktionsfihigkeit beibehalten. Fiir die Erstellung der Dissoziationskrafte-
Histogramme wurden fiir V197A jeweils 20.000 bis 80.000 Kraft-Distanz- Kurven und fiir
PhoB(190-220) jeweils 5000 Kraft-Distanz-Kurven aufgenommen. Mit den verwendete-
ten Konzentrationen der PhoB-DNA und der Proteine und Peptide (Abschnitte 4.8,
4.9) ergab sich sowohl bei V197A als auch bei PhoB(190-220) eine durchschnittliche
Bindewahrscheinlichkeit von 2 %. Die Bindewahrscheinlichkeit wird dabei durch das
Verhiltnis der Anzahl der Dissoziationsereignisse zur Anzahl der insgesamt aufgenom-

men Kraft-Distanz-Kurven bestimmt.

5.1.1 Einzeldissoziationsereignisse vs. Mehrfachdissoziationsereignisse

Es stellt sich die Frage, ob ein beobachtetes Dissoziationsereignis nur durch einen ein-
zelnen Rezeptor-Ligand-Komplex verursacht wird, oder ob mehrere Rezeptor-Ligand-
Komplexe beteiligt sind. Die Wahrscheinlichkeit, dass mehre entstandene Komplexe aus
DNA und Protein bzw. Peptid zur selben Zeit dissoziieren, ist allerdings sehr gering [1].
Dagegen beobachtet man durchaus, dass meherere Rezeptor-Ligand-Komplexe nachein-
ander dissoziieren. Solche Mehrfachdissoziationsereignisse entstehen dadurch, dass die

an verschiedenen Positionen der Cantileverspitze gebundenen DNA-Molekiile mit jeweils
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einem Protein bzw. Peptid eine Bindung eingehen. Wird der Cantilever zuriickgezo-
gen, werden die PEG-Linker nacheinander gedehnt und die Einzeldissoziationsereignisse
finden jeweils bei verschiedenen FEntfernungen der Cantilverspitze zur Probenoberfla-
che statt. Dabei konnen die einzelnen Dissoziationsereignisse voneinander unabhéngig
oder voneinander abhingig erfolgen. Zwei Dissoziationsereignisse sind dabei vonein-
ander unabhingig, wenn der zum spéiter stattfindenden Dissoziationsereignis gehdrige
PEG-Linker erst dann gedehnt wird, wenn die vorherige Bindung schon dissoziiert ist
(Abbildung 32). Andernfalls beeinflussen sich die zeitlichen Entwicklungen der Krifte
f(t) gegenseitig. Die Dissoziationskraft des zuerst stattfindenden Dissoziationsereignis
ist durch die Dehnung des zum zweiten Dissoziationsereignis zugehorigen PEG-Linkers
zu einem groferen Kraftwert verschoben. Und strenggenommen kann auch die zum spé-
ter auftretenden Dissoziationsereignis gehorige Dissoziationskraft nicht in den Datensatz
der Kréfte der Einzeldissoziationsereignisse aufgenommen werden, da hier die anfingliche
Zeitentwicklung der Kraft durch die hinzukommende Dehnung des anderen PEG-Linkers
verdndert ist. Mehrfachdissoziationsereignisse kamen in dieser Arbeit allerdings nur in
weniger als 0,02 % aller aufgenommenen Kraft-Distanz-Kurven vor. Die Konzentration

der Rezeptoren und der Liganden ist dabei sehr wichtig, um die Anzahl der entstehenden
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Abbildung 32: Auschnitt aus einer in dieser Arbeit aufgenommen Kraft-Distanz-
Kurve mit zwei nacheinander stattfindenden, wvoneinander un-
abhingigen DNA-V197A-Dissoziationsereignisen. Die Riickzieh-
Geschwindigkeit betragt hier 200 nm/s.
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Abbildung 33: Auschnitt aus einer in dieser Arbeit aufgenommenen Kraft-Distanz-
Kurve mit zwei nacheinander stattfindenden, abhdngigen DNA-
V197A-Dissoziationsereignissen bei einer Rickzieh-Geschwindigkeit
von 200 nm/s.

Rezeptor-Ligand-Komplexe moglichst gering zu halten. Somit bleibt auch die Haufigkeit
von Mehrfachdissoziationsereignissen klein [1]. Natiirlich miissen die Konzentrationen an-
dereseits so gewédhlt werden, dass fiir eine ausreichende Bindewahrscheinlichkeit gesorgt

ist.

5.2 Nachweis der spezifischen Bindungen von PhoB(190-220) und V197A

Aus der Beobachtung von Dissoziationsereignissen (wie in Abbildung 31 dargestellt)
kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die V197A-Proteine und PhoB(190-
220)-Peptide spezifisch an die TGTCA-Sequenz der Pho-Box DNA (Abschnitt 3.3.4)
binden. Um die Spezifitdt der Bindung zu iiberpriifen, wurden als Kontrollexperimente
in dieser Arbeit sogenannte Kompetitionsexperimente durchgefithrt. Kompetitionsexpe-
rimente haben sich bereits in Ensemblemessungen mit biochemischen Untersuchungsme-
thoden etabliert. Die dieser Methode zugrunde liegende Idee ist, dass durch die Zugabe
freier Bindungspartner in Losung (Kompetitoren) die TGTCA-Sequenzen besetzt wer-
den und somit fiir die immobilisierten Proteine bzw. Peptide auf der Substratoberfliche
blockiert sind. Werden die TGTCA-Sequenzen blockiert, so reduziert sich die Binde-

wahrscheinlichkeit.
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Die Uberpriifung der spezifischen DNA-Bindung von PhoB(190-220) wurde mit frei-
en V197A-Proteinen in Losung als Kompetitoren durchgefiihrt. Auf die Verwendung
freier PhoB(190-220)-Peptide in Losung wurde hier verzichtet, da diese iiber ihren C-
terminalen Linker freie Bindungsstellen auf der mit dem bis(Sulfosuccinimidyl)suberat-

Natriumsalz-Linker funktionalisierten Substratoberfliche besetzten konnen.
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Abbildung 34: Kompetitionsexperiment an PhoB(190-220) mit freien V197A-
Proteinen als Kompetitoren. Links: in Phosphatpuffer A ohne Kom-
petitoren. Mitte: in Phosphatpuffer A mit freien V197A-Proteinen
als Kompetitoren (Verhdltnis 3,7:1 zu den immobilisierten Peptiden).
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Rechts: nach Waschen der Probenoberfliche mit Phosphatpuffer A.
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Abbildung 35: Wiederholtes Kompetitionsexperiment an PhoB(190-220) mit freien
V197A-Proteinen als Kompetitoren. Links: in Phosphatpuffer A ohne
Kompetitoren. Mitte: in Phosphatpuffer A mit freien V197A-Proteinen
als Kompetitoren (Verhdltnis 3,7:1 zu den immobilisierten Peptiden).
Rechts: nach Waschen der Probenoberfliche mit Phosphatpuffer A.

Es wurden drei Serien von Kraftspektroskopieexperimenten durchgefiihrt, jeweils bei
einer Riickzieh-Geschwindigkeit des Cantilevers von 1000 nm/s . Zunichst wurde eine
Dissoziationskrifte- Verteilung unter Standardbedingungen (Phoshatpuffer A ohne Kom-

petitoren) und einer Konzentration von 10 uM der immobilisierten Peptide (Abschnitt
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4.9) aufgenommen. Nach griindlichem Abwaschen der Probenoberfliche mit Phosphat-
puffer A wurde eine zweite Dissoziationskrifte-Verteilung mit freien V197A-Proteinen
(37 uM V197A in Phosphatpuffer A) und demselben Cantilever*® aufgenommen. An-
schliefend wurde die Probenoberfliche erneut griindlich mit Phosphatpuffer A abgewa-
schen und eine dritte Dissoziationskréfte-Verteilung (wiederum mit demselben Cantile-
ver) aufgenommen. Abbildung 34 zeigt die Ergebnisse dieses Kompetitionsexperimentes.
Die Zugabe freier V197A-Proteine bewirkt ein Riickgang der Bindewahrscheinlichkeit
auf 41 % des Ausgangswertes. Nach dem Waschen mit Phosphatpuffer A wurde die ur-
spriingliche Bindewahrscheinlichkeit wieder erreicht. Um dieses Ergebnis zu stiitzen, wur-
de das Kompetitionsexperiment wiederholt (Abbildung 35). Dabei wurden die gleichen
Konzentrationen fiir die immobilisierten PhoB(190-220)-Peptide und die freien V197A-
Proteine verwendet und auch wiederum nur ein Cantilever eingesetzt. Auch in diesem
Kompetitionsexperiment wurde die Bindewahrscheinlichkeit auf 41 % des Ausgangswer-
tes verringert. Nach dem Waschen der Probenoberfliche mit Standardpuffer A konnte
die Bindewahrscheinlichkeit auf den Ausgangswert reaktiviert werden. Diese Kompetiti-
onsexperimente belegen, dass V197A TGTCA-Sequenzen der Pho-Box DNA blockiert,
an die PhoB(190-220) spezifisch bindet. Anzumerken ist hier, dass lediglich ein 3,7-facher
Uberschuss an freien V197A-Proteinen verwendet wurde. In biochemischen Kompetiti-
onsexperimenten fiihrt normalerweise erst ein 50- bis 200-facher Uberschuss an freien
Kompetitoren dazu, dass keine Komplexbildungen mehr detektiert werden [103]. Dem-
nach ist der Riickgang auf 41 % der Bindewahrscheinlichkeit mit einem Verhéaltnis an

freien V197A-Proteinen zu PhoB(190-220)-Peptiden von 3,7:1 schon signifikant.

Auch fiir V197A wurden solche Kompetitionsexperiment durchgefiihrt. Zu diesem Zweck
wurden ebenfalls drei Serien von Kraftspektroskopieexperimenten fiir die Aufnahme von

Dissoziationskréfte-Verteilungen bei einer Riickzieh-Geschwindigkeit des Cantilevers von

45Nur durch die Verwendung desselben Cantilevers kann fiir eine gleichbleibende Bindewahrscheinlichkeit
gesorgt werden, was natiirlich auch fiir die Probenoberfliche gilt.
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Wahrscheinlichkeit

Abbildung 36: Kompetitionsexperiment
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1000 nm /s durchgefiihrt. Fiir die Immobilisierung von V197A wurde eine 12 pM-Losung

verwendet (Abschnitt

4.9). Es wurde auch hierbei durchgehend derselbe Cantilever

verwendet. Die erste Dissoziationskrifte-Verteilung wurde unter Standardbedingungen

(Phosphatpuffer A ohne Kompetitoren) aufgenommen. Nachdem griindlichen Waschen

der Probenoberfliche mit Phosphatpuffer A, wurde eine zweite Verteilung von Dissoziati-

onskréften in einer Losung mit freien PhoB(190-220)-Peptiden (10 uM in Phosphatpuffer

A) aufgenommen. Wiederum wurde die Probenoberfliche griindlich mit Phosphatpuf-

fer A abgewaschen und eine dritte Dissoziationskréfte-Verteilung in Phosphatpuffer A
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aufgenommen. Die freien PhoB(190-220)-Peptide in Losung sorgten fiir eine Reduzie-
rung der Bindewahrscheinlichkeit auf 47 % des urspriinglichen Wertes (Abbildung 36).
Durch das Abwaschen der Probenoberfliche konnte die anfingliche Bindewahrschein-
lichkeit auch hier wieder erreicht werden. Zur Bestitigung dieses Ergebnisses, wurde
das Kompetitionsexperiment unter den gleichen Rahmenbedingungen (gleiche Riickzieh-
Geschwindigkeit, durchgehende Verwendung eines Cantilevers und gleiche Konzentratio-
nen) durchgefiihrt (Abbildung 37). Die Bindewahrscheinlichkeit konnte in diesem Kom-
petitionsexperiment auf 52 % gesenkt werden und nach Waschen der Probenoberfliche
wieder auf ihr Ausgangsniveau gebracht werden. Damit wurde bestitigt, dass die Bin-
dewahrscheinlichkeit von V197A durch die Zugabe von freien PhoB(190-220)-Peptiden
mit einem Verh&ltnis von 0,83:1 zu den immobilisierten V197A-Proteinen auf etwa die
Hilfte gesenkt wird. Da hier kein Uberschuss des Kompetitors vorlag, ist dies schon
eine deutliche Reduzierung der Bindewahrscheinlichkeit. Dieses Ergebnis ist somit zu-
sammen mit dem Resultat aus den Kompetitionsexperimenten fiir das PhoB(190-220)-
Peptid ein eindeutiger Beleg dafiir, dass sowohl die Alanin-Mutante der kompletten
DNA-Bindedoméine PhoB(127-229) V197A als auch PhoB(190-220) spezifisch an die
TGTCA-Sequenz der Pho-Box DNA binden. Zukiinftige Experimente werden zeigen,
welcher Uberschuss an freien Kompetitoren fiir einen vollstindigen Verlust der Bin-

dungsaktivitdt nodtig sein wird.

5.3 Dynamische Kraftspektroskopie an V197A

Mit dynamischer Kraftspektroskopie (Abschnitt 2.2.6) wurde die Off-Ratenkonstante
kY von V197A und damit auch die mittlere Lebensdauer 7 = 1/kY; des V197A-DNA-
Komplexes ermittelt. Dazu wurden Verteilungen von Dissoziationskriften bei verschiede-
nen Riickzieh-Geschwindigkeiten des Cantilevers von 85 nm/s bis 8000 nm/s aufgenom-
men. Durch eine Variation der Riickzieh-Geschwindigkeit erhilt man unterschiedliche

Werte fiir die Belastungsrate r = keg - v, wobei kg die effektive Federkonstante be-
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zeichnet (Abschnitt 2.2.6). Fiir die Bestimmung der Belastungsraten wurden jeweils der
iiber eine Dissoziationskrifte- Verteilung gemittelte Wert der effektiven Federkonstanten
verwendet. Da die Lange des PEG-Linkers einer gewissen Verteilung unterliegt [1], erhalt
man auch eine Verteilung von effektiven Federkonstanten bei einer definierten Federkon-
stante des Cantilevers. Es ergaben sich Belastungsraten von 571 pN/s bis 92632 pN/s.
Der iiber alle Dissoziationskréfte-Verteilungen gemittelte Wert fiir die effektive Feder-
konstante betrdgt 10,2 pN/nm. Fiir die 11 verschiedenen Riickzieh-Geschwindigkeiten
wurden 11 Cantilever verwendet (jeweils ein Cantilever fiir die die Aufnahme einer
Dissoziationskréfte-Verteilung). Fiir die Federkonstante ergab sich ein Mittelwert von
13,9 pN/nm. Dies verdeutlicht den Beitrag des PEG-Linkers und der Molekiile zur
effektiven Federkonstanten. Die Auswertung der Dissoziationskrifte-Verteilungen erfolg-
te nach der Standardtheorie (Abschnitt 2.2.6). Hierzu wurde das fiir jede Riickzieh-
Geschwindigkeit erstellte Histogramm der Dissoziationskréifte durch einen Fit mit einer

Gauffunktion der Form (Gleichung (41))

y(f) = e exp(—c2 (f — 3)*) + e

analysiert (Abbildungen 38 und 39). Dabei sind ¢, ..., ¢4 die Fitparameter. Die wahr-
scheinlichsten Dissoziationskrifte Fi,,x wurden dann aus den Fitparamtern c3 erhalten.

In Einklang mit der aus der Standardtheorie abgeleiteten Formel (Gleichung (30))

1
At = 5 ()

wurde eine Zunahme der wahrscheinlichsten Dissoziationskraft mit ansteigenden Wer-
ten fiir die Riickzieh-Geschwindigkeit v (und somit zunehmenden Werten fiir die Be-
lastungsrate ) beobachtet (Abbildungen 38 und 39). Die angegebenen Fehler fiir die
wahrscheinlichsten Dissoziationskrifte wurden aus den Standardfehlern der Mittelwerte

der Gaukverteilungen fiir eine 95,4 %-ige Konfidenz (2 o/v/N) zuziiglich des jeweiligen
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Fitfehlers fiir die wahrscheinlichste Dissoziationskraft berechnet.
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Abbildung 38: Die Dissoziationskrafte- Verteilungen fiir die Riickzieh-
Geschwindigkeiten 85 nm/s und 2000 nm/s. In den Kdisten ist
die absolute Anzahl an aufgenommenen Dissoziationsereignissen N
und die wahrscheinlichste Dissoziationskraft Fp,.. angegeben.

Die erhaltenen Werte fiir die wahrscheinlichsten Dissoziationskriafte wurden dann halb-

logarithmisch gegen die Belastungsraten aufgetragen (Abbildung 40). Durch eine lineare
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Regression der Daten wurde schlieklich aus der Extrapolation zum Wert Fiax(r9) = 0

die Belastungrate ro bestimmt, bei der die Anderung der dukeren Kraft so langsam er-

folgt, dass der DNA-V197A-Komplex thermisch angetrieben dissoziiert, bevor die dufsere

Kraft die Dissoziationskraft erreicht hat. Fiir diese Belastungsrate ergibt sich ein Wert
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von ro = 1,4 pN/s. Aus der inversen Steigung dieser Regressionsgeraden kann dann
die Reaktionslinge zg (Abschnitt 2.2.6) bestimmt werden. Mit einer Temperatur von
293,15 K, bei der die kraftspektroskopischen Experimenten durchgefiithrt wurden, ergibt

sich eine Reaktionslinge von x5 = 0,34 £ 0,03 nm.

Damit lisst sich schlieflich die gesuchte Off-Ratenkonstante k0 durch eine Umformung

der Gleichung Fhax(r9) = 0 zu

1

xg 1o (42)
berechnen. Die gesuchte Off-Ratenkonstante fiir die Alaninmutante V197A der gesam-
ten DNA-bindenden Doméne von PhoB betriigt somit k% = (0,12 £ 0,05) s~!. Daraus
folgt eine mittlere Lebensdauer des DNA-V197A-Komplexes von 7 = 8,3 s. Vergleicht
man diesen Wert mit der Off-Ratenkonstante k0¢ = (0,00241 £ 0,00215) s~1 [29] fiir
die bereits untersuchte native DNA-bindene Doméne von PhoB (Abbildung 40) und der
daraus resultierenden mittleren Lebensdauer des Komplexes von 7 = 415 s, so wird der
Beitrag von Valin 197 (Abschnitt 3.3.4) an der Stabilitdt des DNA-V197A-Komplexes
deutlich. Beide Methylgruppen von Valin 197 wechselwirken iiber van-der- Waals-Krifte
mit der Methylgruppe des zweiten Thymins des TGTCA-Motivs (Abschnitt 3.3.4).
Die hohere Dissoziationsgeschwindigkeit und damit verkiirzte Lebensdauer des V197A-
DNA-Komplexes kann durch den Verlust der beiden Methylgruppen von Vall97 und den
daraus resultierenden fehlenden van-der-Waals-Kontakten und/oder einer strukturellen
(sterisch ungiinstigeren) Verinderung der Erkennungshelix o erklirt werden. Laut Kri-
stallstruktur [93] ist Vall97 ist an der spezifischen Erkennung der TGTCA-Sequenz betei-
ligt (Abschnitt 3.3.4). Dennoch ist V197A immer noch in der Lage die TGTCA-Sequenz
spezifisch zu erkennen (Abschnitt 5.2). Dies lisst die Schlussfolgerung zu, dass die an-
deren beiden laut Kristallstruktur [93] an der spezifischen TGTCA-Sequenzerkennung

beteiligten Erkennungshelix-Aminosduren Thr194 und Arg201 (Abschnitt 3.3.4) fiir
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Abbildung 40: Die wahrscheinlichsten Dissoziationskrifte Fpe, sind logarithmisch
gegen die Belastungsraten r aufgetragen. Dargestellt sind die Re-
gressionsgeraden der in dieser Arbeit untersuchten Alaninmutante
PhoB(127-229)V197A (schwarz) und der bereits gemessenen [29] na-
tiven DNA-bindenden Domdne PhoB(127-229) (rot). Der Vergleich
verdeutlicht die Unterschiede zwischen beiden Regressionsgeraden, aus
denen die verschiedenen Off-Ratenkonstanten resultieren. Die Fehler

fiir die Belastungsraten wurden aus den Standardabweichungen der je-
weiligen effektiven Federkonstanten berechnet.

die Spezifitit der Bindung essentiell sind. In Ensemblemessungen konnte zudem keine
DNA-Bindung der Proteinmutanten PhoB(127-229)T194A und PhoB(127-229)R201A
festgestellt werden, im Gegensatz zu V197A [104]. Die hier gezeigte spezifische DNA-
Bindung von V197A verdeutlicht zusammen mit diesen Ensemblemessungen fiir T194A
und R201A die Wichtigkeit dieser beiden Aminoséuren fiir die Bindung und Erkennung
der Pho-Box-DNA. Zusétzlich unterstiitzt gemaf Kristallstruktur [93| der durch Arg201

vermittelte spezifische Kontakt des 8-hairpin mit der an das TGTCA-Motiv angrenzen-
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den AT-reichen Region die molekulare Erkennung (Abschnitt 3.3.4). Unterstiitzend dazu
wurde nun hier gezeigt, dass das aus der Erkennungshelix o und einem Teil des $-hairpin
bestehende Peptid PhoB(190-220) fiir eine spezifische Bindung an die TGTCA-Sequenz
ebenfalls ausreicht. Diese Ergebnisse verdeutlichen die wichtige Rolle der o3-Helix und
des B-hairpin in der spezifischen DNA-Bindung von PhoB. Die besondere Bedeutung
der a3-Helix in der Erkennung der TGTCA-Sequenz konnte bereits in Kompetitionsex-
perimenten mit dem Peptid PhoB(190-209) gezeigt werden [5, 105, 106]. In zukiinftigen
Experimenten soll durch eine Bestimmung der Off-Ratenkonstanten fiir PhoB(190-229)

der Beitrag des (-hairpin-Fragments an der DNA-Bindung aufgeklirt werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die spezifische molekulare Erkennung zwischen Transkriptionsfaktoren und DNA ist
die Grundlage fiir eine gezielte Regulierung von Lebensprozessen. Fiir die Herstellung
synthetischer Transkriptionsfaktoren ist ein genaues Verstindnis der molekularen Me-
chanismen der Transkriptionsfaktor-DNA-Bindung nétig. Eine geeignete experimentelle
Methode um quantitative Aussagen iiber die Spezifitidt von intermolekularen Bindungen
und Lebensdauern (bzw. Off-Ratenkonstanten) von Molekiilkomplexen auf Einzelmole-
kiilebene zu machen, ist die AFM-Kraftspektroskopie. Als Modellsysteme wurden die
DNA-bindende Doméne und ein daraus abgeleitetes Peptid des Transkriptionsfaktors
PhoB bereits im Ensemble beziiglich DNA-Bindung und Struktur sowie quantitativ auf
Einzelmolekiilniveau mittels AFM-Kraftspektroskopie untersucht |6, 29]. Dabei wurden
zudem sowohl fiir die DNA-bindende Doméne PhoB(127-229) als auch fiir das Pep-
tid PhoB(190-209) jeweils die Punktmutanten R193A, H198A und R203A hergestellt
und in kraftspekroskopischen Experimenten hinsichtlich spezifischer DNA-Bindung und
Off-Ratenkonstante erforscht [6]. Die dabei gegen Alanin ausgetauschten Aminosiduren
Argl193, His198 und Arg203 sind laut Kristallstruktur wichtig fiir unspezifische Wechsel-
wirkungen mit dem DNA-Riickgrat [93]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden kraftspekro-
skopische Untersuchungen an der Proteinmutante PhoB(127-229)V197A und dem nati-
ven Peptid PhoB(190-220) durchgefiihrt. Die in der Proteinmutante V197A ausgetausch-
te Aminosdure Valin ist laut Kristallstruktur [93] an der spezifischen DNA-Erkennung
beteiligt. Das Peptid besteht aus der Erkennungshelix o® und Teilen des -hairpin. Da-
bei wurde die spezifische Erkennung der TGTCA-Sequenz von PhoB(127-229)V197A
und PhoB(190-220) in Kompetitionsexperimenten nachgewiesen. Damit wurde gezeigt,
dass der Austausch von Valin gegen Alanin in der DNA-bindenden Doméne von PhoB
nicht zum Verlust der Fahigkeit zur spezifischen Bindung an die TGTCA-Sequenz fiihrt.
Aufierdem wurde durch die Bestétigung der spezifischen DNA-Bindung des Peptids
PhoB(190-220) die wichtige Rolle der o?-Erkennungshelix und des (B-hairpin an der
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Erkennung der TGTCA-Sequenz deutlich. Desweiteren wurde durch dynamische Kraft-
spektroskopie an der Proteinmutante V197A eine Abhingigkeit der wahrscheinlichsten
Dissoziationskraft von der Belastungsrate im Einklang mit der Standardtheorie beobach-
tet. Daraus resultierend wurde die Reaktionslinge x3 und die Off-Ratenkonstanten kg
fiir V197A erhalten. Die im Vergleich zur bereits untersuchten nativen DNA-bindenden
Doméne PhoB(127-229) deutlich hohere Off-Ratenkonstanten verdeutlicht, dass die bei-
den Methylgruppen von Valin 197 wichtig fiir die Stabilitit des PhoB-DNA-Komplexes
sind.

Zukiinftige kraftspektroskopische Experimente sollten zunichst eine Off-Ratenkonstante
fiir das Peptid PhoB(190-220) hervorbringen. Dadurch wird ein Vergleich mit der Off-
Ratenkonstante fiir das bereits mit dynamischer Kraftspektroskopie untersuchte Pep-
tid PhoB(190-209) moglich. Dadurch kann der Beitrag des [-hairpin-Fragments an der
DNA-Bindung quantifiziert werden. Weitere Peptide und Proteinmutanten stehen fiir
eine rasterkraftspektroskopische Untersuchung bereit. Dadurch soll die Bedeutung der
Aminosiuren Thr194 und Arg201 und verschiedener Regionen, die an die a3-Helix an-
grenzen, erfasst werden. Weitere Proteinmutanten der DNA-bindenden Doméne von
PhoB, bei denen interessante Aminosiure in der o?-Helix, im transactivation loop und
im B-hairpin durch Alanin ausgetauscht sind, sollten in der nahen Zukunft hergestellt
und untersucht werden. Die durch AFM-Kraftspektroskopie bestimmten aktiven linearen
Peptide sollen anschlieffend mit fotoschaltbaren Aminosiuren versehen und in den jewei-
ligen Schaltzusténden quantitativ auf Einzelmolekiilniveau untersucht werden. Auch die
Synthese von cyclischen PhoB-Proteinen mit fotoschaltbaren Aminoséuren ist geplant.
Dadurch ist die Moglichkeit gegeben, durch Licht modulierbare Transkriptionsfaktoren
zu erhalten und die Transkriptionsaktivierung geeigneter Proteine in vivo zu testen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auferdem eine Optimierung der Priparationsschritte
fiir die Kraftsensoren und Substrate beziiglich der Reproduzierbarkeit der kraftspek-

troskopischen Experimente angestrebt und erfolgreich umgesetzt. Zusétzlich wurde die
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Entwicklung einer neuen automatisierten Analysesoftware zur Standardisierung der Aus-
wertung von einzelmolekularen Kraft-Distanz-Kurven in Hinblick auf eine robuste und
objektivere Bedienbarkeit und effektiver Kriterien fiir die Erkennung von Dissoziationser-

eignissen realisiert.



Literatur 83

Literatur

1]

2]

131

4]

15]

[6]

7]

18]

19]

F.W.BARTELS: Kraftspektroskopische Bindungsstudien an einzelnen Protein-

DNA-Komplezen. Doktorarbeit, Universitit Bielefeld, 2005.

E.FiscHER: Einfluss der Configuration auf die Wirkung der Enzyme. Berichte der
Deutschen Chemischen Gesellschaft, 27:2985-2993, 1894.

E.EvVANS: Energy landscapes of biomolecular adhesion and receptor anchoring at
interfaces explored with dynamic force spectroscopy. Faraday Discussions, (111):1-

16, 1998.

E.Evans und K.RITCHIE: Dynamic Strengh of Molecular Adhesion Bonds. Bio-
physical Journal, 72(4):1541-1555, 1997.

R.ECKEL, S.D.WILKING, A.BECKER, N.SEEWALD, R.R0s und D.ANSELMETTTI:
Einzelmolekiilexperimente in der synthetischen Biologie - ein Ansatz fiir das Affi-

nitdtsranking DNA-bindender Peptide. Angewandte Chemie, 117:3989, 2005.

K.WOLLSCHLAGER, K.GAus, A .KORNIG, R.ECKEL, S.D.WILKING,
M.McINTOSH, Z.MAJER, A.BECKER, R.R0s, D. ANSELMETTI und N.SEWALD:
Single-molecule experiments to elucidate the minimal requirement for DNA

recognition by transcription factor epitopes. Small, 5(4):484-495, 2009.

G.BINNING, C.F.QUATE und C.GERBER: Atomic force microscopy. Physical Re-

view Letters, 56(9):930-933, 1986.

D.BONNELL: Scanning Probe Microscopy and Spectroscopy : Theory , Techniques,

and Applications. John Wiley & Sons, 2001.

V.WALHORN: Rasterkraftmikroskopie mit kleinen Cantilevern. Diplomarbeit, Uni-

versitit Bielefeld, 2004.



84

Literatur

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

J.OPPERMANN: Untersuchung zur Adsorption und Reaktion von Stickstoffwas-
serstaoffsdurean NaCl(100)-und Si(111)-Einkristallfiichen mittels Polarisations-
FTIR-Spektroskopie, SPA-LEED, XPS und AFM. Doktorarbeit, Universitit Han-

nover, 1998.

P.BARTH: Hochauflésende Strukturierung wvon Siliziumoberfiichen mittels
Mikrokontaktdruck-Technik untersucht mit Rasterkraftmikroskopie. Doktorarbeit,
Universitat Ulm, 2006.

A .JANSHOFF, M.NEITZERT, Y.OBERDORFER und H.FUCHS: Kraftspektroskopie
an molekularen Systemen- Einzelmolekiilspektroskopie an Polymeren und Biomo-

lekiilen. Angewandte Chemie, 112:3346-3374, 2000.

E.SCHNELL: Rasterkraftmikroskopie als Methode zur Charakterisierung amphiphi-

ler Strukturen. Doktorarbeit, Universitit Regensburg, 2002.

U.HARTMANN: Manifestation of zero-point quantum fluctuations in atomic force

microscopy. Physical Review B, 42(3):1541-1545, 1990.

D.A.GricG, P.E.RUSSELL und J.E.GRIFFITH: Tip-sample forces in scanning pro-

be microscopy in air and vacuum. The Journal of Vacuum Science and Technology

A, 10(4):680-683, 1992.

H.J.ButTT: Electrostatic interaction in atomic force microscopy. Biophysical Jour-

nal, 60(4):777-785, 1991.

G.MEYER und N.M.AMER: Novel optical approach to atomic force microscopy.

Applied Physics Letters, 53(12):1045-1047, 1988.

J.L.HUTTER und J.BECHHOEFER: Calibration of atomic-force microscope tips. Re-

view of Scientific Instruments, 63(7):1868-1873, 1993.



Literatur 85

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

M.GORLICH: Rasterkraftmikroskopie an weichen Materialien (Dissertation). Uni-

versitéit Osnabriick, 2003.

R.Ros, R.ECKEL, F.BARTELS, A.SISCHKA, B.BAUMGARTH, S.D.WILKING,
A.PUHLER, N.SEEWALD, A.BECKER und D.ANSELMETTIL: Single molecule for-
ce spectroscopy on ligand-DNA complezxes: from molecular binding mechanisms to

biosensor applications. Journal of Biotechnology, 112(1-2):5-12, 2004.

G.Puccr, M.P.DESANTO, G.CARBONE und R.BARBERI: A novel method to pre-
pare probes force atomic force spectroscopy. Digest Journal of Nanomaterials and

Biostructures, 1(3):99-103, 2006.

R.RoOs, F.SCHWESINGER, D.ANSELMETTI, M.KUBON, R.SCHAFER,
A.PLOCKTHUN und L.TIEFENAUER: Antigen binding forces of individually
addressed single-chain Fv antibody molecules.  Proceedings of the National

Academy of Science of the United States of America, 95(13):7402-7405, 1998.

J.H.HoH, J.P.CLEVELAND, C.B.PRATER, J.P.REVEL und P.K.HANSMA: Quan-

tized Adhesion Detected with the Atomic Force Microscope. Journal of the Ameri-
can Chemical Society, 114(12):4917-4918, 1992.

H.J.ButT, B.CAPPELLA und M.KAPPL: Force measurement with the atomic force

microscope: Technique, interpretation and applications. Surface Science Reports,

59(1-6):1-152, 2005.

L.SircHI, O.KYLIAN, D.GILLILAND, G.CECCONE und F.Ro0sso: Cleaning and
Hydrophilization of Atomic Force Microscopy Silicon Probes. The Journal of Phy-
sical Chemistry, 110(51):25975-25981, 2006.

S.ALLEN, S.M.RIGBY-SINGLETON, H.HARRIS, M.C.DAVIES und P.O’SHEA: Mea-

suring and visualizing single molecular interactions in biology. Biochemical Society

Transactions, 31(Part 5):1052-1057, 2003.



86

Literatur

[27]

28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

F.KIENBERGER, V.P.PASTUSHENKO, G.KADA, H.J.GRUBER, C.RIENER,
H.SCHINDLER und P.HINTERDORFER: Static and Dynamical Properties of Single
Poly(Ethylene Glycol) Molecules Investigated by Force Spectroscopy.  Single
Molecules, 1(2):123-128, 2000.

E.THORMANN, P.LL.HANSEN, A.C. SIMONSEN und O.G.MOURITSEN: Dynamic
force spectroscopy on soft molecular systems: improved analysis of unbinding

spectra with varying linker compliance. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,

53(2):149-156, 2006.

R.ECKEL: Single Molecules and Nanocrystals: Molecular Recognition Forces and

Optomechanical Switching. Doktorarbeit, Universitit Bielefeld, 2005.

K. WOLLSCHLAGER: DNA-peptide interaction forces on the single molecule level.

Seminarvortrag, Universitdt Bielefeld, 2007.

J.P.CLEVELAND, S.MANNE, D.BOECK und P.K.HANSMA: A nondestructive me-

thod for determining the spring constant of cantilevers for scanning force micros-

copy. Review of Scientific Instruments, 64(2):403-405, 1993.

Y.Q.L1, N.J.TAao, J.PAN, A.A.GARCIA und S.M.LINDSAY: Direct measurement
of interaction forces between colloidal particles using the scanning force microscope.

Langmuir, 9 (3):637-641, 1993.

T.J.SENDEN und W.A .DUCKER: Experimental Determination of Spring Constants

in Atomic Force. Langmuir, 10(4):1003-1004, 1994.

J.E.SADER und L.WHITE: Theoretical analysis of the static deflection of plates for

atomic force microscope applications. Journal of Applied Physics, 74(1):1-9, 1993.

S.B.AKSU und J.A.TURNER: Calibration of atomic force microscope cantilevers

using piezolevers. Review of Scientific Instruments, 78(4):043704.1-043704.8, 2007.



Literatur 87

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

S.ROEs: Rasterkraftmikroskopische Unitersuchungen von Membraneigenschaften
und Membran-Protein- Wechselwirkungen. — Doktorarbeit, Christian-Albrechts-

Universitit zu Kiel, 2004.

R.ProkscH, T.E.SCHAFFER, J.P.CLEVELAND, R.C.CALLAHAN und M.B.VIANI:

Finite optical spot size and position corrections in thermal spring constant calibra-

tion. Nanotechnology, 15(9):1344-1350, 2004.

C.T.GIBSON, G.S.WATSON und S.MYHRA: Determination of spring constants of

probes for force microscopy/spectroscopy. Nanotechnology, 7(3):259-262, 1996.

R.ECkKEL, R.R0s, BIORN DECKER, J.MATTAY und D.ANSELMETTI: Supramo-
lekulare Chemie mit einzelnen Molekilen. Angewandte Chemie, 117(3):489-492,

2005.

M.MENZIGER und R.L.WOLFGANG: Bedeutung und Anwendung der Arrehenius-

Aktivierungsenergie. Angewandte Chemie, 81(12):446-452, 1969.

P.HAcc1, P.TALKNER und M.BORKOVEC: Reaction-rate theory: fifty years after

Kramers. Review of Modern Physics, 62(2):251-341, 1990.

G.I.BELL: Models for the Specific Adhesion of Cells to Cells. Science,
200(4342):618-627, 1978.

H.GRUBMULLER: Force probe molecular dynamics simulations. Methods in Mole-

cular Biology, 305:493-515, 2005.

E.EVANS: Probing the relation between force-lifetime—and chemistry in single mole-
cular bonds. Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure, 30:105-128,

2001.

N.G.VANKAMPEN: Stochastic Processes in Physics and Chemistry. North-Holland,

Amsterdam, 1992.



88

Literatur

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

R.MERKEL: Force Spectroscopy on Single Passive Biomolecules and Single Biomo-

lecular Bonds. Physics Reports, 346(5):343-385, 2001.

B.HEYMANN und H.GRUBMULLER: Dynamic force spectroscopy of molecular ad-

hesion bonds. Physical Review Letters, 84(26 Pt 1):6126-6129, 2000.

M.NguYvEN-DuoNG, K.W.KocH und R.MERKEL: Surface anchoring reduces the

lifetime of single specific bonds. Europhysics Letters, 61(6):845-851, 2003.

T.STRUNZ, K.OROSZLAN, [.SCHUMAKOVITCH, H.GUNTHERODT und M.HEGNER:

Model energy landscapes and the force-induced dissociation of ligand-receptor

bonds. Biophysical Journal, 79(3):1206-1212, 2000.

M.RIEF, J.M.FERNANDEZ und H.E.GAUB: Elastically coupled two-level systems
as a model for biopolymer extensibility. Physical Review Letters, 81(21):4764-4767,
1998.

M.EvVSTIGNEEV und P.REIMANN: Dynamic force spectroscopy: optimized data

analysis. Physical Review E statistical, nonlinear and soft matter physics, 68(4 Pt

2):045103, 2003.

M.RAIBLE, M.EVSTIGNEEV, F.W.BARTELS, R.ECKEL, M.NGUYEN-DUONG,
R.MERKEL, R.R0s, D.ANSELMETTI und P.REIMANN: Theoretical analysis of
single-molecule force spectroscopy experiments: heterogeneily of chemical bonds.

Biophysical Journal, 90(11):3851-3864, 2006.

M.RAIBLE, M.EVSTIGNEEV, P.REIMANN, F.W.BARTELS und R.R0S: Theoretical

analysis of dynamic force spectroscopy experiments on ligand-receptor complexes.

Journal of Biotechnology, 112(1-2):13-23, 2004.

M.RAIBLE und P.REIMANN: Single-molecule force spectroscopy: Heterogeneity of

chemical bonds. Europhysics Letters, 73(4):628-634, 2006.



Literatur 89

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

W.MULLER-ESTERL: Biochemie, Band 1. Spektrum Akademischer Verlag, 2004.

H.LobisH, A.BERK, S.L.ZIPURSKY, P.MATSUDAIRA, D.BALTIMORE und
J.E.DARNELL: Molekulare Zellbiologie, Band 4. Spektrum Akademischer Verlag,
2001.

H.R.HorTON, L.A.MORAN, K.G.SCRIMGEOUR, M.D.PERRY und J.D.RAWN:

Biochemie, Band 4. Pearson Studium, 2008.

J.M.BERG, J.L. TYMOCZKO und L.STRYER: Stryer Biochemie, Band 6. Spektrum

Akademischer Verlag, 2007.

7Z.QuAN, L.Lu, X.J.L1u, Y.D.CHAT und Y.L1: An approach to predict transcrip-

tion factor DNA binding site specificity based upon gene and transcription factor

funtional categorization. Bioinformatics, 23(182007):2449-2454, 2007.

M.DJORDJEVIC, A.M.SENGUPTA und B.I.SHRAIMAN: A biophysical approach to
transcription factor binding site discovery. Genome Research, 13(11):2381-2390,
2003.

L.A.L1u und J.S.BADER: Ab initio prediction of transcription factor binding sites.

Pacific Symposium on Biocomputing, 12:484-495, 2007.

M.B.EISEN: All motifs are not equal: structural properties of transcription factor-
dna interactions and the interference of sequence specificity. Genome Biology, 6:P7,

2005.

E.A KOTELNIKOVA, V.J.MAKEEV und M.S.GELFAND: Evolution of transcription

factor DNA binding sites. Gene, 347(2):255-263, 2005.

M.L.BuLyk: Computational prediction of transcription-factor binding site locati-

ons. Genome Biology, 5(1):201, 2003.



90 Literatur

[65] M.LEWIS, G.CHANG, N.C.HORTON, M.A.KERCHER, H.C.PACE,

M.A.SCHUMACHER, R.G.BRENNAN und P.LU: Crystal structure of the lac-

tose operon repressor and ils complexes with DNA and inducer. Science,
271(5253):1247-1254, 1996.

[66] C.W.GARVIE und C.WOLBERGER: Recognition of specific DNA sequences. Mole-
cular Cell, 8(5):937-946, 2001.

[67] C.O.PABO und R.T.SAUER: Transcription factors: structural families and prin-
ciples of DNA recognition. Annual Review of Biochemistry, 61:1053-1095, 1992.

[68] N.M.LUSCOMBE, S.E. AUusTIN, H.M.BERMAN und J.M.THORNTON: An overview
of the structures of protein-DNA complexes. Genome Biology, 1(1):REVIEWS001,
2000.

[69] R.G.BRENNAN und B.W.MATTHEWS: The heliz-turn-heliz DNA binding motif.
Journal of Biological Chemistry, 264(4):1903-1906, 1989.

[70] S.C.HARRISON und A.K.AGGARWAL: DNA recognition by proteins with the heliz-
turn-heliz motif. Annual Review of Biochemistry, 59:933-969, 1990.

[71] L.ARAVIND, V.ANANTHARAMAN, S.BALAJI, M.MOHAN BABU und L.M.LYER:
The many faces of the heliz-turn-heliz domain: transcription regulation and beyond.
FEMS Microbiology Reviews, 29(2):231-262, 2005.

[72] M.Suzuki, N.YAGI und M.GERSTEIN: DNA recognition and superstructure for-
mation by heliz-turn-heliz proteins. Protein Engineering, 8(4):329-338, 1995.

[73] R.G.BRENNAN, Y.TAKEDA, J.KiM, W.F.ANDERSON und B.W.MATTHEWS: Cry-

stallization of a complex of cro repressor with a 17 base-pair operator. Journal of

Molecular Biology, 188(1):115-118, 1986.



Literatur 91

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

J.A.ROSINSKI und W.R.ATCHLEY: Molecular evolution of heliz-turn-heliz prote-

ins. Journal of Molecular Evolution, 49(3):301-309, 1999.

F.F.DAMBERGER, J.G.PELTON, C.J.HARRISON, H.C.NELSON und
D.E.WEMMER: Solution structure of the DNA-binding domain of the heat
shock transcription factor determined by multidimensional heteronuclear magnetic

resonance spectroscopy. Protein Science, 3(10):1806-1821, 1994.

K.S.GAJIWALA und S.K.BURLEY: Winged heliz proteins. Current Opinion in

Structural Biology, 10(1):110-116, 2000.

I.MARSDEN, Y.CHEN, C.JIN und X.L1A0: Evidence that the DNA binding specifi-
city of winged helix proteins is mediated by a structural change in the amino acid
sequence adjacent to the principal DNA binding heliz. Biochemistry, 36(43):13248—

13255, 1997.

K.P.WILSON, L.M.SHEWCHUK, R.G.BRENNAN, A.J.OTSUKA und
B.W.MATTHEWS: FEscherichia coli biotin holoenzyme synthetase/bio repressor
crystal structure delineates the biotin- and DNA-binding domains.  Procee-
dings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
89(19):9257-9261, 1992.

N.ZHENG, E.FRAENKEL, C.O.PABO und N.P.PAVLETICH: Structural basis of
DNA recognition by the heterodimeric cell cycle transcription factor E2F-DP. Ge-
nes & Development, 13(6):666-674, 1999.

A.SARATI und H.KONO: Protein-DNA recognition patterns and predictions. Annual

Review of Biophysics and Biomolecular Structure, 34:379-398, 2005.

Y .MANDEL-GUTFREUND, O.SCHUELER und H.MARGALIT: Comprehensive analy-

sis of hydrogen bonds in requlatory protein DNA-complezes: in search of common

principles. Journal of Molecular Biology, 253(2):370-382, 1995.



92

Literatur

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

187]

[88]

[89]

[90]

H.KONO und A.SARATL: Structure-based prediction of DNA target sites by regula-
tory proteins. Proteins, 35(1):114-131, 1999.

C.0.PaBO und L.NEKLUDOVA: Geometric analysis and comparison of protein-

DNA interfaces: why is there no simple code for recognition? Journal of Molecular

Biology, 301(3):597-624, 2000.

M.SuzUK1: A framework for the DNA-protein recognition code of the probe heliz in

transcription factors: the chemical and stereochemical rules. Structure, 2(4):317-

326, 1994.

Y .MANDEL-GUTFREUND und H.MARGALIT: Quantitative parameters for amino

acid-base interaction: implications for prediction of protein-DNA binding sites.

Nucleic Acids Research, 26(10):2306-2312, 1998.

N.M.LuscoMBE, R.A.LASKOWSKI und J.M.THORNTON: Amino acid-base inter-

actions: a three-dimensional analysis of protein-DNA interactions at an atomic

level. Nucleic Acids Research, 29(13):2860-2874, 2001.

M.OOBATAKE, H.KONO, Y.WANG und A.SARAL: Anatomy of specific interactions

between lambda repressor and operator DNA. Proteins, 53(1):33-43, 2003.

K.MaAKIiNO, M.AMEMURA, T.KawamMoTO, S.KIMURA, H.SHINAGAWA,
A.NAKATA und M.Suzuki: DNA binding of PhoB and its interaction with

RNA polymerase. Journal of Molecular Biology, 259(1):15-26, 1996.

B.L.WANNER: Signal transduction in the control of phosphate-requlated genes of

Escherichia coli. Kidney International, 49(4):964-967, 1996.

H.W.VANVEEN: Phosphate transport in prokaryotes: molecules, mediators and me-

chanisms. Antonie Van Leeuwenhoek, 72(4):299-315, 1997.



Literatur 93

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

M.YAMADA, K.MAKINO, H.SHINAGAWA und A.NAKATA: Regulation of the phos-
phate regulon of Escherichia coli: properties of phoR deletion mutants and subcellu-
lar localization of PhoR protein. Molecular and General Genetics, 220(3):366-372,

1990.

P.BACHHAWAT, G. V .SWAPNA, G.T.MONTELIONE und A.M.STOCK: Mechanism
of activation for transcription factor PhoB suggested by different modes of dime-

rization in the inactive and active states. Structure, 13(9):1353-1363, 2005.

A.G.Branco, M.Sora, F. X. GoMIs-RUTH und M.CoLL: Tandem DNA reco-
gnition by PhoB, a two-component signal transduction transcriptional activator.

Structure, 10(5):701-713, 2002.

H.OKAMURA, S.HANAOKA, A.NAGADOI, K.MAKINO und Y.NISHIMURA: Structu-
ral comparison of the PhoB and OmpR DNA-binding/transactivation domains and

the arrangement of PhoB molecules on the phosphate box. Journal of Molecular

Biology, 295(5):1225-1236, 2000.

M.SorLA, F.X.GoMmis-RUTH, L.SERRANO, A.GONZALEZ und M.CouL: Three-

dimensional crystal structure of the transcription factor PhoB receiver domain.

Journal of Molecular Biology, 285(2):675-687, 1999.

D.W.ELLISON und W.R.MCCLEARY: The unphosphorylated receiver domain

of PhoB silences the activity of its output domain. Journal of Bacteriology,

182(23):6592-6597, 2000.

K.MAKINO, M.AMEMURA, S.K.KiM, A.NAKATA und H.SHINAGAWA: Role of the

sigma 70 subunit of RNA polymerase in transcriptional activation by activator

protein PhoB in Escherichia coli. Genes & Development, 7(1):149-160, 1993.



94

Literatur

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

U.FIEDLER und V.WEISs: A common switch in activation of the response regula-
tors NtrC and PhoB: phosphorylation induces dimerization of the receiver modules.

The EMBO Journal, 14(15):3696-3705, 1995.

ASYLUM RESEARCH, Santa Barbara CA 93117: Installation and Operation Manual,

2008.

U.AEBI und T.D.POLLARD: A glow discharge unit to render electron microscope
grids and other surfaces hydrophilic. Journal of Electron Microscopy Technique,

7(1):29-33, 1987.

K.WOLLSCHLAGER: Klonierung, Isolierung und funktionelle Studien des Proteins

PhoB aus Escherichia Coli. Diplomarbeit, Universitat Bielefeld, 2005.

K.WOLLSCHLAGER, K.GaAus, A .KORNIG, R.ECKEL, S.D.WILKING,
M.McINTOSH, Z.MAJER, A.BECKER, R.R0S, D.ANSELMETTI und N.SEWALD:
Single-molecule experiments to elucidate the minimal requirement for DNA

recognition by transcription factor epitopes. Small, 5(4):484-495, 2009.

F.W.BARTELS: Rasterkraftmikroskopie und Rasterkraftspektroskopie an einzelnen

Biomolekiilen. Diplomarbeit, Universitat Bielefeld, 2002.
K.WOLLSCHLAGER: Persénliche Mitteilung, 2009.

S.D.WILKING: Synthese und Charakterisierung DNA-bindender Peptide. Doktor-

arbeit, Universitit Bielefeld, 2006.

KORNIG, ANDRE: FEinzelmolkiilkraftspektroskopie an molekularerkennenden Syste-

men. Diplomarbeit, Universitit Bielefeld, 2008.



Danksagung

Zunichst mochte ich mich bei Prof. Dr. Dario Anselmetti fiir die Moglichkeit bedanken,
diese Arbeit unter optimalen Bedingungen durchzufiihren zu kénnen. Besonders bedan-
ken mochte ich mich flir das Vertrauen, dass er mir entgegengebracht hat und seine
aufmunternden Worte. Seine Anregungen und sein Optimismus hatten grofien Anteil am
Gelingen dieser Arbeit. Ich danke der gesamten Arbeitsgruppe Ezperimentelle Biophysik
und angewandte Nanowissenschaften fiir die Professionalitit und das sehr angenehine
Arbeitsklima. Jeder Einzelne hat durch durch Beantwortung meiner Fragen zum Gelin-
gen dieser Arbeit beigetragen. Ganz besonders bedanke ich mich bei Lennart Ochel fiir
die Entwicklung einer tollen Analysesoftware und die Umsetzung meiner Wiinsche, bei
Daniel Wesner fiir die Geduld in der Beantwortung meiner chemischen, biochemischen
und kraftspektroskopischen Fragen, bei Volker Walhorn fiir seine Ratschlige beziiglich
der Kraftspektroskopie, bei Christoph Pelargus, Lukas Bogunovic und Sebastian Horst-
meier fiir die Hilfe bei Computerproblemen, bei Alexander Harder fiir seine positive
Grundeinstellung und die anregenden Gespriche, bei André Kérnig fiir Anregungen be-
ziiglich der Analyse von kraftspektroskopischen Experimenten, bei Dr. Rainer Eckel fiir
die Beantwortung von chemischen Fragen via Email, bei Katrin Wollschldger fiir die
Herstellung der DNA, der Proteine und der Peptide und ihre biochemischen Ratschlige
und bei Dr. Andy Sischka fiir das Korrekturlesen dieser Arbeit. Bei Prof. Dr. Andreas
Hiitten bedanke ich mich dafiir, dass er sich bereit erklirt hat fiir diese Arbeit als zweiter
Gutachter aufzutreten. Ich danke meiner Familie fiir das grenzenlose Vertrauen in mich

und die volle Unterstiizung in allen Lebenslagen.



